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Resumen

Bogado, F.; Nuiiez, S.; Mussart, N.B.; Picot, J.A.; Garcia Denegri, M.E.: Accion local de
vacunas elaboradas con veneno de Bothrops alternatus en equinos productores de suero
antiofidico. Rev. vet. 25: 2, 114-119, 2014. El objetivo del trabajo consistio en estudiar los
efectos locales causados por sucesivas inoculaciones de veneno de Bothrops alternatus, en
un grupo de tres equinos inmunizados para la produccion de suero antiofidico monovalente.
El adyuvante de Freund caus6 una respuesta importante para el estimulo inmunolégico, en
tanto que la inmunizacion con el veneno entero indujo sangrado local, edema, dolor y escape
de enzimas del tejido muscular. La reaccion local varié con las sucesivas vacunas, siendo
constantes la hemorragia local y la inflamacion, con formacion de abscesos en las Gltimas
inoculaciones. La actividad AST revel6 elevaciones significativas de su tasa sérica, en tanto
que LDH se increment6 de manera altamente significativa a partir de las 3 h con acmé a las 6
h y posterior descenso a las 24 h. En la primera vacunacion, CPK se elevo significativamente
a las 3 h y registro un segundo pico a las 24 h. Se observo una reduccion de la magnitud
de elevacion de las actividades enzimaticas en las tltimas inoculaciones (con altas dosis de
veneno), quizas debido a que los anticuerpos preformados hayan conferido proteccion y redu-
cido la destruccion de fibras musculares. Se concluye que los intensos efectos locales (dolor,
hemorragia y posterior fibrosis local) imponen ensayar nuevas técnicas de inmunizacion a
fin de minimizar los efectos adversos causados a los equinos.
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Abstract

Bogado, F.; Nuiiez, S.; Mussart, N.B.; Picot, J.A.; Garcia Denegri, M.E.: Local action of
vaccines elaborated with Bothrops alternatus venom in anti-venom donor horses. Rev. vet.
25: 2, 114-119, 2014. The aim of this work was to study the local effects caused by successive
vaccines prepared with Bothrops alternatus venom, in a group of three horses immunized
for the production of monovalent antivenom. Freund’s adjuvant caused a significant stimulus
to the immune response, whereas immunization with the whole venom induced leakage of
enzymes in muscle tissue together with local bleeding, edema and pain. Local reaction var-
ied with successive inoculations, with bleeding and inflammation being a constant in all the
cases, with formation of abscesses in the latter administrations. AST serum activity showed
significant elevations, as long as LDH was increased in a highly significant way starting from
the 3 h with a peak at 6 h and later descent at 24 h. The first vaccination induced significant
CPK elevations at 3 h and a second at 24 h. Reduction of enzymatic activities were registered
with the highest doses of venom, indicating that antibodies somehow prevented destruction
of muscle fibers but not vascular damage, evidenced by bleeding observed in the latter in-
oculations. It is concluded that the intense local effects were caused by immunization (pain,
hemorrhage and posterior fibrosis), suggesting the need of development of new immuniza-
tion methods in order to minimize adverse effects in anti-venom donor horses.
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INTRODUCCION

En el nordeste argentino habitan serpientes vene-
nosas pertenecientes a distintos géneros tales como
Bothrops (yarard), Crotalus (cascabel) y Micrurus (co-
ral), las que ante un posible agresor se defienden mor-
diendo a la victima y causandole una intoxicacion. El
mayor nimero de accidentes ofidicos es provocado por
Bothrops alternatus (yarara grande ¢ vibora de la cruz)
y Bothrops diporus (yarara chica) ®.

En particular, el veneno de especies botropicas de
América Latina induce en la victima una serie de efec-
tos locales complejos que incluyen sangrado, mione-
crosis y edema, en adicion a efectos sistémicos como
hemorragia, alteraciones en la coagulacion de la sangre,
shock cardiovascular y fallo renal agudo "% ¢, intoxi-
cacion que es tratada con la administracion de sueros
antiofidicos. En B. alternatus tales efectos son provo-
cados por una variedad de componentes proteicos del
veneno ', entre ellos fosfolipasa A, baltergina "> (me-
taloproteinasa), enzimas similares a trombina (trombin-
like), L-aminoxidasas y desintegrinas, entre otras ',

La fisiopatologia de la intoxicacion ofidica es bien
conocida, en tanto que han sido poco estudiados los
efectos que causan dosis subletales de veneno admi-
nistradas en animales para inducir la produccion de
inmunoglobulinas (anticuerpos), utilizadas en el trata-
miento de la intoxicacion ofidica. La Unica alternativa
terapéutica para la intoxicacion por accidente ofidico
contintia siendo la administracion de sueros hiperin-
munes producidos en distintas especies animales tales
como caballos > '3 821y gvinos %+ 6 4 152 entre otras
especies. Para ello se inmunizan los animales con do-
sis subletales progresivas de veneno entero, de manera
que sus toxinas no causen la muerte, pero si estimulen
el sistema inmune produciendo anticuerpos.

