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RESUMEN

Un grupo de cuatro ovinos sanos se inmuniz6 con veneno de
Bothrops asper, para estudiar el desarrollo de la respuesta in-
mune, inducida por la aplicacién de un esquema de hiperinmu-
nizacion. Se tomaron muestras de sangre cada siete dias en
nueve oportunidades, con el suero obtenido se realizaron
pruebas de neutralizacion en ratones. Se determiné la DEso, la
cual se expreso en ug de veneno neutralizado por ml de suero.
Simultdneamente se observaron las condiciones generales de
los ovinos durante el esquema de hiperinmunizacion, no pre-
sentandose alteraciones generales ni locales como conse-
cuencia de la inoculacién del veneno. En los resultados se ob-
servaron variaciones individuales en la magnitud de la eleva-
cion del titulo de anticuerpos y rasgos comunes en el compor-
tamiento de las curvas desarrolladas. El titulo promedio 6ptimo
(705,5 pg/ml), fue obtenido el dia 21 posterior a la primera ino-
culacién. Para ese momento, el ovino con titulo mas alto fue
de 840ug/ml y el mas bajo, de 593 pg/ml. El promedio mas
bajo (308 pg/ml) fue observado el dia 56. Se recomienda que
los animales que seran utilizados en la produccién comercial
de antiveneno sean evaluados individualmente y selecciona-
dos con base a una respuesta inmune satisfactoria.

Palabras clave: Bothrops asper, ovinos, hiperinmunizacion,
DE-so, antiveneno, veneno.

ABSTRACT
A group of four (4) healthy male sheep were immunized with

Bothrops asper venom, in order to study the development of
the immune response induced by the application of a hipe-
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rimmunization protocol. Blood samples were taken from the
sheep every seven days in nine different opportunities. With
the resultant serum, neutralization tests were done in mice.
EDsy was calculated and expressed in ug of neutralized venom
per ml of serum, at the same time, general health conditions of
sheep were observed during the hiperimmunization protocol.
No general or local alterations of health were present as con-
sequence of venom inoculations. Individual variations in the
magnitude of the increase of antibody titles were observed in
the obtained results. None the less common features in the an-
tibody title curves were also recorded. The mean optimal ave-
rage (705,5 pyg/ml) was obtained on day 21 after the first cha-
llenge. At that time, the individual sheep with the highest value
was 840 ug/ml and the lowest was 593 ug/ml; the lowest ave-
rage of all samples (308 ug/ml ) was observed on day 56. It is
recommend that animals to be used in the commercial venom
antiserum production need to be individually screened and se-
lected based on a satisfactory immune response.

Key words: Bothrops asper, ovines, hyperimmunization, EDso,
antivenom, venom.

INTRODUCCION

El suero antiofidico fue producido por primera vez por Al-
bert Calmette en 1894 [8]. A partir de entonces, éste ha contri-
buido en la disminucién de la mortalidad por mordeduras de
serpientes. Sin embargo, siguen habiendo muchos problemas
asociados con la produccion de antivenenos [71].

El envenenamiento ofidico representa un grave proble-
ma médico, social y econdmico en muchas partes de Asia,
Africa y las Américas, y es considerado un problema de Salud
Publica en toda América y gran parte del mundo [9, 17, 32, 36,
42, 45, 46, 49, 57, 75]. Venezuela como pais tropical, no esca-
pa de esta realidad debido a que es poseedora de una rica
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fauna, en la cual las serpientes ocupan un lugar preponderan-
te [17, 54, 63, 65]. Por otra parte, la mayor distribuciéon de las
mismas en el mundo se presenta en las zonas tropical y sub-
tropical, donde la combinacion de la densidad poblacional de
las serpientes, las actividades humanas al aire libre maximiza
la probabilidad de que ocurra la mordedura de serpientes [54,
69]; el impacto de estos accidentes se une a la ausencia de
servicios meédicos modernos y apropiados entre las poblacio-
nes humanas expuestas al mas alto riesgo [9, 75].

Los estudios epidemiolégicos mas recientes de los acci-
dentes ofidicos en el mundo sugieren que, al menos ocurren al
afo, 5 millones de mordeduras por serpientes con 2,5 millones
de envenenamientos y 125.000 muertes [14, 69, 75, 76].

