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Produccion de suero antiofidico en Uruguay

Resumen

Dra. Araceli Pino Cheroni’

El presente trabajo, describe el proceso de produccion del suero antiofidico antibothrops
bivalente, para uso terapéutico, llevado a cabo por primera vez en el pais en la Division
Produccion del Instituto de Higiene de la Facultad de Medicina.

El suero, proveniente de equinos inmunizados con dosis crecientes de venenos bothrdpicos
activos, fue purificado mediante precipitaciones salinas, accion enzimdtica y calor. De esta
forma se obtiene una inmunoglobulina hipotéxica e hiperinmune, capaz de neutralizar
especificamente la accidn de los venenos de Bothrops neuwiedi y alternatus.

El producto, que cumple con las normas internacionales, se presenta liguido, en frascos de
10 ml, conservado refrigerado, y es distribuido en todo el territorio, sélo por el Ministerio de
Salud Piblica.

La aplicacién terapéutica de este suero, desde el comienzo, demostré su total eficacia y no se
han producido accidentes por el uso del mismo.

Estos resultados han demostrado que es posible la produccién nacional de este
inmunobioldgico con neutralizacidn especifica, para los venenos de ofidios que producen
accidentes de entidad en Uruguay. Asimismo se asegura para el pafs su abastecimiento

permanente con una cobertura de 100%, logrdndose ademds la independencia de laboratorios

extranjeros y ganancia de divisas.
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Antecedentes

En Uruguay, los accidentes ofidicos por especies ponzo-
fiosas, st bien no son muy frecuentes, han sido causa de
numerosas muertes. A los efectos de conocer su magni-
tud y normatizar el tratamiento, en 1986 la Divisién Epi-
demiologia del Ministerio de Salud Piblica (MSP) esta-
blecid que la mordedura por ofidios venenosos es de de-
nurcia obligatoria. ‘

La mayor incidencia ocurre en primavera y verano,
aunque pueden sucederse casos fuera de estos perfodos
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si existen condiciones meteoroldgicas favorables para la
actividad del ofidio. Los accidentes predominan en tra-
bajadores rurales, afectando en 20% a nifios menores de
10 afios. Todos los casos registrados fueron producidos
por ofidios del género Bothrops ' (figura 1).

El recurso terapéutico frente al empozofiamiento ofi-
dico es la administracidn del suero antiofidico (SAQ) es-
pecifico que neutralice el veneno¥.

Segtin Ja Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la
mortalidad en estos accidentes desciende de 74 a 12%,
cuando se realiza el tratamiento precoz con el suero es-
pecifico®.

Hasta 1988, Uruguay importaba los SAO de Brasil y
Argentina a través del MSP, que es quien regula su abas-
tecimiento.

La dependencia de laboratorios extranjeros para la
provision del SAQ, tiene varios inconvenientes:
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Figura 1. Accidentes ofidicos en Uruguay, (segtn datos
de la Divisién Epidemiologia del Ministerio de Salud
Publica (MSP)

1) inseguridad en el abastecimiento ya que la produccidn
de estos laboratorios era insuficiente para la demanda
de sus propios paises,

2) gasto de divisas,

3) limitacidn de la importaci6n a paises limitrofes, ya que
de lo contrario, los antigenos utilizados en la produc-
cidn, suelen tener diferente especificidad por lo que los
SAO son inadecuados para el tratamiento del empon-
zofiamiento provocado por nuestros ofidios.

No se conoce ademds, antecedentes de produccion na-
cional, sglvo el estudio de investigacion realizado por La-
borde y col. ©® en el que describen la produccién a nivel
experimental de una inmunoglobulina especifica contra
el veneno de B. neuwiedi purificada solamente por pre-
cipitacién salina y liofilizada.

Por todas estas razones, las autoridades sanitarias con-
sideraron de valor estratégico para nuestro pafs, la pro-
duccién de SAO nacional.

