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RESUMEN

En el presente trabajo se investigd el efecto del
suero antiofidico polivalente, producido en Costa
Rica, sobre la actividad hemo-i-tica (CH50) del
complemento sérico humano (in vitro) y de
conejo (in vitro e in vivo). Mediante
experimentos in vitro, se encontr6 actividad
anticomplementaria ~ significativa en ambas
especies, tanto con suero antiofidico liquido
como con suero liofilizado y reconstruido. Para
determinar la relevancia in vivo del fenémeno
observado in vitro, se utiliz6 un modelo
experimental en conejos. Se inyectd a los
animales una dosis de suero antiofidico de 2
ml/Kg por via intravenosa, y sus niveles de
complemento sérico se determinaron a los 0
(antes de la inyeccion), 15, 60 y 120 minutos. Se
encontr6 una disminucion significativa de la
actividad del complemento sérico, evidente
desde los quince minutos después de la
administracion del suero polivalente. También
se investigo el efecto del suero antiofidico sobre
el nivel del componente C3 en suero humano, in
vitro. No se encontré variacion significativa en
este pardmetro, mediante la técnica de
inmunodifusién radial. La actividad anticomple-
mentaria ejercida por el suero antiofidico podria
explicar, al menos parcialmente, la aparicion de
reacciones adversas tempranas, de tipo
anafilactoide, en algunos pacientes, luego de su
administracion en el tratamiento de mordeduras
de serpiente. (Rev. Cost. Cienc. Méd. 1989;
10(1):).

INTRODUCCION

Desde sus origenes, la utilizacion de antitoxinas
de origen heterélogo con fines terapéuticos ha
presentado el problema de las posibles
reacciones adversas (8). La Organizacion
Mundial de la Salud clasifica dichas reacciones
como tempranas y tardias (18). Las reacciones
tempranas se definen como las que ocurren
dentro de las veinticuatro horas posteriores a la
administracion del suero (o sus fracciones) y su
severidad varia desde reacciones leves hasta
letales. Las reacciones severas tempranas son
frecuentemente llamadas “anafilactoides”,
cuando hay hipotensién con o sin colapso u
obstruccion de vias respiratorias. Estas
reacciones inician pocas horas después de la
administracion intramuscular del suero, o mucho
antes cuando se utiliza la via intravenosa. A
diferencia de otro tipo de reacciones tempranas,
las anafilacticas verdaderas, no participa la IgE
en su mecanismo de accion. Por otra parte, las
reacciones tardias se presentan tipicamente
entre los cinco y veinticuatro dias después de la
administracion del suero (o sus fracciones). Sus
caracteristicas clinicas incluyen fiebre, urticaria,
artralgia, linfadenopatia, proteinuria o]
neuropatia (4, 15, 18).

Las reacciones tempranas fueron consideradas
en un tiempo Unicamente como reacciones por
hipersensibilidad inmediata (tipo I, mediadas por
IgE) hacia las proteinas séricas heterdélogas, por
lo general equinas. Sin embargo, su prevalencia
en poblaciones nunca expuestas al antigeno y
la ausencia de hipersensibilidad cutanea



especifica en la mayoria de los pacientes
posteriormente  reactivos, han sugerido la
existencia de otros mecanismos adicionales
(10). Entre los mecanismos citados para explicar
estas reacciones adversas se encuentra la
activacion de complemento (1, 14). Sutherland
(17) examindé nueve tipos de sueros antiofidicos
equinos comerciales, de nueve distintos paises,
y encontré6 niveles significativos de actividad
anticomplementaria in vitro en ocho de las
muestras  estudiadas.  También  encontro
actividad anticomplementaria en antitoxinas de
origen equino contra las exotoxinas de difteria,
tétanos y gangrena. Segun el autor, el hallazgo
de una marcada actividad anticomplementaria in
vitro implica que existe el potencial de que los
antis ueros causen reacciones tempranas de
tipo anafilactoide. Estas reacciones son
impredecibles, dado que por no estar
relacionadas con la exposicion previa a la
proteina heterdloga, no son detectadas por las
pruebas cutdneas previas a la administracion
del antiveneno (17).

Las  observaciones sobre la  actividad
anticomplementaria de los sueros antiofidicos
producidos en diversos paises, nos motivaron a
estudiar dicho efecto en los sueros producidos
en Costa Rica, sobre los cuales no existia
ninguna informacion al respecto. Para esto
realizamos experimentos in vitro, con sueros
humano y de conejo, y experimentos in vivo
utilizando el conejo como modelo experimental.

MATERIAL Y METODOS

Muestras:

Se utilizaron muestras de suero fresco humano
y de conejo, de individuos aparentemente
sanos, de ambos sexos. Las muestras fueron
extraidas por puncion venosa (humanos) o
arterial (conejos; arteria central de la oreja), se
dejaron coagular por 30 mm y se centrifugaron
por io mm a 500 xg. Seguidamente se separo el
suero y se analiz6 en un tiempo no mayor de
una hora desde la puncion.

