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RESUMEN

Objetivos: Evaluar la capacidad del suero hiperinmune de llama (Lama glama) para neutralizar la letalidad del
veneno de la serpiente Bothrops atrox en ratones de laboratorio. Materiales y métodos: Se calcul6 la dosis letal
media (DL, ) de un pool de venenos de serpientes de Bothrops atrox de Pert, y se midieron los titulos de anti-
cuerpos por ensayo ELISA; asi como la potencia de neutralizacion del suero inmune por el calculo de la dosis
efectiva media (DE, ) durante el periodo de inmunizacién. Resultados: La DL, del veneno fue de 3,96 pg/g,
similar a otros trabajos realizados en Bothrops atrox en Peru. Los titulos de anticuerpos contra el veneno se
incrementan rapidamente en la llama mostrando una répida respuesta inmune; sin embargo, la capacidad
de neutralizacién se incrementa mas lentamente y requiere de varias dosis y refuerzos de las inmunizaciones
alcanzado una DE_ de 3,30 uL/g ratén y una potencia de neutralizacién 3,6 mg/mL después de 15 inmuni-
zaciones. Conclusiones: El suero hiperinmune de llama es capaz de neutralizar la letalidad del veneno de la
serpiente Bothrops atrox de Perti en ratones de laboratorio.

Palabras clave: Bothrops atrox; Lama glama; Neutralizacion; Sueros Inmunes; Dosis Letal 50; Letalidad
(Fuente: DeCs BIREME).

NEUTRALIZATION OF THE LETHAL ACTIVITY FROM
Bothrops atrox VENOM BY HYPERIMUNE LLAMA SERUM
(Lama glama)

ABSTRACT

Objectives: To evaluate the capacity of the hyperimmune llama serum (Larma glama) to neutralize the lethal
activity of Bothrops atrox venom in laboratory mice. Materials and methods: Mean lethal dose (LD, ) was
calculated from a Bothrops atrox venom sample pool from Peru. The antibody titers were measured by ELISA
assay; and the immune serum neutralization potency was measured by calculating the mean effective dose
(ED,,) during the immunization period. Results: The venom’s LD, was 3.96 ug/g; similar to what was found
in other studies about Bothrops atrox carried out in Peru. The titers of antibodies against the venom increased
rapidly in the llama, demonstrating a fast immune response; however, the neutralization capacity increased
slowly and required several doses and immunization reinforcements, obtaining a ED_ of 3.30 uL/g mouse and
a neutralization potency of 3.6 mg/mL after 15 immunizations. Conclusions: The hyperimmune llama serum
is able to neutralize the lethality of the Bothrops atrox venom from Peru in laboratory mice.

Keywords: Bothrops atrox; Lama glama; Neutralization; Immune Sera; Lethal Dose 50; Mortality
(Source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

El ofidismo es un sindrome resultante del envenenamiento ocasionado por serpientes vene-
nosas, generalmente de especies pertenecientes a las familias Viperidae y Elapidae 2. En el
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Peru, se conoce a la serpiente Bothrops atrox como la especie
de mayor importancia médica, responsable del 88% al 92%
de los casos de ofidismo en el pais ¥, causa morbimortali-
dad y deja secuelas como amputaciones o laceraciones en las
partes afectadas. El daiio tisular se debe a un conjunto de ac-
tividades bioldgicas producidas por enzimas presentes en el
veneno, como el efecto proteolitico —destruccion de protei-
nas especialmente estructurales— coagulante, vasculotoxico
y nefrotoxico @

El cuadro clinico se caracteriza por dolor, edema, equi-
mosis, eritema y necrosis. En los casos graves pueden pre-
sentarse vesiculas o ampollas de contenido seroso y hemo-
rragico, asi como hematemesis y choque hemorragico. El
unico tratamiento farmacolégicamente vélido para los casos
de ofidismo es la aplicacién de inmunoterapia artificial pasi-
va, mediante la transferencia de anticuerpos IgG antiveneno,
generalmente heter6logos, de origen equino ©.