Debido a que los venenos no generan memoria in-
munolodgica, es necesario administrar mas de una va-
cuna como asi también reiniciar las vacunaciones en
cada ciclo de producciéon de suero hiperinmune. Estos
sueros antiofidicos estan constituidos por una gran va-
riedad de inmunoglobulinas que neutralizan los distin-
tos componentes del veneno. Pueden ser monovalentes
cuando en la inmunizacion de mamiferos se utilizan
vacunas elaboradas con el veneno de una especie de-
terminada de serpiente, en caso contrario polivalentes,
cuando se utilizan vacunas elaboradas con mezclas de
venenos de serpientes del mismo género y diferente es-
pecie o géneros diferentes, a fin de generar un amplio
espectro de proteccion de la intoxicacion respecto al
veneno correspondiente a la especie de serpiente que
causa el accidente °.

Los objetivos del trabajo consistieron en analizar
los efectos locales agudos que provoca la inmunizacion
con sucesivas vacunas elaboradas con dosis crecientes
de veneno de yarara grande (B. alternatus) adminis-
tradas a equinos para la produccion de suero antiofi-
dico monovalente. Asimismo, se planific6 evaluar la
respuesta a los adyuvantes utilizados durante la elabo-
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racion de los indculos, que consisten en una emulsion
de agua en aceite mineral conteniendo micobacterias
muertas, en el caso del adyuvante completo de Freund
(ACF) 10,

MATERIAL Y METODOS

Animales. Se utilizaron 5 equinos adultos de 3 a 4
afos de edad, de 450 a 550 kg, de los cuales dos de ellos
operaron como controles. Previo a la inmunizacion, los
animales fueron sometidos a examenes clinicos y de
laboratorio; desparasitados con febendazol (7 mg/kg) e
ivermectina (0,2 mg/kg) y se les efectuo el test de Cog-
gins (Lab. Inmunology) para descartar la presencia de
anemia infecciosa equina. Sistematicamente, luego de
cada vacuna los animales fueron objeto de examenes
clinicos y extracciones de sangre para distintos estu-
dios. Todos los experimentos fueron realizados bajo los
estandares éticos y de bioseguridad para animales de
experimentacion segtin el Comité de Etica de la Facul-
tad de Ciencias Veterinarias-UNNE (Protocolo N° 003).

Preparacion de la vacuna. El veneno de B. alter-
natus fue obtenido de ejemplares adultos del serpenta-
rio del Zoologico de la Ciudad de Corrientes, Argenti-
na. Luego de la extraccion, el veneno fue centrifugado
y desecado, conservandose a -20°C hasta el momento
de su uso. Para la preparacion del indculo, el veneno
fue disuelto en buffer fosfato (PBS, pH 7,2) y filtrado
a través de una membrana de nitrocelulosa de 0,22 um
(Millipore). Finalmente fue mezclado con ACF en la
primera aplicacion y con adyuvante incompleto de
Freund (AIF) en las restantes (Sigma-Aldrich, USA)
inyectados en la tabla del cuello. Cada uno de los ani-
males controles (n=2) recibieron 2 ml de PBS y luego
de una semana se administré AIF a uno de ellos y ACF
al restante. El proceso de preparacion de los indculos
fue realizado en condiciones de esterilidad.

Protocolo de inmunizacion. Los animales tratados
recibieron un volumen final de 10 ml (via SC), aplica-
dos en alicuotas de 2 ml distribuidos en 5 puntos dife-
rentes de la tabla del cuello, acorde al siguiente detalle:
dosis inicial de 0,75 mg mas ACF, luego se continuo
con dosis sucesivas crecientes a intervalos de 21 dias a
razon de 1,5; 2,5; 5,5; 10; 15; 22; 30 y 45 mg de veneno,
en estos casos con AIF.