Siendo que el Instituto de Higiene de Montevideo, des-
de su fundacién en 1896, elabora sueros heter6logos an-
titetdnico y antidiftérico para uso humano y veterinario
de origen equino, resulté la institucién idénea para tomar
la iniciativa.

En 1987 la Divisién Produccién del Instituto de Higie-
ne a través de su Seccidn Sueros y con el apoyo del MSP,
encard la produccién de suero bivalente antibothrops
para uso humano. A continuacién se describe el proceso
y sus resultados.

Material y método

Materiales técnicos

El entrenamiento necesario se logré con la capacitacidn

del personal técnico en el Instituto Malbrdn de la Repu-
blica Argentina (RA) por medio de becas otorgadas por
la Oficina Panamericana de la Salud (OPS) y con el resto
del personal que funcionaba en el Instituto de Higiene.

Animales

El primer lote de diez equinos fue proporcionado por el
MSP. Los animales eran sanos, jévenes entre 2 y 5 afios
y de mds de 500 quilos de peso.

Para las pruebas de potencia y seguridad, se utilizaron
ratones blancos de 18 a 20 g de peso (Mus musculus) de
ambos sexos, y libres de patgenos especificos. Para las
pruebas de inocuidad y seguridad se utilizaron cobayos
machos de 300 a 350. g de peso y libres de patdgenos
especificos.

Antigenos

Como se carecia de produccién local de veneno, en el
comienzo se utilizaron venenos de Bothrops neuwiedi, y
B. alternatus cedidos por el Instituto Malbrdn obtenidos
por la técnica de ordefie manual, desecado al vacio y con-
servados en frio hasta su reconstitucién.

Adyuvantes

Adyuvante de Freund completo (AFC), preparado en
nuestro laboratrio segiin la siguiente formula:

Arlacel 13,1 ml, vaselina liquida 85 mi, tween 80
1,9 ml y BCG | mg/ml. Todos los componentes se este-
rilizaron por separado y luego se mezclaron asépticamen-
te.

Adyuvante de Freund incompleto (AFI), preparado
con iguales componentes que el anterior, pero sin BCG,
y en condiciones de esterilidad.

Solucién salina tamponada (SSB) estéril, utilizada
en la preparacién de la solucién madre de venenos y su
posterior dilucién para las inmunizaciones segin los re-
querimientos del protocolo estipulado.

NaCl 8g

CIK 0,20 g
NagHPO4 1.15g
KH2PO4 020¢
c.s.p. 1.000 ml

Productos quimicos y otros

Q Sulfato de amonio purfsimo (Carlo Erba), 32 kg para
100 litros de plasma

2 Toluol 0,1% ~ 300 ml para 100 litros de plasma

Q Pirofosfato de sodio 0,2% — 600 ml para 100 litros de
plasma

2 Soda a 40%

7 Acido clorhidrico p.p.a.

2 Pepsina 1/10.000 (Sigma) — 1,25 ¢ por litro de plasma
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0 Merthiolate a 10% (concentracién final 1/10.000)
2 Cloruro de Bario
a Cloruro de Calcio a 25%

Métodos

Caracterizacion de los venenos

Se siguié la metodologia aconsejada por la OPS/OMS
para la elaboracién de sueros heterdlogos, segiin se aplica
en el Instituto Malbrant~19,

Antes de comenzar la inmunizacién se determing la
potencia de cada uno de los venenos, utilizando ratones
de 18 a 20 g, para calcular la dosis letal 50 (DL50) apli-
cando métodos estadisticos'"1?. La misma estuvo en
menos de 4 g/ml para el veneno de B. alternatus y me-
nos de 10 |Lg/ml para B. neuwiedi.

Animales seroproductores

Los equinos fueron controlados por un médico veterina-
rio, realizdndosele, a cada uno, su ficha sanitaria en la
cual se anotaron las caracteristicas de su pelaje, identifi-

- cacion, sexo, niimero, estado de las mucosas, dentadura
y peso. Fueron numerados del 21 al 30.