El suero antibotrdpico polivalente liquido es elaborado
por el Instituto Nacional de Salud (INS) como una solucién
purificada de inmunoglobulinas especificas IgG completa,
obtenidas a partir del plasma de equinos hiperinmunizados
con un pool de venenos de las serpientes del género Bothrops,
especificamente Bothrops atrox, Bothrops pictus, Bothrops
barnetti, Bothrops braziili y Bothrocophias hyoprora ®*9.

Actualmente existen algunos problemas asociados a
la produccién de antidoto contra el veneno de esta serpien-
te, como la necesidad del uso de serpientes para obtener el
veneno, el riesgo implicito en la obtencion del veneno, el
uso de equinos para la obtencion del suero hiperinmune y
la posterior extraccién de los anticuerpos totales que con-
tienen los anticuerpos neutralizantes del veneno y demas
anticuerpos del animal 2. Los equinos utilizados sufren a
menudo de hepatomegalia, a causa de la inmunizacién con
los venenos. Algunas investigaciones se dirigen a mejorar los
procesos fisioldgicos y bioquimicos, entre ellos las pruebas
con coadyuvantes alternativos que mejoran la liberacién y
asimilacién del veneno dentro del caballo con miras para re-
ducir los efectos negativos de las inoculaciones ©.

Ademas, los anticuerpos equinos completos contienen
la fraccién constante en la cadena pesada, reconocida por
los receptores de varios tipos celulares, como linfocitos
NK, neutroéfilos, macroéfagos, células B y mastocitos, y por
los factores del complemento; también pueden causar otras
reacciones adversas conocidas como enfermedad asociada al
suero, que se caracteriza principalmente por urticaria, tos,
nduseas y vomitos, taquicardia y dolores de cabeza. Ademis,
en muchos casos el paciente puede desarrollar anafilaxia
sistémica con sintomas como hipotension, broncoespasmo
y angioedema .

El objetivo principal de este estudio es determinar la efi-
cacia del suero hiperinmune de llama (Lama glama) como
neutralizante de la actividad letal del veneno de serpiente
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Motivacion para realizar el estudio: En el Peru existen pocos
estudios sobre el uso de animales diferentes al caballo para la
produccion de antidotos contra la mordedura de serpientes
venenosas. Es necesario disefiar y evaluar nuevas alternativas
para enfrentar este problema.

Principales hallazgos: El suero hiperinmune de la llama es
capaz de neutralizar el veneno de la serpiente Bothrops atrox
de forma similar a los antidotos usados actualmente para este
tipo de serpiente.

Implicancias: Si se realizan mas estudios y se demuestra la
eficacia del suero de llama para la producciéon de antidotos,
podria contarse con una nueva alternativa para la produccion
de antidotos antibotrépicos.

peruana Bothrops atrox; ademas aportara conocimiento de
nuevas alternativas de produccién de bioldgicos, lo cual con-
tribuira con la capacidad de produccion de antiofidicos por
el Instituto Nacional de Salud del Perd.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio es de tipo experimental analitico.

Animales de experimentacion

Se empled un ejemplar de llama (Lama glama) macho para
obtener el suero preinmune y posinmune. El animal prove-
nia de un centro agropecuario (SAIS Pachacutec), estuvo
sano y saludable, pas6 un periodo de evaluacion veterinaria
y cuarentena de 40 dias, previo a la experimentacion. Se em-
plearon ratones BALB/c (Mus musculus) de 17 g a 19 g del
bioterio del Centro Nacional de Produccién de Bioldgicos
del INS, los cuales fueron mantenidos en un ambiente con-
trolado del laboratorio. El manejo de los ratones se realiz6
siguiendo lo descrito en la Guia de manejo y cuidado de ani-
males de laboratorio: ratén, del INS ©.