Seguimiento clinico: la respuesta local fue contro-
lada diariamente, tomando en consideracion el estado
general, cambios en la temperatura local, dimensiones
de la reaccion inflamatoria y modificaciones en la sen-
sibilidad atribuibles a las vacunaciones. Periddicamen-
te los caballos fueron analizados por técnicas de copro-
logia cuantitativas.

Enzimograma muscular. Se tomaron muestras de
sangre sin anticoagulante 24 h después de la inyeccion
de las vacunas, realizadas a intervalos de 3, 6 y 12 h



116

para la obtencion de suero. La determina-
cion espectrofotométrica de creatinfosfo-
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Tabla 1. Respuesta de los animales controles (n=2) inoculados con
los vehiculos utilizados para las vacunas y de los animales vacuna-

quinasa (CK) se efectud por el método dos (n=3).

cinético UV (reactivos Randox Lab) ba-

sado en la medida de creatina formada en respuesta o Cozit;o;es 4 14 trazados "
la reaccion ADP/fosfo.creatina, le.ct}lras PBS (n=2) AIF (n=1) AC;a(nzl) ngiflgFi?I?&%)
a 340 nm. Para c.uantlﬁcar la actividad inflamacion i} 12h h 8- 10 min

de agp.artato amino transfergsa. (AST) temperat. local ) " i Tt

se utilizo el método UV optimizado ¢/ 4o o ) — — ey
NADPH-oxoglutarato, lecturas a 334 nm 0o ) " i S
(reactivos Wiener Lab). Para la determi- = . o no no si

nacion de lactato deshidrogenasa (LDH) decaimiento 1o o o si

se empled el método UV optimizado
con NADPH piruvato, lecturas a 340 nm
(reactivos Wiener Lab).

Tratamiento local. El tratamiento de las lesiones
causadas por las vacunas, consistieron en lavajes loca-
les con solucion de iodo-povidona y aplicacion de una
pasta cicatrizante conteniendo principios bacteriosta-
ticos, fungistaticos, antisépticos y antimiasicos. En la
etapa final de la inmunizacion, en algunos casos fue
necesario utilizar un compuesto a base de enzimas pro-
teoliticas (tripsina, alfa-quimotripsina, hialorunidasa)
y dimetilsulfoxido-DMSO (Desbridan T®), en aplica-
ciones intralesionales de aproximadamente 5 ml en
cada sitio, con el fin de disminuir las extensas areas de
fibrosis provocadas por el tejido cicatrizal.

Anadlisis bacteriologico del tejido con reaccion in-
flamatoria. Los materiales para el analisis bacteriolo-
gico fueron recolectados en condiciones de esterilidad
utilizando una jeringa de 5 ml. Las muestras se sem-
braron en medios para aerobios, Agar Sangre (Britania
B0414984) y Agar McConkey (Britania 0211405) para
bacterias y Agar Saboraud para hongos y levaduras.

Estadistica. Los calculos estadisticos fueron en-
marcados en un disefio completamente aleatorizado,
con arreglo factorial 4 por 7 (4 tiempos de control
post-inoculacion y 7 dosis diferentes de veneno). Con
la finalidad de realizar un analisis preliminar de los re-
sultados, se efectud estadistica descriptiva. Todas las
variables en estudio cumplieron con los supuestos de
normalidad, homogeneidad de las varianzas e inde-
pendencia. Al realizar el analisis de la varianza (ANO-
VA), se observé interaccion entre la dosis aplicada y
el tiempo post-inoculacion, indicando que los factores
estudiados no actuan independientemente, por lo cual
se realizo el analisis de los efectos simples del tiempo
trascurrido desde la aplicacion del veneno en las distin-
tas dosis inoculadas. Para aquellas variables en las que
se detectaron diferencias, las medias se compararon
mediante la prueba de Tukey.

RESULTADOS

En todos los casos el test de Coggins acuso resul-
tados negativos. Durante toda la experiencia los caba-

PBS: buffer fosfato; AIF: adyuvante incompleto de Freund; CF: adyuvante
completo de Freund.

llos se mantuvieron con coprologia cuantitativa menor
de 100 hpg. Del analisis bacteriologico de la piel de los
distintos puntos de vacunacion, tanto en caballos con-
troles como en los inoculados con veneno, no se obtuvo
aislamiento positivo en ninguna de las muestras para
microorganismos aerobios.

