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RESUMEN 

En este trabajo se estudió el desarrollo de la respuesta inmune 
inducida por la aplicación de un esquema de hiperinmuniza- 
ción preestablecido contra el veneno de Crotalus durissus cu- 
manensis, a un grupo de cinco ovinos sanos, nunca antes ex- 
puestos a este veneno. Se colectaron muestras de sangre 
cada siete días por un periodo de 70 días. Con el suero obteni- 
do, se realizaron pruebas de neutralización en ratones, utili- 
zando una dosis reto de veneno de 3 DLso Se determinó la 
DEso, la cual se expresó en pg de veneno neutralizado por ml 
de suero. En los resultados se observaron variaciones indivi- 
duales en la magnitud de la elevación del título de anticuerpos 
y rasgos comunes en el compoltamiento de las curvas desa- 
rrolladas. El título promedio óptimo (602 pgiml), fue obtenido el 
día 21 posterior a la primera inoculación. Para ese momento el 
ovino con título más alto fue de 978 pgiml y el más bajo de 
338 pgfrnl. El promedio más bajo (1 15,2 pg/ml) fue observado 
el día 70. Se propone que cada ovino debe ser evaluado y se- 
leccionado en base a una respuesta inmune satisfactoria, an- 
tes de ser utilizado para la producción de antiveneno. 

Palabras clave: Crotalus durissus cumanensis, ovinos, hiper- 
inmunización, neutralización, DL~o, DEso, an- 
tiveneno, suero, veneno. 

ABSTRACT 

This research deals with the induced immune response by 
applying a pre-established hyperimmunization schedule 
against Crotalus durissus cumanensis venom to a group of five 
healthy ovines, which were not previousfy exposed to this 
venom. Blood samples were collected every 7 days during a 
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period of 70 days. Sera obtained was used for neutralization 
test on mice, by using a challenge dosage of 3 LD5o. The EDso 
was found and expressed as pg of the neutralized venom by 
each ml of sera. Results revealed individual variation in the 
magnitude of the antibody titers rise as well as, in common 
features on the curve pattern. The optimum average titer (602 
pgiml), was found on day 21 after the first inoculation which 
corresponded with the third day after the last challenge. By this 
time the ovine with the highest titer reached 978 pgiml 
whereas the lowest was 338 pgiml. On the other hand, the 
lowest average (115.2 pglml) was observed on day 70. Results 
suggest that each ovine must be evaluated and selected on 
the bases of a satisfactoiy immune response, before its 
utilization for antivenom production. 

Key words: Crotalus durissus cumanensis, ovines, hyper- 
immunization, neutralization, LDso, EDso, antive- 
nom, sera, venom. 

La producción de suero antiofídico como único trata- 
miento comprobadamente efectivo contra el accidente produci- 
do por la mordedura de serpientes venenosas, se ha venido 
realizando en equinos desde finales del siglo pasado [3]. En la 
actualidad, poco se conoce del porqué de la escasez de inves- 
tigaciones en otras especies y además relativamente, se ha 
hecho poco en términos de conseguir una nueva manera de 
producir un antiveneno más efectivo [16]: aunado a esto, exis- 
ten escasos reportes sobre el desarrollo de la respuesta inmu- 
ne en animales inoculados con veneno de serpiente para la 
producción de antivenenos [E ,  121. 

Los sueros equinos usados para el tratamiento del acci- 
dente ofídico, con frecuencia producen reacciones adversas 
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como la enfermedad del suero o en ocasiones, shock anafilác- 
tico [2, 16, 17, 23, 24, 261. La necesidad de disminuir los efec- 
tos alérgicos colaterales a la administración de antivenenos, 
así como el alto riesgo que representa una segunda exposi- 
ción del paciente a un suero heterólogo cuyo origen sea la 
misma especie, ha obligado a buscar otras alternativas que 
minimicen estos efectos; habiéndose incorporado reciente- 
mente al ovino como fuente de producción de antivenenos, ya 
que ha mostrado una mejor compatibilidad con humanos, es- 
casos problemas de seroreacción y de muy buena respuesta 
inmunológica [2, 17, 22, 23, 261. 

Una mejor respuesta a un antígeno ha sido demostrada, 
cuando éste ha sido utilizado en la inducción de los anticuer- 
pos correspondientes. Los venenos de serpientes de una mis- 
ma especie difieren de una región a otra; lo cual obliga a la uti- 
lización de venenos de serpientes autóctonas para garantizar 
la especificidad del suero [3, 6, 9, 14, 151. 