Procedimientos

Obtencion y conservacion del veneno

Las muestras de veneno se obtuvieron por extraccién ma-
nual, fueron recogidas en un vaso de precipitados y se trans-
portaron al laboratorio en cadena de frio. Se centrifugaron a
5000 rpm por 20 minutos para eliminar los componentes ex-
trafios al veneno y se tomaron alicuotas de 2 mL en viales de
vidrio. Los viales se congelaron a —80 °C toda la noche, luego
fueron colocados en una liofilizadora hasta que se forme una
tableta homogénea; se registré el peso neto del veneno liofili-
zado que se almacend a -80 °C hasta su uso.
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Electroforesis de proteinas por SDS-PAGE

El veneno se traté con un buffer de proteinas bajo condicio-
nes reductoras durante 5 minutos a 100 °C para luego ser
sometido a electroforesis por el método SDS-PAGE al 12%
durante 1 hora a 100 voltios. Se utilizé un marcador de peso
molecular de proteinas (Thermo Scientific #26623). La tin-
cion del gel se realiz6 con azul de Coomassie durante 1 hora
y luego fue lavado con solucién decolorante. En el caso del
suero, las condiciones de electroforesis, la tincién y el revela-
do del gel fueron las mismas que para el veneno.

Determinacion del efecto letal medio

Se prepard la solucion madre de veneno a una concentracion
de 1 mg/mL empleando como disolvente una solucion fisio-
logica estéril. Se tomaron de referencia los valores de dosis
letal media (DL, ) reportado en estudios previos “'% que,
para el veneno de Bothrops atrox se reporta en un rango de
3 ug/g a 6 ug/g de ratén. Se prepararon soluciones de mayor
y menor cantidad de veneno que el valor de referencia, man-
teniendo un factor de dilucién constante de 1,22 pg/g ratén.
Se inocul6 por via intraperitoneal un volumen de 0,5 mL de
solucion de veneno a cada raton. Se registré la cantidad de
ratones vivos/muertos (V/M) de cada grupo a las 24 y 48
horas. Se tuvo en cuenta la cantidad de ratones muertos de
cada caja a las 48 horas para el analisis probit.

Inmunizacién de Lama glama con veneno de Bothrops atrox
Las inmunizaciones se realizaron en un cepo o manga de
inoculacién para animales mayores. Se rasur6 la lana de la
zona de inoculacién en el dorso de la llama y se inocul6 el
veneno, una mezcla de relacién 1:1 entre el veneno y el ad-
yuvante GERBU ©'%, su volumen total fue de 4 mL (2 mL de
veneno y 2 mL del adyuvante GERBU). Se inoculd el veneno
por via subcutdnea (distribuido proporcionalmente en cua-
tro lugares del dorso y alternando entre ambas partes latera-
les del lomo entre cada inoculacion).

Esquema de inmunizacién de llama con veneno de Bothrops atrox
El esquema primario de inmunizacién comprendié 8 inmu-
nizaciones con veneno total de Bothrops atrox mas el adyu-
vante GERBU en la proporcién 1:1 (V/V). Las cantidades
de veneno inoculadas en cada dosis de inmunizacidn, asi
como los intervalos de tiempo entre las dosis, se indican en
el material suplementario. Luego del esquema primario se
aplicaron 7 dosis de refuerzo, segtin se indica en la Tabla 1.

Obtencion de suero de Lama glama

Se tom6 una muestra de sangre (20 mL aprox.) de la vena yu-
gular derecha con una jeringa de 20 mL utilizando una aguja
n.° 18. La sangre fue colectada en tubos vacutainer que contie-
nen un gel separador para coleccién de suero y se procedi6 a
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centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos. El suero se colect6 en
tubos de microcentrifuga de 1,5 ml que se guardaron a -80 °C.
El suero preinmune se obtuvo antes de la primera inmuniza-
cién y los sueros posinmunizacién fueron colectados el mis-
mo dia antes de cada inmunizacion (Tabla 1).