Debido a que las condiciones socio-econémicas en Ve-
nezuela son deficientes, los datos epidemiolégicos que se ob-
tienen sobre el ofidismo no escapan de ser escasos e incom-
pletos, de manera que la magnitud real del problema es muy
dificil de determinar [17, 46, 54, 59].

Para el lapso comprendido entre 1998-2004 se reporta-
ron en el pais un promedio de 6.094 casos de mordeduras de
serpientes por afio [38].

En el estado Zulia, el riesgo de sufrir un accidente ofidi-
co es muy elevado debido a la gran cantidad de actividades
agricolas y mineras que en él se desarrollan. La ocurrencia por
mordeduras de serpientes para el estado Zulia en el periodo
1998-2004 fue de 717 casos al afio, con un promedio de 5
muertes anuales [38].

Las publicaciones sobre las serpientes venenosas y sus
problemas médicos en Venezuela, salvo por algunos autores, son
escasas y carecen de estudios sistematicos que den informacion
sobre distribucion de especies en el territorio nacional [57].

La falta de conocimiento de la fauna ofidica ofensiva al
hombre, la accién de sus venenos sobre los tejidos humanos,
los aspectos clinicos y terapéuticos, mas que un descuido de
la creacidon del conocimiento autdctono, se ha debido a los es-
casos investigadores venezolanos dedicados a estos temas y
por supuesto, a los infimos recursos que dedica el Estado al
referido problema [57].

En Venezuela, el mayor nimero de accidentes por mor-
deduras de serpiente es ocasionado por el género Bothrops,
con una ocurrencia del 80%, esto debido a su amplia distribu-
cion en el territorio nacional, su agilidad y a la toxicidad de su
veneno [17, 36, 54, 57, 59, 63, 65].

Los adelantos en materia de producciéon de antivenenos
se basan principalmente en publicaciones cientificas que evi-
dencian el esfuerzo de los investigadores en producir propues-
tas para la mejora del suero antiofidico, no s6lo tomando en
cuenta el rendimiento, como se hacia hasta hace pocos afios,
sino, que mas recientemente han enfocado otro problema de
fondo, como es encontrar la forma de disminuir las reacciones
adversas con que los antivenenos se manifiestan, mediante el
desarrollo de nuevas técnicas que pueden ofrecer algunas so-

luciones [1-5, 12, 13, 15, 20, 21, 24, 25, 27-30, 33-35, 41, 47,
48, 52, 64, 66-68].

Finalmente, la limitacién ha sido que las nuevas técnicas
usadas por los investigadores en el area, son prohibitivas para
los paises donde este problema es mas relevante, por ser pai-
ses subdesarrollados, donde los recursos para este fin son li-
mitados, por lo que el reto ahora es conseguir la manera de
producir un antiveneno que sea inocuo, efectivo, econémico y
que se pueda distribuir ampliamente [75].

Existe una importante variabilidad en la composicién del
veneno de serpientes interfamilia, intergénero, interespecies,
intersubespecies e intrasubespecie, variaciones geograficas,
entre especimenes individuales, y en especimenes individua-
les debidas a variacion estacional, dieta, habitat, edad, dimor-
fismo sexual, esta variabilidad del veneno tiene impacto, tanto
en la investigacion del veneno como en el manejo de la mor-
dedura de serpientes, incluyendo la seleccién de antivenenos
y la seleccidén de especimenes para la produccion de antivene-
nos [10, 13, 19, 33, 41, 44, 46, 49, 73, 74]. Es necesario pro-
ducir antiveneno ofidico restringiendo la especificidad de los
anticuerpos contra los venenos provenientes de las serpientes
autdctonas de las regiones, donde éste se va a aplicar, ya que
reduce la cantidad a inyectar en los pacientes, por ser mas es-
pecifico [19, 73, 74].

El resultado severo y ocasionalmente fatal del envene-
namiento ocasionado por la mordedura de serpientes veneno-
sas se previene exclusivamente con la administracién de sue-
ro antiofidico [8, 27, 31, 61, 76].