En los centros de producción de sueros antiofídicos del 
mundo, los esquemas de inmunización difieren, ya que varían 
las condiciones ambientales, las características del manejo de 
los animales sometidos a las inoculaciones, las especies de 
serpientes existentes y la composición de sus venenos [151. 

Venezuela ocupa el segundo lugar en lo referente al ac- 
cidente ofídico, ocupando el primer lugar la India, el tercero 
Birmania y el cuarto Brasil [20]. 

La serpiente Crotalus durissus cumanensis (cascabel 
común) es una de las más distribuidas en el país y es respon- 
sable de numerosos casos de mordeduras, [ l l ,  191 con el 
25% de las muertes como consecuencia de emponzoñamien- 
tos fatales en el país [20]. 

Todas las obsewaciones antes mencionadas orientan 
este trabajo hacia la producción de antivenenos en ovinos. con 
venenos provenientes de serpientes Crotalus durissus cuma- 
nensis propias de la región. 

Ubicación geográfica 

La presente investigación fue realizada en la Unidad de 
Investigaciones Ofidiológicas (U.I.O.) de la Facultad de Cien- 
cias Veterinarias de la Universidad del Zulia en la ciudad de 
Maracaibo. estado Zulia, Venezuela. El clima es cálido-hume- 
do con una temperatura promedio de 26 a 30°C [7]. 

Veneno 

El veneno suministrado por la U.I.O. se obtuvo de un 
lote de 25 serpientes Crotalus durissus cumanensis, colecta- 
das en diferentes regiones del Edo Zulia. Una vez obtenido, se 
congeló, iiofilizó, se determinó su DL5,, (15 pg por ratón de 18 
a 20g) y se mantuvo a una temperatura de -20°C [12]. 

Unidad experimental 

Cinco ovinos adultos, de 12 a 17 meses de edad. ne 
chos, sanos, raza mestizo Criollo-West African, cuyos pesos 
oscilaron entre 30 y 40 kg, y que nunca habían sido inoculados 
con ningún tipo de veneno, fueron utilizados para el expen- 
mento. En dichos animales, la condición general y parámetms 
clínicos de salud eran excelentes. Previo a la inmunización. los 
ovejos se dejaron en un periodo de adaptación de dos meses. 
sometiéndose a un programa de control parasitario y de enfer- 
medades infecciosas. Además, fueron evaluados clínicamente 
en varias ocasiones antes de ingresar al programa de inmuni- 
zación. Su alimentación consistió en pasto de corte picado 
(Buffle), heno y una mezcla de alimento concentrado en pe- 
Ilets, reforzado con vitaminas y minerales en proporciones y 
calidades adecuadas a sus necesidades nutricionales. 

Inóculos 

A partir de una solución madre: 1% del veneno liofilizado 
en solución salina fisiológica (0,85% NaCl) y esterilizada por fil- 
tración (Millipore 0.22 pn), se prepararon los inóculos. Aquellos 
correspondientes a las dos primeras inoculaciones fueron ela- 
borados preparando emulsiones con adyuvante Completo de 
Freund para la primera inoculación e Incompleto para la segun- 
da; el inóculo fluido para las inoculaciones 3, 4, y 5, consistió en 
una mezcla de veneno más solución salina fisiológica. Las dosis 
administradas por animal se presentan en IaTABLA l. 

Inmunización y sangrías 

Los ovejos fueron inoculados por vía subcutánea, previo 
rasurado y desinfección, en la tabla del cuello y en la porción 
dorso-lateral de la región costal y lumbar [8]. 

Las dosis aplicadas se basaron en los esquemas de in- 
munización empleados en el Instituto Butantan, Brasil [16] y en 
el Centro de Biotecnología de la Universidad Central de Vene- 
zuela [25], modificados en el presente trabajo en los siguientes 
aspectos: 1) Se utilizó el ovino en sustitución del equino; 2) 
Las dosis de veneno y cantidades de adyuvante fueron ajusta- 
das de acuerdo al peso del ovino; 3) El veneno usado en el 
presente trabajo fue obtenido exclusivamente de serpientes 
procedentes del estado Zulia. 

Antes de comenzar el esquema de inmunización, se ex- 
trajo una muestra de sangre a cada ovejo con el objeto de de- 
mostrar, en ratones, la ausencia de anticuerpos neutralizantes 
contra el veneno crotálico que se empleó, y su posterior indu- 
sión en el programa de inmunización, TABLA l. 