Suero antiofidico:

Se utilizé el suero polivalente de origen equino
producido en el Instituto Clodomiro Picado,
Universidad de Costa Rica (lotes P-177 y P-170
liquidos, y P-170 liofilizado). La mezcla
antigénica para producir este antiveneno incluye
los venenos de Bothrops asper, Crotalus
durissus durissus y Lachesis muta stenophrys
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Determinacion de la actividad del com plemento
(CH50) en suero humano y de conejo:

Para determinar la actividad hemolitica del
complemento sérico humano se utilizé un
método de CH50 previamente descrito (11). La
sensibilizacion de los eritrocitos de carnero se
realiz6 con una dilucion final de 1:600 de
hemolisina de conejo anti-eritrocitos de carnero
(lote 101; Instituto Clodomiro Picado). Para la
determinacion del complemento de conejo se
utilizé el mismo método citado, pero con una
dilucién inicial de 1:5 del suero (en vez de 1:20)
ya que su actividad hemolitica es menor que la
del complemento humano. Todas las muestras
se analizaron por duplicado. Las lecturas
espectrofotométricas se procesaron mediante
un programa en BASIC (9) par calcular la
actividad CH50 en unidades/ml (U/ml), a partir
de la linea de regresion log (Y/1-Y) vs. log (ul de
suero).

Efecto del suero antiofidico sobre el
complemento humano in vitro:

Para determinar dicho efecto se realiz6 una
prueba preliminar con el suero de dos
donadores normales. Se agregd 0,2 ml de suero
antiofidico (liofilizado/reconstituido o liquido) a O,
2 ml del suero humano, como parte de la
dilucién 1:20 del esquema normal de trabajo. Al
control se le agregé 0,2 ml del amortiguador de
barbital en vez del suero antiofidico. Las
mezclas se incubaron a 37°C durante 15 mm vy
posteriormente se analizaron por CH50, por
duplicado. Como control, se demostro
previamente que el suero antiofidico por si
mismo no posee accion litica en el sistema de
CH50 utilizado.

Para determinar si el efecto anticom-
plementario sigue una relacion dosis-



respuesta, se analizaron las muestras de suero
provenientes de cinco donadores. Cada muestra
se probd con diferentes cantidades de suero
antiofidico, para lo cual se agregd una cantidad
constante (0,2 ml) de suero humano a cuatro
tubos diferentes: al primero (control) no se le
agreg06 suero antiofidico, a los restantes se les
agregé 0,05, 0,10 y 0,20 ml del suero
polivalente, respectivamente (a tres de las
muestras se les agregd suero antiofidico
liofilizado/reconstituido y a las otras dos se les
adicion6 suero antiofidico liquido). Todas las
mezclas se llevaron a una dilucién final de 1:20
en barbital, se incubaron por 15 mm a 37°C y se
analizaron por CH50, por duplicado.

Efecto del suero antiofidico sobre el
complemento de conejo in vitro:

Se utlizaron muestras de suero de cuatro
conejos. Cada muestra se prob6 con diferentes
cantidades de suero polivalente liquido, para lo
cual se agreg6 una cantidad constante (0,8 ml)
de suero de conejo a cuatro tubos: al primero
(control) no se le agregd suero antiofidico, a los
restantes se les agreg6 0,2, 0,4 y 0,8 ml del
suero antiofidico, respectivamente. Todos los
tubos se llevaron a una dilucién final de 1:5 en
barbital, se incubaron 15 mm a 37°C y luego se
analizaron por CH50, por duplicado.

Efecto del suero antiofidico sobre el
complemento de conejo in vivo:

Se utilizé cinco conejos, de 1500 a 2000 g de
peso corporal, a los cuales se les tomé una
muestra de sangre en el tiempo cero (antes de
la  administracion del suero antiofidico).
Inmediatamente se les inyectd suero polivalente
liquido, por via intravenosa, en una dosis de 2,0
mIMg de peso. El suero se administré sin diluir,
en un tiempo de 3060 seg. La dosis fue
escogida con el fin de equiparar o superar
ligeramente las dosis utilizada en casos de
envenenamiento severo en humanos. Pos-
teriormente se tomd muestras de sangre a los
15, 60 y 120 mm, y se les determiné la actividad
hemolitica del complemento, por duplicado.