En los animales controles se presentd reaccion in-
flamatoria de intensidad variable, segtin fueran inocu-
lados con PBS, ACF o AIF, resultados que se detallan
en Tabla 1.

La Tabla 1 sefiala que las inoculaciones con PBS no
produjeron cambios locales en ninguno de los dos equi-
nos, solamente ausencia de apetito y decaimiento. En
el equino inyectado con AIF, la inflamacion local fue
evidente a partir de las 12 h, con incremento paulatino
de la dimension del area, que alcanzé 12 x 7,7 cm a las
24 h, cediendo totalmente la tumoracion a las 48 h. Se
acompaii6 de ligero incremento de la temperatura local
y escaso aumento de la sensibilidad.

El caballo que recibi6 ACF manifestd una defor-
macion en el area de inoculacion a partir de las 2 h,
acompafiado de aumento de la temperatura local. Ini-
cialmente el edema fue de 5 x 7 cm, pero luego se inten-
sifico alcanzando 24 x 14 cm a las 24 h. La deformacion
persistio y el tejido celular subcutaneo manifesté abun-
dante tejido fibroso a la palpacion, que permanecio lue-
go de 45 dias.

La exploracion clinica del area de inoculacion de
las vacunas conteniendo veneno demostré que inde-
pendientemente de las dosis aplicadas, la reaccion
inflamatoria local fue siempre intensa, caracterizada
por edema inflamatorio con intenso dolor y calor, en
principio, relacionado a los puntos de inoculacion. Sin
embargo, luego de transcurridas las primeras horas, tal
edema inflamatorio se extendio a las regiones ventrales
del cuello e incluso a los miembros, hecho atribuible a
los efectos de la gravedad. Luego de 48 h se presenta-
ron abscesos. Todos los animales respondieron satisfac-
toriamente al tratamiento local con la pasta cicatrizante.

El drenaje espontaneo de cada punto de vacuna se
produjo a través de una fistula, mientras que en algunos
casos fue necesario provocar dicho drenaje, la secre-
cion fue de tipo sanguineo-purulenta. Para minimizar
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las areas de cicatrizacion se aplico Debridan®, cuya res-
puesta favorable ocurrié luego de 5 dias. La resolucion
del proceso inflamatorio se produjo con fibrosis y sus-
titucion por tejido conjuntivo, sin observarse grandes
areas de depresion por pérdida de tejido a consecuencia
del efecto necrotizante del veneno.

Las tasas séricas de las enzimas obtenidas en los
cinco animales (experimentales y controles) previa-
mente a las vacunaciones fueron: AST: 65+5 mU/ml,
LDH: 85+5 mU/ml y CK: 65+6 mU/ml. En los grafi-
cos que muestran la evolucion temporal de las enzimas,
no fueron consideradas las dosis de 22 y 30 mg de ve-
neno por haber arrojado tasas séricas semejantes a las
de 45 mg.

La Figura 1 indica que a las 3 h posteriores a la
vacunacion con distintas dosis de veneno, AST mostrd
variaciones significativas p<0,05, en las dosis de 1,50 y
15 mg de veneno. Para enzima LDH no hubo diferen-
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Figura 1. Tasa sérica de enzimas en equinos (n=3)
vacunados con dosis progresivas de veneno de B. al-
ternatus, 3 h posteriores.
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Figura 2. Tasa sérica de enzimas en equinos (n=3)
vacunados con dosis progresivas de veneno de B. al-
ternatus, 6 h posteriores.
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Figura 3. Tasa sérica de enzimas en equinos (n=3)
vacunados con dosis progresivas de veneno de B. al-
ternatus, 24 h posteriores.
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cias significativa para las dosis 15 y 45 mg, pero si fue-
ron estadisticamente diferentes, para las demas dosis
partir de las 3 h posteriores a la vacunacion. La activi-
dad CK mostro igual comportamiento para las dosis de
10 y 15 mg de veneno y diferencias significativas para
las restantes dosis.

La Figura 2 muestra que a las 6 h posteriores a la
vacunacion, los valores de AST asumieron tasas simi-
lares a las dosis 2,50 y 5,50 mg de veneno. El mismo
comportamiento se registro en las dosis de 0,75 y 1,50
mg. Las demas dosis fueron diferentes entre si. La res-
puesta de LDH fue similar para las dosis de 5,50; 15 y
45 mg, las que resultaron estadisticamente diferentes
de las restantes. CK registro similar actividad a las do-
sis de 5,50 y 15 mg, de la misma manera que las dosis
de 10 y 45 mg. En cambio, los valores registrados a las
dosis de 0,75 y 1,50 mg fueron significativamente dis-
tintos al resto y entre ellos.