Se los vacund contra tétanos y se desparasitaron.

Antigenos: Se prepard una solucidon madre de venenos
de B. alternatus y B. neuwiedi a una concentracién de 10
mg/ml, utilizando venenos completos y secos, reconsti-
tuidos'”. Se corrigi6 su pH a 7,2. Se los filtr6 clarieste-
rilizante por membranas Millipor de didmetro 47 mm vy
poros 0,8 y 0,22 . Se control6 la esterilidad, seleccio-
nando medios que desarrollaran gérmenes aerobios y
anaerobios segtin lo pautado por la OMSU10),

Se realizaron las diluciones del veneno siguiendo el
protocolo y usando como adyuvante el de Freund com-
pleto (AFC), (AFI), y solucién salina tamponada (SSB).
Los mismos fueron completamente homogeneizados y
conservados a 5°C. Para tal fin, se idearon frascos esté-
riles que contenfan una barra magnética en su interior y
cerrados herméticamente. Los componentes estériles,
fueron mezclados asépticamente dentro de estos reci-
pientes, los cuales una vez cerrados, se colocaron sobre
un agitador magnético obteniéndose asf una correcta ho-
mogeneizacidn de los antigenos con los adyuvantes y
evitando la contaminacién. Se mantuvieron a 5°C hasta
su inoculacién.

En todas estas etapas el personal técnico usé sobretd-
nica, gorro, guantes y tapabocas estériles.

Protocolos de inmunizacion

La primoinmunizacién y reinmunizacién se realizaron
segtin el protocolo preparado para tal fin (cuadro 1) en
el cual se estipularon una dosis de un mg de solucién
madre de veneno en adyuvante de AFC, seguido de una
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Cuadro 1
Protocolo de inmunizacién
Equinos nimeros 21 al 30

0 1 mg AFC 10 ml  Subcutanea
7 1 mg AF! 10 ml  Subcutdnea
14 2mg SSB 18 ml  Subcutdnea
21 2mg SSB 18 ml  Subcutanea

Se interrumpe durante 30 dias por intolerancia

52 1 mg SSB 18 ml  Subcutanea
56 1 mg SSB 18 ml  Subcutédnea
60 1 mg SSB 18 ml  Subcutanea
67 1 mg SSB 18 ml  Subcutdnea

Se descansa 60 dias

127 2 mg AFI 10 ml  Subcutanea
134 3 mg AFI 10 ml  Subcutanea
139 4 mg SSB 18 ml  Subcutanea
140 4 mg SSB 18 ml  Subcutanea
141 4 mg SSB 18 ml  Subcutdnea
145 4 mg SSB 18 ml  Subcuténea
146 4 mg SSB 18 ml  Subcutanea
147 4 mg SSB 18 ml Subcutdnea
159 4 mg SSB 18 ml  Subcuténea
160 4 mg SSB 18 ml  Subcutanea
161 4 mg SSB 18 ml  S. Explorat.
171 Sangria de produccién

dosis también semanales que variaron entre 1 y 2 mg de
veneno en AFI, completando as{ un volumen de 10 ml
por via subcutdnea (s/c).

A los 21 dias de iniciadas las inoculaciones, se debie-
ron interrumpir durante 30 dfas, por intolerancia al vene-
no, que aparecié precozmente y se manifesté por una
marcada pérdida de peso y reaccién local importante.

Se prosiguié a partir del dia 52 al 67, con dosis que no
superaron el miligramo de veneno, en un volumen total
de 18 ml (SSB) por via s/c cada 4 dias.

Previo a la reinmunizacién se dej6 descansar a todo el
lote durante 60 dfas, y se reinici6 el dia 127 prolongédn-
dose hasta el dia 161. Se utilizaron dosis crecientes de
venenos que fueron desde 2 mg/ml a 4 mg/ml, en un vo-
lumen total de 10 ml AFI y de 18 ml de SSB por via s/c
con una frecuencia al inicio de una dosis semanal y en
las tres ultimas semanas, durante tres dias seguidos.