Efecto del suero antiofidico sobre la fraccion C3
del complemento humano:

Se utilizaron placas de inmunodifusién radial
para la cuantificacion de C3 humano
(Immunoplate, Cooperbiomedical, Pennsylvania,
E.U.A)). Esta prueba se realiz6 con suero de
dos donadores, a tres distintas concentraciones
de antiveneno. Se hicieron diferentes diluciones
de las muestras agregando una cantidad
constante de suero humano (0,2 ml) y diferentes
cantidades de suero polivalente: control (suero
humano solo), 0,025 ml, 0,050 ml y 0,10 ml del
suero polivalente, completando el volumen a 0,3
ml con solucién salina. Después de incubar 15
mm a 37°C, se analiz6 cada dilucion por
duplicado. Las concentraciones de C3 se
calcularon con base en una curva de calibracion
realizada con los estandares internos del
método.

Estadistica:

Para la comparacion de promedios se utilizo la
prueba de t de Student, mediante el programa
MICROSTAT (Ecosoft Inc., E.U.A.) para IBM.

RESULTADOS

Efecto sobre el complemento humano in vitro:

En la prueba preliminar (Fig. 1), se encontr6 que
el suero antiofidico (liquido y liofilizado) causé
una ligera pero estadistica-mente significativa
(p.<0,01) disminucién en la actividad CH50, en
ambas muestras de suero. En la Fig. 2 se
muestra el efecto de disminucion de la actividad
de complemento en las muestras de suero,
ejercido tanto por el suero polivalente liquido
(Fig. 2a) como por el liofilizado (Fig. 2b).

Efecto sobre el complemento de conejo in vitro:
También con suero de conejo se dio una
disminucién en la actividad CH50. La dis
minucion fue significativa a p<0,01 en tres de los
cuatro sueros probados y a p<0,05 en el
restante (Fig. 3).



Efecto sobre el complemento de conejo in vivo:
En la Fig. 4 se muestra el efecto producido
sobre la actividad de complemento sérico en
cinco conejos, luego de la administracion
intravenosa del suero antiofidico polivalente. Se
observé una disminucion en la CH50 desde los
15 mm después de haber administrado el suero.
Dicha deplecion se mantuvo relativamente
estable a los 60 y 120 mm luego de la aplicacion
del suero antiofidico. A los 15 mm, el efecto fue
significativo (p<0,01) en cuatro de los cinco
conejos.

Efecto sobre la fraccion C3 del suero humano in
vitro:

La concentracion de C3 de las muestras control
y de las muestras incubadas previamente con
suero antiofidico a diferentes diluciones no
mostro diferencias significativas (p>0,05).

DISCUSION

Los presentes resultados muestran que el suero
polivalente antiofidico producido en Costa Rica,
tanto liquido como liofilizado, posee actividad
anticomplementaria sobre el suero humano in
vitro. Este efecto es moderado pero significativo.
En este sentido debe tomarse en cuenta que,
por su naturaleza, el método de G450 es poco
sensible para detectar disminuciones del
complemento, y probablemente requiera de un
consumo sustancial del mismo para dar
resultados bajos (7; 13). El hecho de que no se
observara disminucién en el componente C3 in
vitro podria deberse al métado empleado para
su cuantificacién, dado que la inmunodifusién
radial no distingue entre componente funcional e
inactivo. El hallazgo de actividad anticom-
plementaria en el antiveneno elaborado en
Costa Rica coincide con las observaciones
efectuadas por Suherland (17) y Malasit et al.
(10), quienes demostraron un efecto in
vitro de los sueros antiofidicos producidos

en otros paises sobre la actividad del
complemento. Algunos investigadores han
sugerido que este fenémeno podria ser una
causa potencial de reacciones adversas
tempranas, de tipo no anafilactico (14, 17). Sin
embargo, este punto ha sido dificil de demostrar
en estudios clinicos. Existen dificultades
importantes para realizar estudios clinicos
controlados sobre los efectos adversos de los
sueros antiofidicos, y en particular para evaluar
la posible participacién del complemento en los
mismos. Por una parte, el paciente que recibe el
suero antiofidico ha sido inocuado con alguna
cantidad de veneno, y es sabido que una gran
variedad de venenos pueden activar
directamente el sistema de complemento (2).
Por otra parte, los anticuerpos del suero
antiofidico van a formar complejos inmunes con
las toxinas del veneno, los cuales podrian
activar el complemento (12), de tal modo que la
interpretacion de las  alteraciones  del
complemento en la seroterapia antiofidica es
compleja. Una situacién especial se da en el
caso de la seroterapia con preparaciones de
inmunoglobulinas homélogas (por ejemplo, en
pacientes con agamaglobulinemia o]
hipogamaglobulinemia), ya que, a diferencia de
los envenenamientos, no se tiene la formacion
de complejos antigeno-anticuerpo, ni la accion
de componentes toxicos. Day et al. (5)
demostraron que la administracion intravenosa
de inmunoglobulinas humanas, en un grupo de
pacientes con sindromes de inmunodeficiencia
humoral, causé activacion y consumo de
complemento. Sin embargo, debe destacarse
gue esto no siempre correlacion6 con la
aparicion de reacciones adversas en los
pacientes.

