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Preparacion y ensayo de un
antiveneno (inmunoglobulina
antiofidica) liofilizado activo contra

\J T T/

veneno de Bothrops Neuwiedii (yara

Dres Horacio F Laborde, Cynthia Sevcec,
Carmen Legnani

Los antivenenos antiofidicos (sueros e inmunoglobulinas) son elementos
de probada eficacia en el tratamiento de envenenamientos provocados por
las mordeduras de serpientes ponzofiosas.

En el presente trabajo se describe la elaboracion y el ensayo de una
inmunoglobulina capaz de neutralizar la toxicidad del veneno de Bothrops
neuwiedii (yara).

El suero inmune fue obtenido de un equino, el que habia sido inoculado
previamente con dosis crecientes de veneno detoxificado y luego con dosis
crecientes de veneno activo de ejemplares de la citada especie.

El referido suero fue purificado y liofilizado; la purificacion tiene como objeto
aislar la inmunoglobulina responsable de la actividad neutralizante, mientras
que la liofilizacion asegura la conservacion de dicha actividad por un periodo
de hasta cinco anos a temperatura ambiente. Esta caracteristica hace que
el antiveneno pueda estar disponible en zonas rurales apartadas o carentes
de Jas condiciones de refrigeracion requeridas por los sueros liquidos.

Los resultados obtenidos reafirman la viabilidad técnica de la produccion local
de sueros antiofidicos y las ventajas socioeconémicas que esa produccion
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implica, al hacer que el pais no dependa del exterior para su aprovisionamiento Ayudante de investigacion,

de antivenenos.
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INTRODUCCION

Desde los trabajos de Calmette en 1894y Vital Brazilen
1907 a la fecha, los antivenenos han mostrado su efica-
cia en el tratamiento de los envenenamientos causados
por mordeduras de serpientes ponzofiosas (1,2); al res-
pecto la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) afirma
que la mortalidad en personas mordidas desciende del
74% al 12% cuando se realiza untratamiento precoz con
antiveneno (2).

Laincidenciadel ofidismo en el Uruguay es de alrededor
de 100 casos anuales (3), para cuyo control y tratamien-
to el pais dispone de sueros antiofidicos importados de
Argentina o Brasil.

Estasituacion plantea dos problemas: 1) ladependencia
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de nuestro sistema sanitario de esa importacion, la que
a su vez esta condicionada a las variaciones en la
produccion de los laboratorios proveedores y a las nece-
sidades del propio pals productor; 2) los antivenenos
importados son preparados a partirde venenos de ejem-
plares provenientes de regiones geograficas distantes
de las nuestras, y es un hecho demostrado la influencia
que ellugar de procedenciade las serpientestienaenlas
caracteristicas del veneno (4).

En este trabajo se demuestra que las metodologias
aconsejadas por la Organizacidn Panamericana de la
Salud {OPS) para la obtencidn de antivenenos (5), 0 las
usadas por nuestro equipo para la produccion de inmu-
noglobulinas anti-Bothrops neuwiedii en escala piloto
(6), pueden ser aplicadas a la preparacion de los suercs
antiofidicos que los sistemas sanitarios nacionales
requieren para la distribucién en todo el pais.

Elveneno empleado en la ejecucion de este trabajo fue
ordefiado de ejemplares de B neuwiedii colectados en
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los departamentos de Lavalleja, Sarianc y Paysandu.

Para obtener los anticuerpos, el referido veneno se
inoculd a un equino, animal adecuado (5) por la buena
respuesta inmunogénica que proporciona, por los gran-
des volimenes de sangre que se pueden obtener en ca-
daextraccién y porque éstas pueden repetirse en plazos
relativamente cortos.

La primera serie de inoculaciones se hizo con venenoto-
xoidizado (7, 8), a fin de generar en el equino los anti-
cuerpos protectores que permitieran la administracion,
en una segunda etapa, de veneno activo.