ELISA para la medicion de anticuerpos de Lama glama contra
el veneno de Bothrops atrox

Se diluyd el veneno en buffer carbonato (Na,CO, 0,015 M,
NaHCO, 0,035 M) a una concentracién final de 0,5 pg/mL.
Se aplicaron 100 pL/pocillo del veneno diluido, se cubri6 la
placay se incubd toda la noche a 4 °C. Se removié la solucién
de veneno por inversion. Se agregaron 250 uL del buffer de
bloqueo (BSA o leche descremada) en cada pocillo y se incu-
baron por 1 hora a temperatura ambiente. Los sueros a titu-
lar se diluyeron desde 1/200 hasta 1/800 en buffer carbonato;
asi como el control negativo (suero preinmune) y el blanco
(buffer carbonato sin antigeno). Se removié el buffer de blo-
queo y se lavo 5 veces, luego se ailadié a cada pocillo 100 pL
del suero a titular y se incub6 durante 1 hora a temperatura
ambiente, realizdndolo por duplicado. Se removi6 el suero y
se lavod 5 veces para luego agregar a cada pocillo 100 pL de
conjugado (anti-Llama IgG (H+L)-Peroxidasa) diluido 1:10
000 en buffer de dilucién de conjugado; se incub6 durante
1 hora a temperatura ambiente, se removio el conjugado y
se lavo 5 veces; a cada pocillo se anadi6é 100 pL del sustrato
TMB (tetrametil-benzidina) y se incubé de 5 a 15 minutos
a temperatura ambiente y en oscuridad. A cada pocillo se
afiadi6 50 uL de solucion de parada (H,SO,) 0,5 M. Se leyd la
placa a una longitud de onda de 450 nm.

Determinacién de la neutralizacion del efecto letal

Se siguieron las recomendaciones del manual de procedi-
mientos del Instituto Clodomiro Picado para determinar
las actividades toxicas de venenos y su neutralizacién 1. Se
utilizaron ratones macho de 17 g a 18 g, se consideraron 5
grupos de 6 ratones por cada caja y una caja adicional para
los controles.

Se determind la dosis de veneno tomando en cuenta 4
veces el valor de la DL50 por cada gramo de ratén a inocular
(pg veneno/g ratdn). Se utilizé el método de preincubacién
de veneno con antiveneno (suero de llama) a 37 °C por 30
minutos, con dosis fijas de veneno (4DL, ) y 5 diluciones de
veneno. Se determiné el volumen de suero de cada indculo,
partiendo de que 1 mL de suero debe neutralizar al menos
2,5 mg de veneno (suero antibotropico-INS). Se prepar6 la
solucion de veneno (sin suero) para los ratones control, la
cual contiene 4DL, . Se inoculd por via intraperitoneal un
volumen de 0,5 mL de las soluciones preparadas a cada ra-
ton. Se observd a los ratones en las siguientes horas. Se regis-
tro la cantidad de animales V/M de cada grupo a las 24 y 48
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Tabla 1. Esquema de inmunizacién primaria y refuerzo de Lama glama con veneno de Bothrops atrox

Dia Veneno de Bothrops atrox ino‘?:llll;gil;ﬁ ?;L) Adyuvante Procedimiento *

0 - - - Obtencién de suero preinmune
Esquema primario de inmunizacién

7 0,5 mg 4 GERBU Obtencion de suero / inmunizacién
14 1 mg 4 GERBU Obtencion de suero / inmunizacién
21 2mg 4 GERBU Obtencion de suero / inmunizacién
28 3 mg 4 GERBU Obtencién de suero / inmunizacién
35 4 mg 4 GERBU Obtencion de suero / inmunizacién
42 4mg 4 GERBU Obtencion de suero / inmunizacién
51 4mg 4 GERBU Obtencién de suero / inmunizacién
65 4 mg 4 GERBU Obtencion de suero / inmunizacién
Esquema de refuerzo de inmunizacién

126 4 mg 4 GERBU Obtencion de suero / inmunizacién
201 4 mg 4 GERBU Obtencién de suero / inmunizacién
229 4 mg 4 GERBU Obtencion de suero / inmunizacién
236 4 mg 4 GERBU Obtencion de suero / inmunizacién
245 4 mg 4 GERBU Obtencién de suero / inmunizacién
253 4 mg 4 GERBU Obtencion de suero / inmunizacién
268 4 mg 4 GERBU Obtencién de suero / inmunizacién

* Excepto el dia 0, se realiz6 la obtencién de suero el mismo dia antes de cada inmunizacién

horas, se tuvo en cuenta la cantidad de ratones muertos de
cada caja a las 48 horas para el calculo estadistico.