De cada ovino se obtuvo 100 ml de sangre de la vena 
yugular en 11 oportunidades. La misma fue recogida en Edew 
meyers estériles, en solución de citrato de sodio al 17,5%, en 
proporción de 5 ml de citrato por cada 100 ml de sangre. Se 
agitó suavemente durante la sangria. Luego, el plasma fue se- 
parado por centrifugación a 3000 rpm por 30 minutos y mbcb 
do en baño maría a 56°C por 30 minutos para eliminar el 
nógeno y el complemento. Se filtró con Millipore 022 pm y se 
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TABLA 1 
ESQUEMA DE INMUNIZACI~N BÁSICO CON VENENO CROTÁLICO EN OVINOS 

Días 

o 
7 

14 

16 

18 

21 

28 

35 

42 

49 

56 

63 

Veneno mg Adyuvante 

0 3  F.C. 

0 3  F.I. 

0 2  SSF 

0 2  SSF 

0 2  SSF 

Sangrías 

Sí 

sí  

Sí 

No 

Titulación de Anticuerpos 

sí  

Sí 

sí  

No 

70 Sí Sí 

F.C.: Adyuvante de Freund completo. F.I.: Adyuvante de Freund incompleto. C.S.F.: Solución Salina Fisiológica. 

preservó a una concentración final de 0,4% con una solución 
de eter-fenol al 50%, a razón de 0,8 ml de este preparado por 
cada 100 ml de suero [25], distribuido en alícuotas de 3 ml y 
mantenido a -20PC hasta ser usado, [12]. 

Neutralización de la letalidad 

La neutralización de la letalidad se determinó calculando 
la DE,,, del suero de los ovinos hiperinmunizados utilizando el 
método de Spearman-Karber y se expresó en pg de veneno 
neutralizado por ml de suero [5, 15, 251. 

Se prepararon tubos de ensayo con una cantidad fija de 
veneno mas diluciones seriadas del suero problema y la dilución 
control positivo, se incubaron durante 30 minutos a 37°C. Luego, 
cada una de las diluciones fue evaluada por triplicado en una 
cantidad no mayor de 1 ml, conteniendo 3 DLSo (45~9) por ratón 
e inoculada intraperitonealmente [21] a gwpos de 5 ratones albi- 
nos no isogenéticos de 18 a 209 de peso corporal, [ l ,  10, 131. 
Los ratones muertos y sobrevivientes se registraron durante 48 
horas [ l ]  y la data se utilizó para la deteminación de la DEsO. 
Con la media correspondiente del triplicado de cada dilución, se 
graficó el comportamiento de la respuesta inmunológica de cada 
uno de los ovejos del g ~ p o  experimental durante 70 días. 

Análisis estadístico 

Se resume la información a través de métodos estadísticos 
de posición y dispersión, entre ellos: media geométrica, error 
standard geométrico, coeficiente de variación y número de mues- 
tras. Graficando, se obtiene la curva tiempo-respuesta para evi- 
denciar el tiempo de aparición del título neutralizante óptimo. 

Para analizar la relación entre el título de anticuerpos y 
el tiempo expresado en días, se ajustó un modelo de regresión 
no lineal. El paquete para estimar este modelo fue el "Curve 

Expert" en su versión 12. Entre varios modelos probados, el 
de mejor ajuste resultó ser el conocido como "Función Racio- 
nal" cuya expresión es: 

donde a, b, c y d representan los parámetros a ser estimados, 
"x" el tiempo en días e "y" la tasa de neutralización expresada 
en pg de veneno neutralizado por ml de suero. 

RESULTADOS 

La producción de anticuerpos contra el veneno de Crota- 
/us durissus curnanensis del estado Zulia, determinada por su 
capacidad para neutralizar la letalidad en ratones, mostró dife- 
rencias individuales en la magnitud de la respuesta de los 5 
ovinos sometidos al esquema de hipednmunización, observán- 
dose un incremento paralelo de pg de veneno neutralizado por 
ml de suero antiofídico desde el día cero O al día 14 del esque- 
ma, TABLA II y FIG. 1; a partir de este momento, se notan 
marcadas diferencias individuales en el aumento de los niveles 
de respuesta. A pesar de esta variabilidad, se evidencian ras- 
gos comunes en el compottamiento de las cinco curvas. 