Seinocularon varias dosis de toxoide, luegode locual se
hizo una pequefa sangria para determinar el nivel de
anticuerpos neutralizantes en el suero; a partir de ese
momento se comenzd lainoculacion de dosis crecientes
de veneno activo. Se efectud una segunda sangria de
mayor volumen y el suero obtenido fue purificado de
acuerdo a la metodologia aconsejada por la OPS (5)y a
las técnicas descritas anteriormente por los autores (9).

La purificacién tiene como objeto separar la inmunoglo-
bulina, responsable de la actividad neutralizante hacia el
veneno, de otras proteinas que carecen de dicha activi-
dad. Concomitantemente, la referida purificacion evita o
reduce la posibilidad que ocurran accidentes alérgicos
durante el tratamiento con antiveneno a un paciente
mordido (10).

Como etapas complementarias finales al proceso de pu-
rificacién, la inmunoglobulina fue esterilizada, repartida
en frascos y liofilizada; la liofilizacion, al remover el agua
del producto, hace posible su conservacion y el mante-
nimiento de la actividad neutralizante por periodos de
hasta cinco afios sin necesidad de refrigeracién (2).

El antiveneno obtenido tiene una actividad neutralizan-
te, frente al veneno de B neuwiedii, similar a la recomen-
dada por OPS (5).

MATERIAL Y METODO
Ejemplares de B neuwiedii

Los ejemplares usados para la extracciéon de veneno
fueron capturados en diferentes localidades del interior
del pais, y mantenidos en un pequefio serpentario en el
IIBCE, en las condiciones aconsejadas en el Manual de
la OPS (5).

Veneno

El veneno fue extraido por ordefie, congelado de inme-
diato a -20°C y luego liofilizado. Los frascos con el vene-
no desecado se conservaron a -20°C hasta el momento
de su reconstitucion.

Solucién salina fosfatada (SSF)

Esta solucién fus usada para reconstituir ¢l veneno y
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para efectuar las diluciones seriadas empleadas en la
determinacion de la actividad neutralizante de la inmu-
noglobulina. Su composicion es la siguiente: cloruro de
sodio: 8,20 g; fostato disédico: 1,70 g; fosfato monopo-
tasico:0,419g;aguadestilada: hasta 1000 ml. ElpHresul-
tante es de 7.2.

Reconstitucién del veneno
y ajuste de la densidad 6ptica (DO)
de sus soluciones

El veneno liofilizado fue disuelto en SSF, a una concen-
tracién de 2.5 mg/ml. La solucién se centrifugd a 3000 g
durante 30 minutos. Se descartd el sedimento y con el
sobrenadante se prepararon dilucicnes seriadas usan-
do SSF como diluyente. Se midid la DO de estas solucio-
nes en un espectrofotémetro Gilson, a una longitud de
onda de 280 nm. Para los ensayos de preparacion del
toxoide y de determinacion de la dosis mortal (DM 100)
se emplearon soluciones de DO 0.85 a 1.55, con interva-
los de 0.10. Como dato complementario, toda vez que se
haga referencia al valor de la DO, se agregara entre
paréntesis, la concentracién aproximada equivalente,
expresada en mg/ml.

Determinacién de la dosis mortal
(DM 100) de veneno

En esta determinacion se emplearon venenos de dife-
rentes ejemplares de B neuwiedii o venenos del mismo
animal, ordefado en diferentes fechas.

Seinocularon por via intraperitoneal varios lotes de rato-
nes, con dosis de 0.1 ml de diluciones de veneno que te-
nian DO entre 0.80 y 1.50 (0.8 mg/m! a 1.5 mg/ml).

Preparacién del toxoide

El veneno fue toxoidizado siguiendo el método de Kon-
do y colaboradores (11): a una solucién de veneno de
DO 1.55 (1.5 mg/ml) se le agrega 0.25% de formol cada
48 horas, hasta llegar al 1% de ese producto. El trata-
miento se lleva a cabo a 37°C, y a las 48 horas del ylti-
mo agregado de formol se hace una didlisis de 24 horas
contra agua destilada a 4°C, con cambios de agua cada
6 horas. Este tratamiento tiene como objeto eliminar el
formol, agregandose entonces 0.5% de fenol como con-
servador. En la Tabla 1 se esquematiza el cronograma
de toxoidizacion.