Desde hace mas de un siglo, el caballo ha sido el animal
utilizado para la produccion de antivenenos debido a su facil
manejo, gran volumen sanguineo y plasmaféresis. A pesar de
estas ventajas, existen numerosos factores importantes a con-
siderar en la produccién de antivenenos, tales como: costos de
adquisicion y mantenimiento e inmunorespuesta local exacer-
bada, lo cual resulta en la formacion de grandes abscesos, fis-
tulas y fibrosis en el lugar de la inoculacion [4, 8, 22, 23, 67].
La administracion de inmunoglobulinas de origen equino con
frecuencia causa una reaccion de hipersensibilidad mediada
por complejos inmunes tipo Ill, debido a la bivalencia de esas
moléculas y al hecho de que los caballos inmunizados tienen
niveles altos de IgGt circulantes, la cual no ha sido detectada
en ovinos. Ademas muchos pacientes a quienes se les admi-
nistra el antiveneno de origen equino manifiestan sensibilidad
a sus proteinas debido a una exposicion previa y pueden de-
sarrollar una reaccion anafilactica tipo |1 [24, 40, 42, 43, 67].

El problema de contar con un tratamiento adecuado para
los pacientes sensibles al suero equino ha conducido al desa-
rrollo de técnicas de inmunizacioén utilizando animales alterna-
tivos [16,53], tales como: conejos, caprinos, bovinos, gallinas,
perros, ovejas; los cuales han mostrado buenos resultados a
nivel experimental, enfatizando que la oveja, se utiliza en la
produccién de antiveneno comercialmente en la India, Austra-
lia, EUA y Reino Unido [33].
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Los excelentes resultados obtenidos en ovinos para la
produccién de antivenenos se deben a su facil manejo y man-
tenimiento, son econdémicos, buena respuesta inmunolégica,
son resistentes, ausencia de reacciones locales, permitiendo
asi la obtencion de un antiveneno efectivo, de bajo costo y que
provee buena proteccion [1, 5, 6, 24, 29, 33, 35, 37, 39, 42, 43,
56, 67, 68].

El objetivo del presente trabajo consistié en hiperinmuni-
zar ovinos con venenos provenientes de serpientes Bothrops
asper zulianas, para evaluar su respuesta humoral y contribuir
en la produccion de antivenenos autéctonos.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del estudio

La investigacion se realizé en la Unidad de Investigacio-
nes Ofidiologicas (U.1.O) de la Facultad de Ciencias Veterina-
rias de la Universidad del Zulia en la ciudad de Maracaibo, es-
tado Zulia, Venezuela. El clima es calido-humedo con una
temperatura promedio de 26-30°C.

Veneno

El veneno se obtuvo de un lote de 20 serpientes
Bothrops asper, colectadas en diferentes Municipios del esta-
do Zulia: (2 de Cabimas, 2 de Lagunillas, 2 de Mene Grande, 2
de Machiques de Perija, 2 de Rosario de Perija, 3 de Burro
Negro, 4 de Mara, 2 de La Cafiada de Urdaneta, 1 de Col6n) y
mantenidas en cautiverio en el bioterio de serpientes de la
U.L.O. Una vez extraido el veneno, se congeld, liofilizd, se de-
terminé su DLsg (7,37 mg/kg de peso) y se mantuvo a una tem-
peratura de -20°C [25].

Unidades Experimentales

Se utilizaron cuatro ovinos adultos, de 12 a 17 meses de
edad, machos, sanos, raza mestizo criollo-West African, cuyos
pesos oscilaron entre 30 y 40 Kg y nunca antes inoculados con
ningun tipo de veneno. En dichos animales, la condicién general
y parametros clinicos de salud eran normales. Previo a la inmuni-
zacion, los ovinos se dejaron en un periodo de adaptacion de
dos meses, sometiéndose a un programa de control parasitario y
de enfermedades infecciosas. Ademas, fueron evaluados clinica-
mente cada semana, mientras se aplicé el programa de inmuni-
zacioén. Su alimentacion consistidé en pasto de corte picado (Buff-
le), heno y una mezcla de alimento concentrado en “pellets”, re-
forzado con vitaminas y minerales en proporciones y calidades
adecuadas a sus necesidades nutricionales.