Obtencion del suero

Sangria

La sangrfa exploratoria se realizd el dia 161 de la rein-
munizacién, por puncién de la vena yugular del equino.
El suero obtenido se tituld para cada veneno por separa-
do, mediante la técnica de seroneutralizacién in vivo, uti-
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lizando como animal de experimentacion el ratén que fue
inoculado por via intravenosa en vena de la cola'*!%.
Cada ratén recibié 0,5 ml i/v de veneno a una concentra-
c16n 1/1000, mezclado con cantidades variables del suero
de prueba. Se los observé durante 72 horas, al cabo de
las cuales se procedid a la lectura y a realizar los calculos
estadisticos correspondientest!?,

De los 10 equinos inmunizados, 9 tenfan titulos neu-
tralizantes aceptables (mds de 900 pg/mt). Un caballo, el
ntimero 21, mostr6 una neutralizacién incompleta para el
componente neuwiedi.

A los diez dias de la dltima inoculacién se realizaron
dos sangrias definitivas, separadas por 48 horas, a los 9
equinos que tenfan buena respuesta inmune.

No se repuso el paquete globular por falta de estanda-
rizacién de la técnical”. Sin embargo, el procedimiento
fue muy bien tolerado por los animales. Se extrajeron 8
litros de plasma de cada uno.

Dicho plasma se recogié en damajuanas estériles de
diez litros conteniendo citrato de sodio a 33%. El mismo
dia de la sangria se separd el paquete globular por decan-
tacion y se obtuvo un total de 79 litros de plasma sobre-
nadante.

Furificacion del suero: obtencion de
inmunoglobulina especifica

Se realizé siguiendo las recomendaciones de la ops?,
mediante digestién péptica y precipitaciones salinas con
sulfato de amonio (método utilizado en el Instituto Bu-
tantdn de Brasil), al cual se le agregé previamente una
etapa de desfibrinacién con cloruro de calcio a 25%. Lue-
go fue dializado contra agua destilada a 5°C para eliminar
la sal de amonio. Se isotonizé con cloruro de sodio a
0.85% y se estabiliz6 su pH entre 6,00 y 7,00. Como pre-
servativo se usé el timerosal a una concentracién final de
1/10.000 (figura 2).

Posteriormente siguieron las etapas de filtracion cla-
riesterilizante, utilizando membranas de acetato de celu-
losa con equipos de filtracion Sartorius con membranas
de poro de 0,8 y 0,20 .

Se tomaron las correspondientes muestras para contro-
les quimicos (proteinas, pH, Hg, sulfato, PEF) y biolégi-
cos (potencia, esterilidad, inocuidad y seguridad).

Se envasé asépticamente en frascos conteniendo 10 ml.

Determinacion de la actividad neutralizante de Ia
inmunoglobulina especifica

Para cada uno de los venenos por separado, se inocularon
ratones de ambos sexos de 18 a 20 gramos, con una mez-
cla de veneno/antiveneno, dejando constante el antivene-
no y aumentando la dilucién del veneno segiin un factor
de dilucién constante,

Plasma hiperinmune

l

Desfibrinacion con ClCa, al 25%
Plasma hiperinmune + Doble H20 estéril

I

Subir temperatura a 30°C y bajar pH a 3,2
Pepsina 1/10.000-1, 25 g/l plasma
Digernr durante 30 minutos

Pirofosfato de sodio, 0,2% + Toluol 0,1% +
Sulfato de amonio purisimo 12%, pH 4,3
calentar a 55° y mantener caliente 1 hora

|

Refrigerar a 40°C vy filtrar o centrifugar
(descartar el precipitado)

Medir volumen sobrenadante, +Pirofosfato 0,2%
pH a 7.2 con Hidréxido de Sodio 10 M
Precipitar con 20% de Sulfato de amonio purisimo
Eliminar la espuma con antiespumante.

Dejar en reposo durante 12 horas.