Control de toxicidad del toxoide

Se inoculd intraperitonealmente con 0.5 ml por animal, a
un lote de 5 ratones.

Animales de experiencia
Equino. Para la produccién del suero inmune se usé un
equinc de aproximadamente 400 kg. de peso y siete
anos de edad, mantenido con permanente control vete-
rinario, y en las condiciones sanitarias aconsejadas para
una experiencia de este tipo.

Ratones. Se usaron animales de ambos sexos, de 15 a
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100 mi de solucién
de veneno DO* 1.55 +

(1.5 mg/ml)

“DO (densidad 6ptica) a 280 nm

20 g de peso, alimentados con racién adecuada y agua
sin restricciones.

Conejos. Se usaron animales de ambos sexos, de apro-
ximadamente 1,5 kg de peso, alimentados con racion
adecuada y agua sin restricciones.

Inmunizacién y sangrado del equino

En los primeros 300 dias del cronegrama de inoculacion
se usaron 13 dosis crecientes (3 a 20 ml) de toxoide, y a
partir del dia 320, 11 dosis crecientes (0.4 a 20 mg) de
veneno activo. Las dosis de 20 mg corresponden aproxi-
madamente a 20 DM para el equino; cuando se aumen-
t6 la dosis a 25 mg aproximadamente, se produjeron
algunos trastornos, por lo que se decidié mantener la

TABLA 1

Preparacion del toxoide
dia 0 0.25% formol
dia 2 028%  formol
dia 4 0.25% formol
dia 6 0.25% formol
dia 8 dializado
dia 10 0.5% fenol

dosis de 20 mg.

En el dia 265 se hizo una sangria de 100 ml (para deter-
minar el nivel de anticuerpos neutralizantes) y en el dia
510unade4 litros. Este Gltimo volumen se recogié en re-
cipientes con oxalato de sodio, y fue destinade a la
produccién de inmunoglobulina. En la Tabla 2 se detalla
el cronograma de inoculacién y sangrado.

Purificacion del suero

La sangre obtenida se dej6é 24 horas en heladera a 4°C
y luego se centrifugd a 1250 g durante 45 minutos. El
plasma sobrenadante fue sometido aprecipitaciones su-
cesivas condiferentes porcentajes de sulfato de amonio,
de acuerdo al método recomendado porla OPS (5). Lue-
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TABLA 2
Cronograma de inoculacién al caballo
DIA INOCULO DIA INOCULO
0 3 ml toxoide 300 20 mitoxoide

30 5~ " 320 0.4 mg veneno
45 5" " 335 04 " "
65 5" 350 10" "
85 5" " 375 20" °
105 10" " 405 40 " "
125 15" " 420 50" "
185 15 " 435 100 " °
170 2" " 455 150 " "
195 20" " 465 200 " "
220 2" " 480 200 " "
260 20" " 495 200 " "
265 sangria 510 sangria
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TABLA3
Purificacién del plasma con sulfato de amonio (SuA)

plasma + 11.07% SuA; centrifugar
sobrenadante + 23.8% SuA; centrifugar
sedimento solubilizado en agua
agregado de 30% de SuA; centrifugar
sedimento solubilizado en agua
dialisis, esterilizacién
envasado, liofilizacion

go de la Gltima precipitacién se disolvié el sedimento en
agua, se realizé una didlisis contra agua a 4°C, para eli-
minar el sulfato de amonio de la solucién, se esterilizd
esasolucién porfiltracion y se repartié asépticamente en
frascos. Finalmente el producto fue liofilizado en un liofi-
lizador Virtis, empleandose un lapso de 5 horas para el
desecadodecadalotede 11frascos. EnlaTabla3sede-
tallan las diferentes etapas de la purificacion.