Analisis estadisticos
El andlisis estadistico se realizé con el programa Stata version

11 y la funcién probit para determinar la DL_; también se

50;
analizaron los datos de neutralizacién de letalidad para cal-
cular la DE, del suero. Las diferencias entre los grupos se
determinaron con la prueba de Chi cuadrado, considerando

estadisticamente significativos los valores de p menores a 0,05.

Aspectos éticos

El estudio del cual forma parte este articulo fue aprobado
por el Comité de Etica Institucional en Seres Humanos y por
el Comité de Etica para el Uso de Animales de Experimen-
tacion del INS.

RESULTADOS

La DL, del pool de venenos de serpientes peruanas Bothrops
atrox fue de 3,96 pg de veneno/g de ratén a las 48 horas,
con un limite inferior de 3,57 pg/g y un limite superior de
4,38 ug/g, seglin su intervalo de confianza al 95%. Ademas,
se encuentra un valor de R? de 0,99 lo cual indica una alta
correlacion entre la dosis aplicada y el efecto letal del veneno
(Figura 1).

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2020.373.4597

El andlisis del veneno de Bothrops atrox por electroforesis
por SDS-PAGE muestra un perfil caracteristico de proteinas
que concuerda con el perfil de proteinas reportado para esta
especie ©. Se observaron cuatro bandas fuertes (proteinas mds
abundantes) y al menos 6 bandas tenues; entre las proteinas
mas abundantes, dos bandas de alto peso molecular (45-
60 kDa) y dos bandas de menor peso molecular (10-20 kDa)
(Figura 2A). En el analisis de electroforesis del suero se ob-
servo el perfil de proteinas de bandas correspondientes a las
cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos IgG (Figura 2B).

La estandarizacion del ensayo de ELISA para detectar an-
ticuerpos contra el veneno de Bothrops atrox en el suero de lla-
ma demostrd que la cantidad 6ptima de antigeno a utilizar es
de 50 ng, la dilucién éptima del suero es de 1:800 y la dilucion
ideal del anticuerpo conjugado con peroxidasa es de 1:10 000.
La albumina sérica bovina (BSA) result6 ser un mejor agente
bloqueante que la leche descremada para el ELISA. Para elegir
los pardmetros dptimos del ensayo se consider? la diferencia
de absorbancia entre el suero control preinmune y el suero
inmune. El titulo de anticuerpos especificos para el veneno de
Bothrops atrox se incrementd rdapidamente en el suero a partir
de la segunda semana después del inicio de las inmunizacio-
nes alcanzando el maximo en la cuarta semana y luego man-
teniéndose constante.

Al término de la inmunizacién primaria no se logré la
potencia esperada, similar a la del suero de referencia (sue-
ro equino) (2,5 mg/mL); por lo tanto, luego de este primer
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Letalidad media (DL, ) del veneno de B.atrox

100
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Veneno (ug/g ratén)

Figura 1. Determinacién de dosis letal media (DL, ) del veneno de serpiente Bothrops atrox. Se evaluaron diferentes
cantidades de veneno, desde 2,5 hasta 6,75 ug de veneno por gramo de ratén en grupos de 12 ratones. Se inocularon
las soluciones de veneno por via intraperitoneal y se contaron los ratones vivos y muertos a las 48 horas

esquema se procedio a realizar siete refuerzos de inmuniza-
cién de 4 mg de veneno en volumen de 2 mL, hasta lograr que
la potencia neutralizante fuese igual o mayor a 2,5 mg/mL.
Luego de los refuerzos la DE, | fue 3,30 pL/g ratén y los li-
mites superior e inferior fueron 3,86 uL/g raton y 2,90 uL/g
ratdén, respectivamente. Esta DE, equivale a una potencia
de neutralizacion del veneno de 3,6 mg/mL; 1 mL de suero
de llama es capaz de neutralizar 3,6 mg de veneno de Bothrops
atrox. Se realiz6 una comparacion entre los titulos de anti-
cuerpos v las potencias para estas fechas (Figura 3).