Sifonar el sobrenadante que se descarta
Filtrar el precipitado que se recoge.

Solubilizar el precipitado con Hz0 destilada estéril y
dializar en H20 destilada a 5°C para eliminar sulfato.

Controlar pH, isotonizar y Merthiolatar 1/10.000
Controles quimicos, biolégicos,
esterilizacion por filtracién,
controles, dilucion estéril, controles,
envasado y etiquetado.

l

Controles finales.
Distribucion.

Figura 2. Tecnica de procesamiento del plasma.

Cada mezcla fue incubada a 37°C durante una hora y
luego inyectada i/v en vena de cola. Se observaron las
muertes sobre el total de animales inyectados, luego de la
primera hora de inoculacién (para descartar las muertes

provocadas por este procedimiento) y durante 48 ho-
ras315-17)

También se inyectaron ratones como grupo control de
los venenos en similares condiciones que las referidas an-
teriormente.

Prueba de esterilidad: Se inoculé | ml de suero a 28
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tubos que contenfan 14 ml de tioglicolato, cada uno. Se
mantuvieron a 34 y a 24 grados durante 14 dfas. Dos tu-
bos con el medio de cultivo, se dejaron como control, sin
sembrar!®,

Prueba de inocuidad: Se inocularon 5 cobayos de
300350 gramos, con 5 mi de suero por via subcutdnea.
Se mantuvieron durante cuatro semanas en observacion.
No se produjeron muertes y todo el grupo aument6 de
peso; tampoco hubo signos de intolerancia.

Prueba de seguridad: Se inocularon 2 ratones de 18
a 20 g de peso, con 0,5 ml de suero por via subcutdnea.
Se mantuvieron en observacién 7 dias. Se obtuvo iguales
resultados que en el grupo anterior®?),

Presencia de sulfatos: Como reactivo se usé el cloru-
ro de bario a 5% mas 0,5% de é4cido acético. Se tomaron
8 ml del agua de didlisis y se le agregaron 2 ml del reac-
tivo. No se observd turbidez, compardndolo con el patrén
que contiene 0,08 g de SA por litro (maximo permiti-
do)™.

Se enviaron ademds, muestras a dos laboratorios de
control extranjero: Instituto Malbran, Republica Argen-
tina y Laboratorios INCQS de Rio de Janeiro.

Resultados

El suero de produccién uruguaya, es una inmunoglobu-
lina especifica, purificada y estéril, que se presenta en
frascos de 10 ml. Cada mililitro neutraliza, més de 2.500
ug de veneno de B. alternatus y mas de 1.500 pg de ve-
neno de B. neuwied.

Como conservante contiene timerosal y no mds de 16
g% de proteinas, pH 6-7.

Tiene un perfodo de validez de 3 anos.

Su calidad cumple con las normas para inmunogiobu-
linas heterélogas especificas de la OMS.®?

Los informes elevados por los dos laboratorios de re-
ferencia fueron los siguientes:

E! Boletin de Andlisis del Laboratorio INCQS N°
0948/89 expresa: Potencia = 6,97 mg/ml, Toxicidad =
Satisfactorio. Conclusiones: Satisfactorio. Departamento
de Microbiologia e Inmunologia (7 de junio de 1989).

El Instituto Malbrdn hace constar:

Potencia: 1 ml de suero neutraliza 3162 g de veneno
de B. alternatus. 1 ml de suero neutraliza 1756 ug de
veneno de B. neuwied;.

Conclusiones: no se formulan objeciones a los resul-
tados hallados. Departamento de Contralor (31 de enero
de 1989)

A principios de 1988, se comenzé su aplicacidn clini-
ca, con excelente resultado.

Se distribuy6 en todos los centros hospitalarios del in-
terior de la Republica , en donde mds frecuentemente se
deben asistir accidentados por mordeduras de ofidios
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ponzofiosos. Esto permitid realizar el tratamiento del pa-
ciente en el Centro Asistencial més préximo, siguiendo
las pautas establecidas por la Comisién Asesora Nacional
de Ofidismo. Se reducen asf, los traslados a la capital!®.