Determinacion de la actividad
neutralizante de la inmunogiobulina

Para esta prueba se siguid la metodologia aconsejada
por Grasset (12), basada en lainoculacion de una mez-
cla de veneno y antiveneno. La cantidad de veneno se
mantiene constante, mientras que la de antiveneno se
varia para cada lote de ratones inoculados. En nuestras
determinaciones se usé una solucidn de veneno de DO
de 1.00 (1.0 mg/ml); a alicuotas de 1 ml de esta solucién
se les agreg6 100, 80, 40, 30, 20 y 10 mg de antiveneno
liofilizado. Cada mezcla fue incubada a 37°C durante 1
hora y cada una fue inoculada intraperitonealmente a

lotes de ratones, en dosis de 0.1 ml por animal.
Enlarealizacién de las pruebas de control para este en-
sayo se incubd una solucion de veneno DO 1.00 duran-
te 1 hora a 37°C y luego se inoculé intraperitonealmen-
te 0.1 ml por animal a un lote de 5 ratones.

Controles de la inmunoglobulina
Esterilidad

Sesembrd 1 mide antiveneno reconstituido con SSF, en
40 mi de caldo fluido con tioglicolato (Bacto), y se incu-
bé a 30-32C y a 20-25C durante 14 dias.

Pirogenicidad

Se us6 un conejo, el que fue inoculado en la vena mar-
ginal de la oreja, con antiveneno reconstituido. La dosis
fue de 3 ml por kg de peso.

Toxicidad

Se inocularon intraperitonealmente ratones con 0.5 ml
de antiveneno reconstituido.

Humedad

Las muestras de antiveneno fueron pesadas, sometidas
a una segunda desecacién y pesadas nuevamente.

Presencia de sulfatos

La reaccion se realizé en los bafios de didlisis (antes de
la esterilizacion de la solucién de inmunoglobulina), a los
efectos de comprobar la eficiencia de esa operacién en
la eliminacién del sulfato de amonio usado en la purifica-
cidn de la inmunoglobulina. Como reactivo se usa una
solucién al 5% de cloruro de bario, a la que se agrega
0.5% de 4cido acético. Se adicionan 2 ml de este reac-
tivo a 8 ml de agua de didlisis, y se compara la turbidez
con la de un patrén que cantiene 0.08 g de sulfato de

dilucion A: DO* 1.10
(1.1 mg/mi)

dilucién B: DO 1.00
(1.0 mg/ml)

dilucién C: DO 0.90
(0.9 mg/mi)

*DO (densidad 6ptica) a 280 nm
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TABLA 4
Determinacién de la DM 100 de veneno para el raton
lotes inoculados con 0,1 ml de diferentes diluciones

100% muertos
100% muertos

60% muertos
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TABLAS
Actividad neutralizante del antiveneno
Ratones inoculados con una mezcla de veneno y antiveneno

% de sobrevivientes

60 40

1 mg veneno +
30 mg antiveneno

amonio por litro. Este Gltimo valor es considerado el
maximo permisible.

RESULTADOS
Toxicidad del toxoide

Los cinco ratones inoculados intraperitonealmente con
una dosis de 0.5 ml de solucién de veneno toxoidizado,
sobrevivieron a dicha inoculacion, quedando demostra-
da asf la atoxicidad del veneno tratado con formol.

Determinacién de la DM 100
de veneno para el ratén

En la Tabla 4 se muestran los porcentajes de ratones
sobrevivientes a la inoculacion de diferentes concentra-
ciones de veneno.

TABLA 6
Controles complementarios

ESTERILIDAD cultivo negativo

PIROGENICIDAD negativa

HUMEDAD RESIDUAL menor del 1%

24

1 mg veneno +
20 mg antiveneno

1 mg veneno +
10 mg antiveneno

Quedd establecido que un volumen de 0.1 ml de una
solucién de veneno de DO 1.00 (1.0 mg/ml), inoculado
intraperitonealmente, es la dosis minima que mata al
100% de los ratones en menos de 24 horas. Este valor
se ha mantenido constante para diferentes lotes de
veneno obtenidos del mismo animal, o de diferentes
ejemplares de B neuwiedii.

Inmunizacién del equino

El cronograma de inoculacion de este animal se cumplié
en sumayor parte sin que hubieran reacciones de impor-
tancia. Sélo al final de la serie, y al elevar la dosis de 20
a 25 mg, se produjeron algunos trastornes: astasia, ata-
xia, dismetria y excitacién. Estas manifestacicnes ocu-
rrieron inmediatamente después de la inoculacién y
desaparecieron al cabo de 20 minutos, pero por precau-
cién no se repitio esa dosis.