A B
1 2 1 2 3
140 KDa — 140 KDa —
70 KDa — 70 KDa — Cadena
50 KDa — 50 KDa — pesada
40 KDa —
35 KDa — 35KDa — c d
25KDa — —~.Cadena
25 KDa — ligera
15KDa — 15KDa —
10 KDa —

Figura 2. Electroforesis SDS-PAGE del veneno de Bothrops atrox y
suero de llama. A) Perfil de proteinas del veneno de serpiente Bothrops
atrox. Carril 1: marcador de peso molecular de proteinas (Termo Scien-
tific #26623). Carril 2: veneno total de Bothrops atrox. B) Electroforesis
del suero de llama (Lama glama). Carril 1: marcador de peso molecular
de proteinas (Thermo Scientific #26623). Carril 2: suero preinmune de
llama. Carril 3: suero inmune de llama
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DISCUSION

Si bien los antivenenos producidos en equinos son el princi-
pal tratamiento utilizado en los casos de ofidismo, aun exis-
ten algunos problemas asociados al uso de los antivenenos,
como la aparicién de reacciones adversas en los pacientes ©.
El presente estudio analiza la respuesta inmune de la llama
al veneno de la serpiente Bothrops atrox y la capacidad de
este suero hiperinmune para neutralizar la letalidad del ve-
neno, como una aproximacion para evaluar otras especies
seroproductoras.

Ruiz et al. " determinaron una DL, de Bothrops atrox
intraperitoneal a las 48 horas de 2,3 mg/kg. Por otro lado,
Ohsaka ¥ determin6 una DL, de 3,8 ug/g a las 48 horas y
por via intraperitoneal. Barros et al. ' determinaron una
DL, de 6,85 ug/g, y Meier y Theakston * determinaron un
DL, de 3,95 pg/g en las mismas condiciones. Comparados
con nuestros resultados de 3,96 pg/g estos valores son si-
milares, debido a que el ensayo es el mismo y las muestras
bioldgicas son de la misma especie. Las diferencias podrian
deberse a variaciones entre las poblaciones de serpientes
estudiadas, ya que las caracteristicas de los venenos de una
misma especie de serpiente pueden variar en funcién de la
edad de los especimenes, su origen o si se encuentran en es-
tado silvestre o en cautiverio 1.

Estudios previos ” muestran que los venenos botrépi-
cos son entre 1,2 y 3,6 veces mas toxicos cuando se inoculan
por la via endovenosa que por la via intraperitoneal. Tam-
bién los datos previos sugieren que la via subcutanea no es
recomendable para la evaluacién de la potencia téxica (7).

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2020.373.4597
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Respuesta inmune de llama (Lama glama) y
neutralizacién del veneno de B. atrox
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Figura 3. Medicion de anticuerpos contra veneno de Bothrops atrox por ELISA y neutralizacion del efecto letal en
ratones. Se midieron los anticuerpos en el suero de llama luego de las inmunizaciones por el ensayo de ELISA (va-
lores en eje Y izquierda, linea de color negro), y se analizé la potencia de neutralizacion de letalidad en ratones del
suero hiperinmune de llama, en ratones de laboratorio (valores en eje Y derecho, linea de color rojo)

Por estas razones, en este estudio se utiliz6 la inoculaciéon
por via intraperitoneal, mostrando buenos resultados en el
ensayo de neutralizacion de letalidad.

Los antivenenos producidos en caballos son evaluados
por las mismas instituciones que las fabrican, en nuestro caso
el INS, pero ademds se realizan estudios para verificar la efec-
tividad que tienen y corroborar cudl es su rango de accién en
cuanto a especies de serpientes y verificar su poder de neutra-
lizacién ; en nuestro estudio, el suero hiperinmune de llama
presentd una potencia de neutralizaciéon de 3,6 mg/mL; que
significa que 1 mL del suero hiperinmune de llama es capaz de
neutralizar 3,6 mg de veneno de Bothrops atrox.