Al momento actual (1994), se ha abastecido al MSP
con 4.500 frascos.

Se han tratado a 389 pacientes desde 1988.

Falleci6é uno, a causa de envenenamiento grave, con
diagnéstico tardio, que se presentd con un sangrado me-
ningeo.

La mortalidad segiin esta casuistica, es pues, de 0,25%.

No se produjeron accidentes en el suministro del sue-
Io.

Discusion

La administracién del antiveneno especifico para el tra-
tamiento de las mordeduras por ofidios ponzofiosos, es
mundialmente aceptadal! #8919,

Como animal seroproductor, todos los paises concuer-
dan, en que el equino es el adecuado, por su ficil manejo
y alto rendimiento en plasma(’?%.

A diferencia nuestra, en Brasil y Costa Rica®2!, se
ralizan sangtfas diarias durante cuatro dias, pero reponen
el paquete globular. Este procedimiento presenta la ven-
taja de obtener el doble de plasma (16 litros) y poder reu-
tilizar al animal dador, luego de un corto periodo de des-
canso.

El lote equino nacional, no ha sufrido bajas y su ren-
dimiento es el adecuado para la demanda, por lo que no
se plantea el realizar dicha técnica. Ademas no se cuenta
con la infraestructura necesaria, por lo que los riesgos de
contaminacién serfan muy elevados.

Costa Rica produce también pequefias cantidades de
suero de carnero, para aquellos pacientes alérgicos a las
proteinas de caballos, o que ya han recibido sueros hete-
rélogos en otras oportunidades®?.

Se entiende que para nuestro pais no se justificaria en-
carar esta produccidn, por el bajo rendimiento en volu-
men plasmdtico del carnero, sumado, a la infrecuencia de
la sensibilizacién por suero en la poblacidn. _

En cuanto al esquema de inmunizacién, se ha repro-
ducido lo recomendado por la OPS variando los adyu-
vantes.

Esta experiencia se viene realizando también en Ar-
gentina y Brasil, con buenos resultados, ya que la canti-
dad de venenos requerida es menor, y los efectos locales
son de escasa entidad?!:?¥),

Referente al uso del antigeno crudo, Kondo y col. pro-
ponen la toxoidizacién de los venenos mediante el for-
mol y calor, recomendando esto para primoinmuniza-
cién®?,

En Uruguay, Laborde y col. © reprodujeron dicha téc-
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nica lo cual prolongé enormemente el protocolo de in-
munizacién (510 dias).

Trabajos brasilefios proponen el uso del glutaraldehido
para el tratamiento de venenos crotélicos y bothrdpicos,
pero no queda claro que sea adecuado para los venenos
bothrépicos'®.

Al respecto, la OPS estima que deberfan emplearse ve-
nenos toxoidizados. Sin embargo, ninguno de los trata-
mientos conocidos hasta el momento, proporciona toxoi-

des con su antigenicidad sin alterar”.

Nuestra experiencia fue favorable usando venenos ac-
tivos desde el inicio de la inmunizacion.

Si bien se produjo intolerancia, la misma fue resuelta
poniendo en descanso al lote equino, durante 30 dias se
logré la inmunizacion completa al cabo de 161 dfas.

No se perdié ningidn equino y todos mantuvieron pos-
teriormente buen estado.

Los expertos recomiendan la mezcla de antigenos, ya
que proporciona mejores titulos que los sueros monova-
lentes, porque da un mejor balance de los antigenos y
redunda en Gptimos resultados terapéuticos.

Este procedimiento fue el adoptado por nosotros, pre-
parando una solucién madre conteniendo los dos vene-
nos. Se obtuvieron buenos resultados.

En la purificacién de las inmunoglobulinas, la OMS
afirma que no puede recomendarse una determinada téc-
nica de fraccionamiento, ya que las que se conocen ob-
tienen productos inocuos, eficaces, estables y nada de-
muestra que un método sea preferible a otro.