Determinacion de la actividad
neutralizante de la inmunoglobulina

La eficacia de la inmunoglobulina para proteger a los
ratones de la inoculacién de veneno se detalla en la
Tabla 5, donde se muestran los porcentajes de ratones
sobrevivientes a la inoculacién intraperitoneal de mez-
cias de concentraciones fijas de veneno y de concentra-
ciones escalonadas de inmunoglobulina. Quedé esta-
blecido que 30 mg de inmunoglobulina neutralizan 1 mg
de veneno (el existente en 1 ml de una solucién de DO
1.00).

Cantidades inferiores de inmunoglobulina (20 y 10 mg)
neutralizaron cantidades menores de veneno, lo que se
reflejé en una disminucién del nimero de ratones sobre-
vivientes a la inoculacién de la mezcla.

En cada uno de los ensayos de la actividad neutralizan-

te delainmunoglobulina se redetermind ei valorde laDM
100, no encontrdndose variaciones en la actividad toxi-
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ca del veneno.

Controles de esterilidad, pirogenicidad
y humedad de la inmunoglobulina

Se comprobd la ausencia de crecimiento bacteriano en
los medios de cultivo usados; quedd establecida
también la ausencia de pirégenos y se determiné que la
cantidad de agua residual en e! producto es inferior al 1%
del peso total.

En laTabla 6 se resefan los resultados de los controles
efectuados a la inmunoglobulina.

DISCUSION

El uso de antivenenos es siempre aconsejado para el
tratamiento de una personamordida por un ofidio ponzo-
fioso y al respecto se postula {3) que ese tratamiento
debe iniciarse dentro de las seis horas de producida la
mordedura. Otros autores (13) sostienen que aln
después de ese pariodo de tiempo es beneficioso el em-
pleode antiveneno. Debetenerse en cuenta que ese tra-
tamiento es sélo una parte de la terapia, la que puede re-
querir ademas hemodialisis y la reposicién de factores
(fibrindgeno, plaquetas) (3).

La abundancia en algunas zonas del pais de ejemplares
del género Bothrops, con su caracteristica de acercarse
a centros poblados, reafirma la conveniencia sanitaria
de producir un antiveneno con actividad neutralizante
para el veneno de B neuwiedii.

El veneno usado para la inmunizacién del equino se
obtuvo de serpientes del pais (a pesar de disponer de
pocos ejemplares en cautividad) porque es un hecho
demostrado la variacién en los venenos de serpientes
provenientes de zonas geograficas diferentes (14); es
ésta otra razén para sostener que la produccién de anti-
venenos a partir de venenos locales es lametaque debe
alcanzarse.

La cantidad de sustancias que componen un veneno y
sus diversos modos de actuar en las diferentes especies
de animales hace dificultosa la eleccién de un medelo
experimental adecuado para la determinacién de la acti-
vidad neutralizante de un antiveneno. La OMS, la OPS
¥ los laboratorios de referencia aconsejan el uso del ra-
tén (2), pero también ponen de manifiesto la necesidad
de buscar nuevos métodos de evaluacién de esa activi-
dad neutralizante. Al respecto creemos de interés men-
cionar los trabajos de Gutiérrez y colaboradores (15)
sobre una reaccidn in vitro de neutralizacion de la activi-
dad hemolitica, y de Theakston y Reid (16) mediante
reaccion de ELISA. Por su excelente correlacién con las
determinaciones in vivo, estas pruebas son propuestas
por sus autores como suslitutivas de las de neutrali-
zacion.