Inéculos

A partir de una solucion madre: 1% del veneno liofilizado
en solucion salina fisiolégica (0,85% NaCl) y esterilizada por
filtracion (Millipore 0,22 un), se prepararon los indculos. Aque-
llos correspondientes a las dos primeras inoculaciones fueron
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elaborados preparando emulsiones con adyuvante Completo
de Freund para la primera inoculacion e Incompleto para la se-
gunda inoculacién; el inoculo fluido para las inoculaciones 3, 4
y 5, consisti6 en una mezcla de veneno en solucién salina fi-
siologica. Las dosis administradas por animal se presentan en
la TABLA I.

TABLA |
ESQUEMA DE INMUNIZACION BASICO CON VENENO
BOTHROPICO EN OVINOS/ BASIC INMUNIZATION SCHEDULE
WITH BOTROPIC VENOM IN OVINES

Dias Venenomg Adyuvante Sangrias  Titulacion
antic?ferpos

0,1 FC Si Si

0,1 Fl Si Si
14 0,1 SSF Si Si
16 0,1 SSF No No
18 0,1 SSF No No
21 - - Si Si
28 - - Si Si
35 - - Si Si
42 - - Si Si
49 - - Si Si
56 - - Si Si

FC: Adyuvante de Freund completo Fl:Adyuvante de Freund
incompleto SSF: Solucién Salina Fisiol4gica.

Inmunizacién y Sangrias

Los ovinos fueron inoculados por via subcutanea, previo
rasurado y desinfeccién, en la tabla del cuello y en la porcion
dorso-lateral de la regién costal y lumbar.

Las dosis aplicadas se basaron en los esquemas utiliza-
dos en el Instituto Butantan, Brasil [62] y en el Centro de Bio-
tecnologia de la Universidad Central de Venezuela [11], ajus-
tando la dosis de veneno y la cantidad de adyuvante de acuer-
do al peso del ovino y utilizando veneno de serpientes proce-
dentes exclusivamente del estado Zulia.

Antes de comenzar el esquema de inmunizacioén, se ex-
trajo una muestra de sangre a cada ovino con el objeto de de-
mostrar, en ratones, la ausencia de anticuerpos neutralizantes
contra el veneno bothrépico que se empled, para su posterior
inclusion en el programa de inmunizacion, TABLA II.

De cada ovino se obtuvo 20 ml de sangre de la vena
yugular en 9 oportunidades. La misma fue recogida en Er-
lenmeyers estériles, en solucién de citrato de sodio al
17,5%, en proporcién de 5 ml de citrato por cada, 100 ml de
sangre. Se agité suavemente durante la sangria. Luego el
plasma se centrifugd a 7000 rpm por 30 minutos, una vez
separado se hizo un pool del mismo y se colocé en bafio
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TABLA Il
NEUTRALIZACION DEL VENENO DE Bothrops asper
DEL ESTADO ZULIA, EXPRESADO EN pg/ml.
NEUTRALIZATION OF Bothrops asper VENOM OF ZULIA STATE
EXPRESSED IN pg/ml

Ovejo 1 Ovejo 2 Ovejo 3 Ovejo 4

Sangria 0 0 0 0 0

Sangria 7 280 300 296 300
Sangria 14 330 372 360 384
Sangria 21 593 770 619 840
Sangria 28 395 514 409 641
Sangria 35 379 390 336 440
Sangria 42 336 379 320 403
Sangria 49 300 336 305 375
Sangria 56 292 308 292 340

maria a 56°C por 30 minutos para eliminar el fibrinbgeno y el
complemento. Se filtré6 con Millipore 0,22 un y se preservo a
una concentracion final de 0,4% con una solucion de éter-fenol
al 50% [11], distribuido en alicuotas de 10 ml y mantenido a
-20°C hasta ser usado [25].

Neutralizacién de la letalidad

La neutralizacion de la letalidad se determiné calculando
la Dosis Efectiva Cincuenta (DEsp) del suero de los ovinos hipe-
rinmunizados utilizando el método de Spearman-Karber y se ex-
preso en ug de veneno neutralizado por ml de suero [11, 46].