La Figura 3 revela que a las 24 h de las vacuna-
ciones, AST no reflejo variaciones entre las dosis de
0,75; 2,50; 5,50; 10 y 45 mg de veneno, en tanto que las
dosis de 1,50 y 15 mg fueron diferentes entre ellas y las
restantes. La respuesta de la enzima LDH fue estadis-
ticamente significativa entre las dosis aplicadas, salvo
las de 10; 15 y 45 mg, las cuales registraron respuestas
similares.

DISCUSION

Desde el punto de vista clinico, en los equinos con-
troles se observo que las administraciones de PBS y
AITF causaron dafios poco relevantes. En cambio, ACF
provoco una deformacion persistente y el tejido celular
subcutaneo manifesto a la palpacion abundante fibrosis
que permaneci6é mas de 45 dias, posiblemente por par-
ticipar activamente en el proceso inmunologico.

Los sintomas locales fueron mas intensos en los
caballos vacunados con veneno, quienes manifestaron
las lesiones tipicas del proceso inflamatorio agudo, con
edema muy manifiesto, que se extendié hacia la zona
pectoral acompaiiado de dolor y calor, evolucionan-
do luego a la formacion de abscesos acompaiiados de
areas necroticas que ulteriormente drenaron a través de
una fistula. Una vez cureteado el absceso, el proceso de
cicatrizacion fue rapido, aunque en algunas ocasiones
fue necesario el uso de medicamentos para disminuir la
formacion de tejido cicatrizal.

Todas las vacunas causaron dolor en las primeras
24 h, manifestado por las actitudes antialgicas, ano-
rexia, decaimiento y aumento de la sensibilidad a la
palpacion en el area de inoculacion. Desde el punto de
vista clinico, en los animales vacunados con veneno las
manifestaciones fueron siempre las mismas.

En las distintas etapas de vacunacion se utilizaron
adyuvantes, sustancias que afiadida a la formulacion
vacunal potencian la respuesta inmunitaria, circunstan-
cia demostrada en este trabajo por la intensa reaccion
inflamatoria inducida, que se intensifico cuando fueron
mezclados con los antigenos contenidos en el veneno.
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El ACF es uno de los adyuvantes mas poderosos; su
uso en medicina humana esta vedado por ser muy reac-
togénico. En cambio, el AIF, la emulsion a la cual no se
adiciono la micobacteria muerta, ha sido empleado en
formulaciones vacunales en seres humanos ».

Los adyuvantes inmunoldgicos se comenzaron a
desarrollar a partir de la segunda década del siglo XX,
cuando Ramoén y colaboradores observaron que los ca-
ballos que desarrollaban abscesos en el sitio de inyec-
cion del toxoide diftérico, generaban mayores titulos de
anticuerpos especificos que aquellos que no los tenian.
Posteriormente, se reportd que los abscesos generados
por la inyeccion de sustancias extrafias junto con el
toxoide, aumentaban la respuesta antitoxina en caba-
llos %, En el presente trabajo se estima que los adyu-
vantes de Freund debieron estimular significativamente
la respuesta de células dendriticas y macrofagos 7.

Asimismo, los resultados aqui obtenidos confirman
que los anticuerpos generados contra el veneno no neu-
tralizan los efectos locales causados por el mismo, a
pesar de que los tenores de dichos anticuerpos fueron
suficientes para neutralizar los efectos sistémicos que
provocaron las toxinas del veneno. Efectivamente, las
dosis iniciales causaron lesiones coincidentes con las
reportadas en accidentes naturales en el hombre ' y en
animales 7, consistentes en hemorragia, mionecrosis y
edema por accion de los componentes del veneno, po-
siblemente por activacion de leucocitos y liberacion de
sustancias endogenas que generalmente evolucionan
con pérdida parcial de tejidos y posterior cicatrizacion.
Las vacunas posteriores con dosis incrementadas de
veneno generaron lesiones que manifestaron activacion
del sistema inmunologico. Se observo organizacion del
proceso inflamatorio con formacion de abscesos de ta-
mafios variables que luego fueron drenados.