La decisidn de expresar la concentracion de veneno en

valores de densidad dptica se apoya en tres razones: 1)
existe unarelacion lineal entre la concentracién de vene-
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no y la DO de la solucién; 2) cuando se reconstituye el
veneno con SSF, es necesario remover por centrifuga-
cién particulas insolubles, lo que hace que cambie la
relacién inicial peso/volumen que expresaba la concen-
tracion de veneno en la solucién; 3) los valores requeri-
dos de DO corresponden a la zona de mayor precisién
del espectrofotémetro, mientras que si se usara la rela-
cion peso/volumen para expresar la concentracion, las
pesadas requeridas (de décimas de miligramo), estari-
an en el limite de la precisién de nuestras balanzas.

laeleccién delequino como productor de anticuerpos se
debe no sélo asubuenarespuestainmunitaria, sino tam-
bién a los grandes volimenes de sangre que es posible
obteneren cada sangria (hasta 16 litros entres dias sise
reponen los glébulos rojos) (5).

Para la primera etapa del proceso de inmunizacién se
usd un veneno toxoidizado; este paso constituydé un
importante factor de seguridad para el animal, yaque asi
se estimuld su sistema inmunitario sin el riesgo que
implicaba el uso de veneno activo; si bien esta precau-
cién alargd el cronograma en forma importante, debe
recordarse que en los cronogramas en los que se
emplea veneno no toxcidizado se requieren hasta cinco
equinos, por lafrecuencia de accidentes mortales duran-
te las primeras inoculaciones.

Sin embargo, la inoculacién de veneno activo es impres-
cindible, ya que sus caracteristicas inmunogénicas son
superiores a las del toxoide (17). Esta segunda etapa se
inicié con la administracion de pequefas dosis de vene-
no, que fueron incrementadas hasta llegar a una canti-
dad de 20 mg, equivalente a 20 DM 100 para un equino
de 350 kg de peso.

El mismo interés en prevenir accidentes nos hizo pres-
cindir del uso de adyuvantes, para evitar laformacién de
abscesos 0 la aparicion de otras complicaciones (18).

E! motivo de preparar un antiveneno purificado se basa
en la ventaja que ofrece el uso de una inmunoglobulina
purificada, al eliminar o reducir las posibilidades de apa-
ricién de reacciones alérgicas (10). Laeleccién del méto-
do de precipitaciones con sulfato de amonio estuvo
determinada por su aceptacion universal, por lafacilidad
de su ejecucion y por su adecuacion a las posibilidades
de nuestro medio (5). Se hace notar que también puede
usarse la precipitacion con sulfato de sodio, de acuerdo
aresultados obtenidos en trabajos antericres de nuestra
Division (9).

La liofilizacion (2) confiere a la inmunoglobulina dos
caracteristicas (tiles; asegura la inalterabilidad de la
actividad neutralizante del producto por un lapso de has-
tacinco afos, y eliminala necesidad de conservacién en
refrigeradora. Se posibilita asi el almacenamiento del
antiveneno en zonas rurales apartadas donde no se
pueden conseguir las condiciones de consetvacién que
requieren los sueros liquidos.

Debemos sefialar que dado que no existen normas
nacionales para la estandarizacién y control de las pro-
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piedades de los antivenenos, se resolvid que los méto-
dos de preparacion y control de las inmunoglobulinas se
ajustaran en todos sus términos a los que al respecto
aconsejan laOMSylaOPS (5). Paralaevaluaciénde los
resultados de los ensayos de la actividad neutralizante
se siguieron los lineamientos estadisticos establecidos
por estas mismas Organizaciones. Se hace notar tam-
bién que la actividad neutralizante del antiveneno obte-
nido coincide con los valores establecidos por los labora-
torios de referencia (5).

De lo expuesto surge que por primera vez en el pais se
produce un antiveneno liofilizado con actividad neutrali-
zante para el veneno de B. neuwiedii. Es evidente que

los resultados obtenidos contribuyen sélo en parte a la
solucidn del pmhlomn de disponibilidad de sueros antio-

fidicos, ya que se mantendraladependenciade laimpor-
tacion de antivenenos contra venenos de Crotalus duris-

sus terrificus (cascabel) y B alternatus (crucera).

La aproximacion mas Iégica a la solucién global del
problema debera ser la preparacién de una inmunoglo-
bulina polivalente liofilizada, activa contra los venenos
de las especies citadas. Con este fin se evalia la posi-
bilidad de que nuestro equipo se aboque a la realizacion
de este proyecto. Se ejecutan asimismo los primeros
trabajos para la purificacion complementaria de la inmu-
noglobulina mediante tratamiento enzimatico, de acuer-
do a la opcion planteada en los protocolos del Instituto
Clodomiro Picado de Costa Rica (5).