Sin embargo, describe tres técnicas que se utilizan en
el Instituto Clodomiro Picado de Costa Rica y en el Ins-
tituto Nacional de Higiene de México***.

Nosotros optamos por la que proporciona preparacio-
nes mds estables, de menor peso molecular y mds puras,
a la cual se agrega una etapa de desfibrinacién con clo-
ruro de calcio, ya que no se fenola el plasma. Esto ha
permitido continuar con el proceso en forma inmediata.
El resultado es un producto mds estable y menos antigé-
nico!’?9,

Como contrapartida la pérdida de potencia puede 1le-
gar a 50%.

No podemos evaluar nuestro procedimiento desde este
punto de vista, por tratarse de una inmunizacién e hipe-
rinmunizacién iniciales, con resultados satisfactorios. La
inmunoglobulina obtenida fue potente de acuerdo al re-
querimiento internacional y no se produjeron accidentes
por suero.

Referente a nuestra planta de fraccionamiento, si bien
se adecua a la metodologia empleada, seria deseable po-
seer equipamiento mas moderno, tales como columnas
cromatograficas de intercambio idnico y ultracentrifugas,

P ~In)

permitiendo asi un proceso en circuito cerrado con alto
rendimiento, poca manipulacidn y baja contaminacion.

Brasil en su centro de biotecnologia del Instituto Bu-
tantdn ha instalado una planta piloto para fraccionamien-
to de inmunoglobulinas, que se encuentra en etapa expe-
rimental®".

Para la determinacién de la potencia de los antivene-
nos y venenos propiamente dichos, no existe ningin meé-
todo que pueda recomendarse internacionalmente.

La variacién en la composicidn de los venenos, es tan
grande, que dificilmente pueda concebirse una prueba
tunica general. Cada pafs o regién, debe establecer sus
propios pardmetros para la dosificacion de sus sueros.
Aun asi, el requerimiento internacional en cuanto a la
medida de potencia, exige la determinacién de la canti-

" dad de veneno (en miligramos), que una unidad de volu-

men del antiveneno neutraliza por titulacién in vive. Se
utiliza como animal de experimentacién, el ratén'”.

Al igual que Bolafios y col., preferimos el uso de la
via endovenosa por ser mds efectiva que la intraperito-
neal para la determinacién de la toxicidad de los vene-
nost?.

Esta metodologfa, que nosotros adoptamos, también,
tiene varios inconvenientes: por ¢j. se requiere de un ele-
vado ntmero de animales de experimentacion, de deter-
minado peso, libre de patdgenos especificos, en un de-
terminado tiempo. Esta técnica es laboriosa y costosa.

En cambio Brasil *” prefiere la via intraperitoneal por
encontar que de esta manera se eliminan as muertes in-
mediatas producidas en los animales de experimentacion,
por los componentes coagulantes de los venenos.

Entendemos necesario, desarrollar técnicas alternati-
vas in vitro. Asi lo vienen realizando Brasil, Costa Rica
y Argentina®®?.

Boche y Russell en 1968 y Kupulsup y col. en 1981
han propuesto una hemaglutanacion pasiva y Teakston y
Reid, en 1979 un ELISA®",

Recientemente, Gutiérrez y col. en 1988, describieron
una técnica en placa, muy sensible, para cuantificar la
actividad hemolitica indirecta de los venenos y para es-
tudiar la capacidad neutralizante del suero. Estos autores
la proponen como alternativa, al observar correlacion en-
tre la neutralizacién y el efecto hemolitico indirecto!?8%-
33)

En el Instituto Butantdn, Guidolin, Rosalvo y col. en
1989, describen el seguimiento del titulo de anticuerpos
antiveneno mediante el test de floculacién®®,

Entendemos que todos estos test in vitro, constituyen
una buena solucién alternativa al problema de la técnica
de seroneutralizacién. Pensamos encaminar nuestra me-
todologia, en un sentido similar, tratando de lograr un
método sencillo, confiable, y facilmente reproducible.
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Produccidn de suero antiofidico en Uruguay

Conclusiones

Se cuenta con un organismo productor nacional de larga
trayectoria, el Instituto de Higiene, en el cual se incorpo-
16 la técnica de produccidn de suero antiofidico, con es-
casas inversiones.