Se prepararon tubos de ensayo con una cantidad fija
del suero problema y diluciones seriadas del veneno y la dilu-
cion control positivo, se incubaron durante 30 minutos a
37°C. Luego, cada una de las diluciones fue evaluada por tri-
plicado en una cantidad no mayor de 1 ml, conteniendo 2
DLsy (280 pg) por ratén e inoculada intraperitonealmente a
grupos de 5 ratones albinos no isogenéticos, de 19 a 21 g de
peso corporal, [7]. Los ratones muertos y sobrevivientes se
registraron durante 48 horas [22] y la data se utiliz6 para la
determinacion de la DEsg. Con la media correspondiente del
triplicado de cada dilucién, se graficé el comportamiento de la
respuesta inmunoloégica del conjunto de ovinos del grupo ex-
perimental durante 56 dias.

Analisis Estadistico

Se resume la informacion a través de métodos estadisti-
cos de posicion y dispersion, entre ellos: media, error estan-
dar, coeficiente de variacién y numero de muestras. Grafican-
do, se obtiene la curva tiempo-respuesta para evidenciar el
tiempo de aparicion del titulo neutralizante 6ptimo.

Para analizar la relacién entre el titulo de anticuerpos y
el tiempo expresado en dias, se ajusté un modelo de regresiéon
no lineal. El paquete para estimar este modelo fue el “Curve
Expert” en su versiéon 1,3 [18]; dicho software selecciona entre

varios modelos, el modelo de mejor ajuste, basandose en el
criterio de mayor coeficiente de correlacion y menor error es-
tandar de estimacion. Entre varios modelos probados, el de
mejor ajuste resultd ser el conocido como “Funcion Racional”
cuya expresion es:

a+bx

Y ex+ax?

donde a, b, c y d representan los pardmetros encontrados por
el paquete y proporcionan la forma de la curva que mejor ajus-
t6 la data experimental dentro de un grupo de 30 modelos pro-

bados, “x” el tiempo en dias e “y” la taza de neutralizaciéon ex-
presada en pg de veneno neutralizado por ml de suero.

RESULTADOS Y DISCUSION

En relacion al estado general de los ovinos, no hubo al-
teraciones, determinando que todos estaban en buenas condi-
ciones de salud. Tampoco hubo alteraciones locales en el sitio
de inoculacién del veneno.

La produccion de anticuerpos contra el veneno de
Bothrops asper del estado Zulia, determinada por su capaci-
dad para neutralizar la letalidad en ratones, mostr6 diferencias
individuales en la magnitud de las respuestas de los 4 ovinos
sometidos al esquema de hiperinmunizacién, observandose un
incremento paralelo de pug de veneno neutralizado por ml de
suero antiofidico, desde el dia 0 al dia 14 del esquema, TA-
BLA Il 'y FIG. 1; a partir de este momento, se notan marcadas
diferencias individuales en el aumento de los niveles de res-
puesta. A pesar de esta variabilidad, se evidencian rasgos co-
munes en el comportamiento de las cuatro curvas.

Segun el modelo utilizado, resulté una curva caracteristi-
ca, mostrando un titulo promedio, maximo y 6ptimo en las
muestras correspondientes al dia 21 posterior a la primera ino-
culacion; luego se observa un descenso paulatino del titulo
neutralizante hasta el dia 56, ultima sangria, donde muestra el
titulo promedio mas bajo, FIG. 2, con un coeficiente de correla-
cion r = 0,7626, lo cual evidencia que, aproximadamente el
76% de la variabilidad de la respuesta total (titulo de neutrali-
zacion) se puede explicar por el tiempo en dias trascurrido
desde el dia 0 al 56. El 24% restante de la variabilidad, puede
estar representada por la zona geografica, razones climatolo-
gicas, raza, factores de especie, factores individuales, ambien-
tales y esquemas de inmunizacion, incidiendo en forma defini-
tiva sobre la respuesta; los mismos fueron estrictamente con-
trolados en el presente trabajo, pero no se obtuvo reportes de
observaciones de este tipo para poder comparar.

De acuerdo a la magnitud de las medias de las sangrias
por dia, TABLA Ill, se aprecia que el titulo de anticuerpos 6pti-
mo fue de 705,5 pg/ml de suero, alcanzado en la sangria del
dia 21, después de la primera inoculacién y la mas baja fue de
308 ug/ml de suero en la sangria del dia 56.
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FIGURA 1. NIVELES DE ANTICUERPOS NEUTRALIZAN-
TES CONTRA VENENO BOTHROPICO/ NEUTRALIZING ANTI-
BODYS LEVELS AGAINST BOTHROPIC VENOM.
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FIGURA 2. NIVELES DE ANTICUERPOS EN OVINOS SO-
METIDOS AL ESQUEMA DE INMUNIZACION/ ANTIBODYS LE-
VELS IN OVINES SUBJECTED TO THE INMUNIZATION SCHEDULE.