Se podra asegurar asi la disponibilidad permanente de
estos productos en todo el territorio nacional, con la
ventaja que éstotiene paralos nucleos poblados o zonas
de campamentismo en donde existe el tiesgo cierto del
ofidismo y que poseen la infraestructura hospitalaria
minima como para asegurar un tratamiento primario
rapido del paciente mordido.

CONCLUSIONES

La eficacia de los antivenenos en el tratamiento de
personas mordidas por serpientes venenosas, ha sido
demostrada en forma concluyente desde fines del sigio
pasado.

La inmunoglobulina cuya preparacion se ha descrito
tiene la capacidad de neutralizar la actividad téxica del
veneno de B neuwiedii, por lo que su disponibilidad
puede ser Uil en zonas del pais donde abunda este ofi-
dio; esa disponibilidad haria ademas que nuestras auto-
ridades sanitarias no dependieran de la importacién de
antiveneno elaborado en el exterior.

Por sus caracteristicas de conservar la actividad neutra-
lizante por un periodo de hasta cinco afos y no requerir
refrigeracién, el antiveneno producido puede agregarun
factordetranquilidady seguridad en zonas apartadas de
trabajo o0 campamentismo en las que abunden los ejem-
plares de B neuwiedii, y donde no existan las condicio-
nes de mantenimiento requeridas por los sueros liqui-
dos.
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Résumé

Les antivenins (serums et immunoglobulines antiophi-
diens) sont des éléments dont leur valeur a été prouvée
dans les traitements de morsures de serpents venimeux.

Ce travail décrit le procédés d’élaboration et d’'essai
d'une immunoglobuline qui neutralise latoxicité du venin
de Bothrops neuwiedii (yara).

Le serum immunissant a été extrait d’'uncheval qui avait
été inoculé préalablement avec des doses croissantes
de venin détoxifié d'abord et aprés avec des doses crois-
santes de venin actif, obtenu d'individus de I'espéce de
référence.

Le serum a été ensuite purifié et lyophilisé. La premiére
opération a pour but éviter ou réduire les accidents afler-
giques qui peuvent se produire pendant le traitement de
personnes qui ont souffert des morsures; la deuxiéme
assure la conservation de I’ activité antitoxique pour une
période de jusqu’'a cinq ans sans qu'il ait besoin de réfri-
gération. Cette caractéristique permet la distribution du
serum aux zones éloignées et dépourvuées de moyens
nécéssaires pour la conservation de serums & I'état li-
quide.

D'autre part on peut constater la viabilité technique de la
production locale de serums antiophidiens et les avanta-
ges socioéconomiques qui dérivent de cette production,
puisquelle permet au Pays ne plus dépendre de ['exte-
rieur pour sa provision d'antivenins.

Summary

Antiophidic antivenoms (sera orimmunoglobulins) have
proven effective in the treatment of poisonous snake-
bites.

This paper describes the preparation and essay of an
immunoglobulin capable of neutralizing the toxicity of

venom from Bothrops neuwiedii (yara)

Immune serum was obtained from a horse previously
inoculated with increasing doses of detoxified venom
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Preparacién y ensayo de un antiveneno (inmunoglobulina antiofidica)

and later with increasing doses of active venom from B
neuwiedii. After extraction the serum was purified and
freeze-dried; purification prevents or minimizes the
occurrence of allergic reactions during the treatment of
the bitten patient, while freeze-drying insures the stabili-
ty of the neutralizing properties of the immunoglobulin for
periods of up to five years at temperatures up to 37c.
These storing characteristics are useful in far away rural
districts with poor communication facilities or without the
cold-room storage conditions required by liquid sera.

We lay stress on the feasibility of local preparation of
antiophidicimmunoglobulins and its implied socioecono-
mical advantages, because Uruguay could cease to
depend on outside sources for the availability of anti-
venoms.
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