En este trabajo se analizaron los datos dosis-respuesta
con el estadistico probit, aunque se encontrd en referencias
otros tipos mas de andlisis posibles, se optd por el probit por
ser el mas adecuado para el ensayo. Debido a la necesidad de
obtener datos objetivos, la estadistica se ha usado desde hace
décadas y conforme ha ido avanzando se han ideado algu-
nas formas de calcular el DL, . Por ejemplo, en 1985 Meier y
Theaicston ! propusieron un método de andlisis estadistico
para reducir la cantidad de ratones de experimentacion de 30
a 10 que no diferian significativamente en sus resultados sien-
do mas deseable por motivos econémicos y éticos. Pero esto
ha sido superado posteriormente por el estadistico probit, que
es muy util frente a datos dosis-respuesta de este tipo.

Ya en trabajos anteriores se demostré el gran valor del
uso de la técnica ELISA en ensayos in vitro para el andlisis de
anticuerpos generados en respuesta a la inmunizacién con
venenos, en comparacion con otros métodos usados ante-

riormente como inmunodifusién o hemaglutinacién .

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2020.373.4597

No se observé una concordancia simultanea entre el ti-
tulo de anticuerpos y la capacidad de neutralizacién durante
el proceso de inmunizacion, ya que los anticuerpos contra el
veneno de Bothrops atrox se incrementan rapidamente, pero
la potencia de neutralizacion se incrementa mas lentamente
y requiere mas tiempo y la administracién de dosis de re-
fuerzo de inmunizacién.

Otros estudios con suero de llama tampoco encontrd
una correlacion entre el titulo y la efectividad de neutraliza-
cion de venenos en ensayos preclinicos . Esta observacion
se debe probablemente a que el ensayo de ELISA detecta
tempranamente todos los anticuerpos producidos contra
todos los antigenos del veneno; mientras que el efecto de
neutralizacién solo depende de un grupo pequeiio de anti-
cuerpos especificos que neutralizan o bloquean la toxicidad
producida por las toxinas o proteinas del veneno.

El desarrollo lento de la potencia de neutralizacién en
llama es comprensible, considerando que en caballos tam-
bién se requieren en total de 12 dosis 0 mas de inmuniza-
cién, para alcanzar los valores esperados de potencia de neu-
tralizacion del veneno @Y.

Harrison et al. ® midieron la capacidad neutralizante
del suero hiperinmune de Lama glama contra el veneno
de Echis ocellatus, y encontraron que se produce un titulo
elevado de anticuerpo de llama a las dos semanas, similar a
nuestros resultados, ambos trabajos indican que es factible
preparar antisuero botrépico a partir del suero de llama.
Ademads, encontraron un componente atin no determinado
dentro del suero de llama que no es un IgG y que presenta
actividad antihemorrdgica. Fernandez et al. ®® encontraron
que el suero de llama es efectivo contra el veneno de la
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serpiente Bothrops mattogrossensis que también representa
una alternativa valiosa para la fabricacion de antidotos en
Sudamérica.

Entre las limitaciones del estudio se debe considerar que
solo se ha evaluado la respuesta inmune al veneno de serpien-
te Bothrops atrox en una sola llama y es recomendable hacer
el andlisis en mas de un animal; tampoco se ha comparado
la capacidad neutralizante del suero de llama contra el suero
antibotrdpico producido en equino, debido a que este ultimo
es un suero polivalente y el suero de llama es solo contra el
veneno de la serpiente Bothrops atrox. Se debe resaltar que este
es uno de los pocos estudios que evaldan la capacidad neu-
tralizante del suero de llama contra el veneno de serpientes,
¥y, aunque existen otros trabajos similares con el veneno de
serpientes del género Bothrops, como Bothrops matogrosensis,
este el inico estudio conocido con la especie Bothrops atrox.

En conclusidn, los resultados muestran que el suero hi-
perinmune de llama tiene actividad neutralizante para el ve-
neno de Bothrops atrox de Perti, con una DE, de 3,30 uL de
suero/g ratén y una potencia de neutralizacion del veneno de
3,6 mg/mL, lo cual significa que 1 mL de suero hiperinmune
es capaz de neutralizar 3,6 mg de veneno. La DL_ del veneno
de Bothrops atrox de Peru fue de 3,96 g veneno/g ratén y se
utiliz6 cuatro veces esta cantidad como dosis de desafio para
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