TABLA Il
RESUMEN DE ESTADISTICA DESCRIPTIVA/
DESCRIPTIVE STATISTICS SUMMARY

Dia de X ES Ccv N

Sangria
0 0 0 0 4
7 294,00 pg/ml 4,761 3,2387 4
14 361,50 pg/ml 11,587 6,4103 4
21 705,50 pg/ml 59,434 16,849 4
28 489,75 pg/ml 56,982 23,270 4
35 386,25 pg/ml 21,371 11,066 4
42 359,50 pg/ml 19,116 10,635 4
49 329,00 pg/ml 17,277 10,503 4
56 308,00 pg/ml 11,314 7,3466 4

X: Media ES: Desviacion Estandar CV: Coeficiente de Variacion N:
Numero de animales.
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Aun cuando la produccion de Suero Antiofidico se sigue
haciendo con la metodologia tradicional en equinos usando
protocolos de produccién derivados del método basico descrito
por Pope [50,51] y modificado por Harms [26], el cual se basa
en digestion con pepsina a pH bajo y precipitacion con sulfato
de amonio [55, 74]; durante los ultimos diez afios, hay grupos
de investigadores que han publicado propuestas diferentes uti-
lizando cambios en el proceso de concentracion y purificacion
de anticuerpos [29, 37, 47, 55, 58, 60], en los esquemas de in-
munizacion [15,52,71], en el tipo de adyuvante [24, 30, 34, 52],
modificaciéon del veneno [13, 25, 34, 70, 71] y uso de otras es-
pecies diferentes al equino [20, 24, 27, 53, 70, 72], para tratar
de minimizar los problemas adversos que con este producto
manifiestan los pacientes. El resultado de este trabajo se con-
sidera como una alternativa en la produccion de antivenenos
en otras especies animales.

Existe muy poca informacion en la literatura cientifica re-
visada, relacionada con el desarrollo de la respuesta inmune
en animales inmunizados para la produccion de antivenenos,
lo cual coincide con lo reportado por Estrada y cols. [22, 23].

El estudio de la respuesta de anticuerpos neutralizantes
en animales utilizados en la produccién de suero antiofidico,
se ha efectuado investigando la capacidad del suero para neu-
tralizar el efecto letal de un determinado veneno [22].

En este trabajo se evalud la respuesta inmunolégica de
cuatro ovinos inyectados con veneno de la serpiente Bothrops
asper del estado Zulia, midiendo la produccién de anticuerpos
contra los componentes responsables de la letalidad del vene-
no, observandose una marcada variabilidad individual en la
respuesta de anticuerpos, excepto durante la primera etapa
del esquema de inmunizacion, donde la respuesta fue homo-
génea, concordando con Estrada y cols., Gutiérrez y cols. y
Montilla y cols. [23, 25, 39].