Según el modelo utilizado, resultó una curva característi- 
ca mostrando un título promedio, máximo y óptimo en las 
muestras, correspondientes al día 21 posterior a la primera 
inoculación; luego se observa un descenso paulatino del título 
neutralizante hasta el día 70, última sangría, donde muestra el 
título promedio más bajo, FIG. 2, con un coeficiente de deter- 
minación ri 0,6021, lo cual evidencia que aproximadamente 
el 60% de la variabilidad de la respuesta total (título de neutra- 
lización) se puede explicar por el tiempo en días transcurridos 
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TABLA 11 
NEUTRALIZACIÓN DEL VENENO DE Crotalus durissus cumanensis DEL ESTADO ZULIA, 

EXPRESADO EN pglml DE SUERO 

Ovejo 1 Ovejo 2 Ovejo 3 Oveio 4 Ovejo 5 

Sangría O O O O O O 

Sangría 7 86 75 75 69 67 

Sangría 14 145 131 134 129 112 

Sangría 21 978 722 61 1 542 338 

Sangría 28 624 424 404 349 219 

Sangría 35 601 403 247 303 169 

Sangría 42 432 367 236 236 1 35 

Sangría 49 355 254 202 203 99 

Sangría 56 272 218 152 186 92 

Sangría 63 245 178 117 140 85 

Sangría 70 21 2 154 85 92 80 

1200 

1000 
+ Ovejo 1 
-.-)- Ovejo 2 

800 + Ovejo 3 
+ Ovejo 4 

600 - Ovejo 5 
E , 

400 

200 

o 
O 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 

Tiempo (Días) 
FIGURA 1. NIVELES DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES CONTRA VENENO CROTALICO. 

desde el día cero O al 70. El 40% restante de la variabilidad, DISCUSI~N 
puede estar representada por la zona geográfica, razones cli- 
matológicas, raza, factores de especie, factores individuales, Frente a obseivaciones de investigadores que siguen la 
ambientales y esquemas de inmunización, incidiendo en forma de la producción de en equinos, con los 
definitiva sobre la respuesta; los mismos fueron estrictamente mismos programas y esquemas de inmunización sin resolver 
controlados en el presente trabajo, pero no se obtuvo repo*es los problemas advercos que con este producto manifiestan los 
de obseivaciones de este tipo para poder comparar. pacientes [26], el resultado del presente estudio se considera 

De acuerdo a la magnitud de las medias geométricas de como una alternativa para minimizar dichos efectos, así como, 

las sangrías por día, TABLA III, se aprecia que el título de anti- una posibilidad de competencia contra los que tradicionalmente 

cuerpos óptimo fue de 602 pglml de suero, alcanzado en la vienen trabajando con la producción de suero en equinos. 

sangría del día 21, tres días después de la última inoculación y Considerando que en el mundo hay muchos centros 
la más baja fue de 1152 vglml de suero en la sangría del día donde se producen ~ ~ 1 ,  existen muy pocas 
70. 
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FIGURA 2. NIVELES DE ANTICUERPOS EN OVlNOS SOMETIDOS AL ESQUEMA DE INMUNIZACIÓN. 

TABLA 111 
RESUMEN DE LA ESTAD~STICA DESCRIPTIVA 

- 
Día de Sangria Xg 9 Cv N 

o 0 vdml o o 5 

7 74,l pg/ml 935 12,88 5 

14 129,8 pS/ml 10,99 8,47 5 

caciones relacionadas con el desarrollo de la respuesta inmu- 
ne en animales inyectados con venenos de serpientes. En el 
presente trabajo, se monitoreó la producción de anticuerpos 
contra los componentes responsables de la letalidad en el ve- 
neno, utilizando ovejos no expuestos con anterioridad a estos 
antígenos. Los resultados indican una notable variabilidad en 
la respuesta de anticuerpos de los cinco ovinos, aun cuando 
durante las primeras etapas del esquema de inmunización, fue 
homogénea, coincidiendo con los reportes de Estrada y col. y 
Gutiérrez y col. [a, 121. 