Debe recordarse que el veneno causa aumento de
permeabilidad vascular, estimula la infiltracion poli-
morfonuclear con migracion hacia el lugar de lesion,
bajo la influencia de factores quimiotacticos y -ademas-
en los tejidos inflamados los macrofagos liberan enzi-
mas lisosomales que aumentan la actividad fagocitica,
asi como proteasas que favorecen el efecto de limpieza
del area lesionada ¥, clinicamente evidenciada por la
formacion de abscesos. Efectivamente, cada una de las
vacunaciones con veneno, indujeron a la formacion de
granulomas y abscesos, cuya resolucion fue mas rapida
a medida que se avanzaba en el protocolo de vacuna-
cion.

Las tasas séricas de las enzimas de localizacion
muscular se incrementaron en concordancia con las le-
siones descriptas ut supra. La actividad sérica de AST
mostré moderados (aunque significativos) aumentos en
todos los tiempos estudiados. A la dosis de 5,5 mg de
veneno, LDH se incremento significativamente a partir
de las 3 h con pico maximo a las 6 h y posterior descen-
so a las 24 h. A la dosis de 2,5 mg de veneno se registro
una segunda elevacion a las 24 h. Otros investigadores
registraron elevaciones enzimaticas en inoculaciones
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experimentales de dosis unicas de distintos venenos de
serpientes del género Bothrops .

En el presente ensayo, la primera vacunacion pro-
dujo elevaciones de CK a las 3 h, repitiéndose el pa-
tron de segundo escape enzimatico a las 24 h, como
ocurriera con LDH. Tales elevaciones indican dafios
causados por el veneno a las fibras musculares. Fue
evidente que las primeras dosis de veneno causaron
midlisis mas intensas que las restantes. La subsiguiente
reduccion de actividad enzimatica puede interpretarse
como reflejo de un menor dafio muscular, seguramente
porque la mayor produccion de anticuerpos protegié en
cierta medida la destruccion de fibras musculares, no
asi el dafo vascular evidenciado por la intensa hemo-
rragia registrada incluso en la Gltima vacuna. Similar
evolucion de las actividades AST, LDH y CK fueron
detectadas durante la inmunizacion de equinos para la
produccion de suero antiofidico polivalente contra ve-
nenos de crotalidos °.

Los sueros antiofidicos polivalentes se obtienen
utilizando mezclas de veneno con el objeto de ampliar
el espectro de uso médico Los monovalentes son de
mayor utilidad clinica por su eficacia en la neutraliza-
cion de la intoxicacion ofidica cuando se utilizan para
el tratamiento de accidentes causados por la especie de
serpiente cuyo veneno se utilizé en la produccion del
suero mencionado . Independientemente de que las
vacunas sean preparadas con uno solo o mezclas de ve-
neno de varios géneros y/o especies, los efectos locales
son semejantes * . En este trabajo no se observaron
riesgos para la salud o vida de los equinos inmunizados;
no obstante se presentaron abscesos locales, fistulas y
fibrosis en el sitio de inyeccion. Otras experiencias que
utilizaron dosis tinica y elevada de veneno de Bothrops
Jararaca, Bothrops moojeni y Bothrops neuwiedii pro-
vocaron la muerte de los equinos "' con sintomas loca-
les semejantes a los reportados en este trabajo.

El equino es una especie que responde satisfac-
toriamente al estimulo antigénico de veneno para la
produccion de suero antiofidico, aspecto ampliamente
demostrado en la literatura consultada, la cual llamati-
vamente, no hace mencion a los intensos efectos loca-
les que no dejan de ser relevantes por generar malestar
en el animal con dolor en cada inoculacion, pudiendo
complicarse con laminitis, patologia que no se presento
en el presente trabajo.

A manera de conclusion, se demuestra la magnitud
de los efectos locales de la vacunacion con veneno de B.
alternatus (dolor, edema, hemorragia y posterior fibro-
sis local), los cuales imponen ensayar nuevas técnicas
de inmunizacién a fin de minimizar los efectos adver-
sos causados a los equinos. Futuras investigaciones de-
berian demostrar si algunas proteinas del veneno (de
menor toxicidad pero alta antigenicidad) podrian ser
utilizadas disminuyendo el nimero de inoculaciones
en los equinos y logrando acortar el lapso de produc-
cion de anticuerpos, minimizando el sufrimiento de los
animales utilizados en esta tarea.
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