Al inocular ovinos con veneno bothrépico, se obtuvo
un titulo neutralizante 6ptimo a los 21 dias después de la
primera inoculacioén, coincidiendo con lo reportado por Mon-
tilla y cols. [39], inoculando ovinos con veneno crotalico y di-
firiendo con lo reportado por Rolim y cols. [62], al inocular
veneno crotalico y con el Centro de Biotecnologia de la Uni-
versidad Central de Venezuela (U.C.V) [11], inoculando un
pool de veneno crotalico y bothrépico, los que inmunizando
equinos, encontraron respuestas maximas de anticuerpos a
los 28 dias, diez dias después de la ultima inoculacion. Es-
trada y cols. [22] reportaron en equinos inoculados con un
pool de veneno bothrépico, crotalico y lachésico, titulos neu-
tralizantes maximos de la actividad de la fosfolipasa A a los
110 dias. Bolafios y Cerdas [7], reportaron en ovinos y equi-
nos, entre los 230 y 255 dias, la obtencién de una respuesta
maxima de anticuerpos neutralizantes para venenos de la
subfamilia crotalinae. Ferreira y cols. [24] reportaron en ovi-
nos inmunizados con veneno bothrépico, un titulo maximo
de anticuerpos neutralizantes entre 30 y 40 dias después de
la primera inoculacion.
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El titulo neutralizante 6ptimo en suero crudo obtenido en
el presente estudio fue de 705,5 pg /ml de suero, mientras que
Bolafios y Cerdas [7] reportan que, el suero crudo preparado en
ovinos presenta una actividad neutralizante frente al veneno de
Bothrops asper de 1000 a 2000 pg/ml y en equinos reportan los
mismos valores que en los ovinos en la actividad neutralizante
de los venenos de la subfamilia crotalinae. Rolim y cols. [62] re-
portan contra veneno bothrépico 1000 pg/ml de suero de origen
equino como titulos considerados satisfactorios en el Instituto
Butantan en Brasil. Es posible que la diferencia de los resulta-
dos reportados se deba a que dichos autores han trabajado con
otras especies animales de distintas zonas geograficas, diferen-
tes venenos y/o esquemas de inmunizacion.

Si se compara los resultados obtenidos en el presente
estudio, con los reportados por Montilla y cols. [39], en un es-
tudio similar pero utilizando veneno crotalico, se puede ver que
a los 21 dias, en el caso del veneno crotalico, el suero crudo
de ovinos hiperinmunizados fue capaz de neutralizar 40 DLsg,
mientras que en el caso del veneno bothrépico el suero crudo
de ovinos hiperinmunizados neutralizé 5 DLso; esta diferencia
puede ser debida probablemente, a que el veneno Bothrdpico,
utilizado sea menos antigénico que el veneno crotalico o a
cualquier otro factor inherente a la gran variabilidad de los ve-
nenos ofidicos, como lo reporta Chippaux [14].

Existen pocos reportes relacionados con alteraciones de
los animales inoculados con venenos de serpientes para la
produccién de antivenenos.

Durante la realizacion de este trabajo, no se presentd nin-
gun tipo de alteracién aparente en la salud de los ovinos someti-
dos al esquema de inmunizacion, todos estaban en muy buenas
condiciones, a excepciéon de unos pequefios nddulos que apare-
cieron a nivel del cuello en los puntos de inoculacién del veneno
cuando el preparado tenia adyuvante, desapareciendo esponta-
neamente sin tratamiento alguno, coincidiendo con Ferreira y
cols. [24], Landom y cols. [33], Netto y cols. [42, 43] y Sjostrom y
cols. [67], lo que sugiere una mayor resistencia del ovino al ser
sometido a inoculaciones de veneno de serpientes en compara-
cién con el equino, el cual presenta un exacerbada respuesta lo-
cal que resulta en grandes abscesos, fistulas y fibrosis en el sitio
de inoculacion del veneno [4, 22, 23, 42, 43, 67].

CONCLUSIONES

La evaluacion de la respuesta inmunolégica de los ani-
males sometidos a protocolos de hiperinmunizacion por prime-
ra vez, debe hacerse en forma individual, para facilitar la se-
leccion de los animales con buena respuesta, asegurando que
mediante la aplicacién de esta medida, se mejorara el rendi-
miento en cualquier centro de produccion de suero antiofidico.

El ovino es un animal potencial para ser usado en la pro-
duccién de suero antiofidico por constituir una especie econ6-
mica, resistente, de facil manejo, buenos productores de anti-

cuerpos y representa una alternativa para los pacientes alérgi-
cos al suero antiofidico equino.

Los resultados obtenidos en esta investigacion aportan
datos de interés para investigaciones futuras y para investiga-
dores en el area de produccién de sueros hiperinmunes en la
region y en el pais, ya que existen pocos reportes al respecto.

Esta investigacién sirve de apoyo al desarrollo de un suero
antiofidico autdctono de gran especificidad, ya que los ovinos se
inocularon con venenos de serpientes propias de la region.

RECOMENDACIONES

Debido a la excelente resistencia de los ovinos a las ino-
culaciones con el veneno utilizado, se recomienda para futuras
investigaciones elevar la dosis y el numero de inoculaciones
de éste con el fin de incrementar el titulo de anticuerpos.
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