El suero de produccién uruguaya, para uso terapéutico,
demostré ser de excelente calidad, cumpliendo con las
normas internacionales en la materia.

Por la metodologia empleada en su elaboracidn, se ob-
tuvo una inmunoglobulina hiperinmune bivalente, que
neutraliza la accién de los venenos de Bothrops alterna-
tus y B. neuwiedi simultdneamente.

Por tratarse de una preparacién en estado liquido, debe
ser refrigerada y su validez es de 3 afios.

Por otra parte, para mantener la continuidad y especi-
ficidad en la produccidn, se ha puesto de manifiesto la
necesidad de contar con un serpentario propio, de pro-
duccidn. Esta etapa recientemente se ha culminado, a tra-
vés de un convenio con la Facultad de Ciencias (Cétedra
de Zoologia Vertebrados). Se cuenta con reservas de ve-
nenos nacionales procedentes de los Serpentarios del
Zoolégico de Montevideo y del Cerro Pan de Azicar.

Es posible la exportacién a otros paises ya que hay ca-
pacidad técnica instalada.
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Résumé

On décrit ici le processus de production du sérum antiop-
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hidien antibothrope bivalent, pour son emploi thérapeu-
tique, mené & bout pour la premiére fois au pays, au Dé-
partement de Production de I’ Institut d* Hygiéne de la
Faculté de Médecine.

Le sérum, provenant d’ équins immunisés avec des do-
ses croissantes de venins bothropiques actifs, a été purifié
au moyen de précipitations salines, action enzimatique et
température. Ainsi, on obtient une immunoglobuline
hypotoxique et hyperimmunisante, capable de neutraliser
spécifiquement I’ action des venins de Bothrops neuwie-
di et alternatus.

Le produit, qui respecte les normes internationales, se
présente liquide, dans des flacons de 10 mli, conservé au
froid, et est distribué dans tout le territoire par le Minis-
tére de la Santé Publique uniquement.

L’ emploi thérapeutique de ce sérum, depuis le début,
a démontré sa compléte efficacité, ne s* étant pas produit
d’ accidents par son utilisation.

On conclut que la production nationale de cet immu-
nobiologique & neutralisation spécifique, est possible en
ce qui concerne les venins des serpents qui produisent
des accidents graves en Uruguay. Tout de méme, on as-
sure leur fournissement permanent a 100% du pays, tout
en restant indépendants des laboratoires étrangers.

Summary

The present work describes the process of production of
the bivalent antibothrops antiophidian serum for thera-
peutic purposes, first implemented in Uruguay at the Pro-
duction Division of Hygiene Institute of the Faculty of
Medicine.

The serum, derived from horses immunized with gro-
wing doses of active bothropic poisons, was purified by
means of saline precipitations, enzymatic action and heat.

In this manner it is possible to obtain a hypotoxic and
hyperimmune immunoglobulin, capable of neutralizing
sepecifically the action of poisons Bothrops neuwiedi
and alternatus.

The product, which meets international standards, pre-
sents a liquid consistence and is stored in 10 mi vials,
preserved refrigerated and distributed throughout Uru-
guay only by the Ministry of Public Health.

The therapeutic applications of this serum, from the
onset, displayed its total effectiveness with overall absen-
ce of accidents.

Available results have demonstrated the possibility of
domestic production of this immunobiologic with speci-
fic neutralization for poisons of ofidians which produce
a substantial number of accidents in Uruguay. Moreover
it ensures its permanent supply with 100% coverage, in-
dependently of foreign laboratories.
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