Inoculándose ovinos con veneno crotálico, se obtuvo un 
título neutralizante máximo a los 21 días de iniciadas las inocu- 
laciones, tres días después de la ultima inoculación, lo que difie- 

re con lo reportado por Rolim y col. [ la] inoculando veneno 
crotálico y el Centro de Biotecnologia de la Universidad Cen- 
tral de Venezuela (U.C.V.) [25], inoculando un pool de veneno 
crotálico y bothrópico, los que inmunizando equinos, encontra- 
ron respuestas máximas de anticuerpos a los 28 días, diez 
dias después de la última inoculación. Estrada y col. [8] repor- 
taron en equinos inoculados con un pool de veneno bothrópi- 
co, crotálico y lachésico, títulos neutralizantes de la actividad 
de la fosfolipasa A máximos a los 110 días. Bolanos y Cerdas 
[2] reportaron en ovinos y equinos, entre los 230 y 255 días la 
obtención de una respuesta máxima de anticuerpos neutrali- 
zantes del veneno crotálico para el caso de los ovinos, así 
como para venenos crotalinae, en el caso de los equinos. 
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El título neutralizante óptimo en suero crudo obtenido en 
el presente estudio fue de 602 pglml de suero, mientras Bola- 
60s y Cerdas [2] reportan que el suero crudo preparado en ovi- 
nos presenta una actividad neutralizante frente al veneno cro- 
tálico de 600 pdml a 1200 pg/ml y en equinos de 1000 a 2000 
pgimi para venenos de la subfamilia crotalinae. Roiim y col. 
[18] reportan contra veneno crotálico 500 pg/ml de suero de 
origen equino en 28 días como títulos considerados satisfacto- 
rios en el Instituto Butantan en Brasil. Es probable que la dife- 
rencia de los resultados reportados se deba a que dichos auto- 
res han trabajado con otras especies animales, distintas zonas 
geográficas, diferentes venenos y10 esquemas de inmuniza- 
ción. 

Es de hacer notar que, durante la ejecución del presente 
trabajo, los ovejos no presentaron ningún tipo de alteración 
aparente de salud, a excepción de unos pequeños nódulos, 
que aparecieron a nivel del cuello en los puntos de inocula- 
ción, cuando el preparado tenía el adyuvante, desapareciendo 
sin tratamiento alguno, lo que difiere de Estrada y col. [8], 
quienes reportan que, de los 8 equinos inmunizados en su tra- 
bajo, todos desarrollaron abscesos, fístulas y fibrosis en el sitio 
de la inoculación del veneno y uno manifestó alteraciones ge- 
nerales moderadas, sugiriendo así, una mayor resistencia del 
ovino cuando es sometido a inoculaciones de venenos de ser- 
pientes en comparación con el equino. 

CONCLUSIONES 

Los resultados de la presente investigación, constituyen 
el primer paso imprescindible para el desarrollo de la produc- 
ción, a escala comercial, de suero antiofídico específico o au- 
tóctono, dado que en Venezuela no se ha reportado este tipo 
de investigación. La inmunización de ovinos, con venenos pro- 
cedentes de especies de serpientes autóctonas, garantiza la 
obtención de un antiveneno de alta especificidad. 

La variabilidad obsewada en la respuesta de animales 
inoculados por primera vez, demuestra la necesidad de eva- 
luar individualmente el desarrollo del título neutralizante, lo que 
ayudaría en la selección de animales con un buen titulo de an- 
ticuerpos, con el propósito de sangrarlos y obtener un pool de 
plasma con altos niveles neutralizantes. 

Los altos títulos de anticuerpos (600 pg/ml de suero cru- 
do) alcanzados en un corto periodo, 21 dias, en condiciones 
climáticas adversas como lo son la temperatura y humedad re- 
lativa altas de la ciudad de Maracaibo, indican que el ovino es 
un animal cuya respuesta al esquema de inmunización básico 
contra veneno de Crotalus duricsus curnanensis, es excelente. 

RECOMENDACIONES 

Se hace necesario realizar esfuerzos para la producción 
de suero antiofdico con los venenos de las serpientes de las 

regiones donde se va a aplicar, ya que, por ser más especkx 
reduce la cantidad del mismo a utilizar, disminuyendo lca nes- 
gos de seroreacción, lo cual, se traduce en beneficios para la 

comunidad, contribuyendo a la solución de problemas tanto de 
salud pública, como económicos a nivel de producción anirnai 
ocasionados por este tipo de accidente. 

Utilizar el ovino por constituir una especie más ewnómi- 
ca, accesible, de fácil manejo, no exigente en la calidad de ali- 
mento y de gran resistencia, lo que la favorece cuando se 
compara en los mismos aspectos con el equino. 

La producción de sueros antiofídicos debe obtenerse 
adecuando el esquema de inmunización para conseguir ei 
más apropiado, que se ajuste a las condiciones particulares de 
nuestra región con el fin de obtener inmunosueros dotados de 
títulos satisfactorios, con el menor gasto de antigeno y en el 
menor tiempo posible, más específicos, con menos reacciones 
colaterales y más económicos. 
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