En el presente estudio, investigamos el efecto
anticomplementario in vivo del suero antiofidico
en conejos, para determinar si el fendmeno
observado in vitro puede tener relevancia o no.
Los resultados indicaron que, por lo menos en
esta especie, ocurre una clara disminucién en la
actividad global del complemento, minutos



después de la administracién intravenosa de
suero  antiofidico. Aunque no  podemos
extrapolar con certeza estos resultados al
humano, ellos sugieren que el efecto anti-
complementario observado en las condiciones
artificiales de la preincubacién de suero humano
y suero antiofidico in vitro, podria darse también
en pacientes. Al respecto cabe citar las
observaciones realizadas en Costa Rica por De
Franco et al. (6), quienes hallaron una
frecuencia de 21,8% de reacciones tempranas
anafilactoides al suero antiofidico estudiado en
el presente trabajo, al analizar ciento sesenta
casos de envenenamiento ofidico en la regién
del Pacifico Sur. Solamente en un caso se
presentd choque anafilactico. Dichos autores
describen  también que las reacciones
anafilactoides ocurrieron dentro de los primeros
diez a quince minutos de la infusién del suero, el
cual se administré diluido en soluciéon salina
fisiolégica (6).

¢Puede afirmarse que la activacion de
complemento inducida por sueros antitoxicos u
otras preparaciones de inmunoglobulinas cause
reacciones adversas tempranas? Aunque
diversos investigadores sefialan que esto no ha
sido claramente demostrado aun (5, 10), existe
una tendencia general a producir preparaciones
seroterapéuticas cada vez mas refinadas, y a
buscar métodos para disminuir la actividad
anticomplementaria dalas mismas (16, 18).
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ABSTRACT

The anticomplementary activity of polwalent
antivenom produced in Costa Rica was
investigated on human (in vitro) and rabbit (in
vitro and in vivo) serum complement. A
significant effect was observed in both species in
vitro, using either liquid or lyophilized antivenom.
In order to explore the in vivo relevance of these
findings, an experimental model in rabbits was
utilized. Antivenom (2 ml/Kg body weight) was
injected intravenously, and CH50 was mea-
sured before and 15, 60, and 120 minutes after
injection. A significant decrease of complement
activity occurred at 15 minutes and later periods.
On the other hand, the effect of antivenom on
human serum C3 concentration in vitro was not
significant, when using radial immunodiffusion
for quantitation. Anticomplementary activity of
antivenom could explain, at least partially, the
occurrence of early adverse reactions in some
patients after treatment of  snakebite
envenomation.
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Figura 1: Efecto del suero antiofidico polivalente sobre la actividad hemolitica del complemento humano in vitro. Ay
B representan dos muestras de suero humano. La actividad CH50 se determiné luego de mezclar estas con suero
antiofidico liquido (SP-LQ), liofilizado (SP-LF), o con amortiguador (control). Cada barra representa el promedio de
dos determinaciones + 1 desviacién estandar. *=p<0,05; **=p<0,01.
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Figura 2: Relacion dosisrespuesta en el efecto del suero antiofidico polivalente sobre la actividad hemolitica del
suero humano in vitro. La actividad CH50 se determiné luego de mezclar las muestras con cantidades variables de
suero antiofidico liquido (SP-LQ) o liofilizado (SP-LF). Cada linea representa una muestra y cada punto es el
promedio de dos determinaciones. Todas las diferencias respecto al control son significativas o altamente
significativas. Las desviaciones estandar son menores de 2 U/ml en todos los puntos.



CH50 (U/ml)

0 ] 1 1 4
0 0.2 0.4 0.6 0.8

mi de SP-LQ AGREGADOS

Figura 3: Relacidon dosis-respuesta en el efecto del suero antiofidico polivalente sobre la actividad hemolitica del
suero de conejo in vitro. La actividad CH50 se determiné luego de mezclar las muestras de suero de conejo con
cantidades variables de suero antiofidico liquido (SP-LQ). Cada linea representa una muestra y cada punto es el
promedio de dos determinaciones. Todas las diferencias respecto al control son significativas o altamente
significativas. Las desviaciones estdndar son menores de 0,8 U/ml en todos los puntos.
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Figura 4: Efecto del suero antiofidico polivalente sobre la actividad hemolitica del complemento de conejo in vivo.
Los conejos recibieron una dosis de 2 ml/kg de antiveneno por via intravenosa. Su actividad CH50 se determind
antes de la administracion (tiempo 0) y posteriormente a distintos intervalos. Cada linea representa un animal y cada
punto es el promedio de dos determinaciones. Todas las diferencias respecto al valor inicial son significativas o
altamente significativas. Las desviaciones estandar son menores de 1,0 U/ml en todos los puntos.
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