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Caracteristicas bioquimicas y accion bioldgica de una
hemorragina del veneno de Bothrops brazili

MARTIN ISLA, ORESTES MALAGA, ARMANDO YARLEQUE
Laboratorio de Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Biol6gicas - UNMSM.

RESUMEN

OBJETIVO: Caracterizar la hemorragina aislada de B. brazili y determinar si el suero antibotrépico
polivalente es capaz de neutralizarlo. MATERIAL Y METODOS: Se ha purificado una hemorragina del
veneno de Bothrops brazili a través de dos pasos cromatograficos en Sephadex G-100 y CM Sephadex C-
50, usando buffer acetato de amonio 0,05M pH 7. En este Gltimo sistema, la proteina fue eluida con NaCl
0,3M y el andlisis electroforético en PAGE-SDS mostré una sola banda proteica. Usando caseina como
substrato se determin6 una purificacion de 8,4 veces, habiéndose calculado la dosis hemorragica minima
(DHM) en 6,61 ug usando ratones albinos. RESULTADQOS: El andlisis de carbohidratos asociados a la
hemorragina reveld un contenido de 8,05% de hexosas, 11,62% de hexosamina y 0,69% de &cido sialico,
en tanto que su resistencia térmica fue registrada hasta 50°C por 10 minutos, ya que temperaturas mayo-
res la inactivaron. La hemorragina fue muy inestable a pH 5,0 mientras que el tratamiento con EDTA,
acido glutamico y glutation 5 mM también produjeron una severa inhibicion, tanto en su accién hemorrégica
como en su actividad caseinolitica. En cambio, por adicidn de iones calcio (10mM) se incremento la
intensidad del &rea hemorragica. CONCLUSIONES: Los ensayos de inmunodifusion e inmunoelectroforesis
demostraron que el suero antibotrépico polivalente (Instituto Nacional de Salud [INS] - Lima) reconoci6
a la fraccion hemorragica y las pruebas de neutralizacién in vivo dieron como resultado la inhibicién del
veneno crudo, pero no de la hemorragina purificada.

Palabras clave: Botropos; veneno de crotalidos; viperidae; inmunodifusion; inmunoelectroféresis.

BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL ACTION OF AN
HAEMORRHAGINE FROM THE Bothrops brazili VENOM

SUMMARY

OBJECTIVE: To characterize a hemorrhagic protein from Bothrops brazili snake venom and to determi-
ne if the polyvalent antibotropic serum is able to neutralize it. MATERIAL AND METHODS: A
hemorrhagic protein from Bothrops brazili snake venom was purified through two chromatographical
steps: Sephadex G-100 and CM Sephadex C-50, respectively, using 0,05M ammonium acetate buffer pH
7. In the last chromatographical system the protein was eluted after 0,3M sodium chloride was applied;
thus, a unique band was achieved by PAGE-SDS. A hemorrhagic action monitored through caseinolytic
activity obtained 8,4 folds of purification and the minimum hemorrhagic dose (MHD) was 6,61 ug in
albine mice. RESULTS: A structural analysis of associated carbohydrates showed 8,05% of hexoses,
11,62% of hexosamines, and 0,69% of sialic acid; its termostability was detected at 50°C for 10 minutes
while total inhibition was observed above this. This protein was very unstable at pH 5, 5mM; EDTA,
glutamic acid and glutatién had potent inhibitor effects. In contrast, L0mM of Ca*? increased the hemorrhagic
area. CONCLUSIONS: Both inmunodiffusion and inmunoelectrophoresis essays showed that polyvalent
botropic antivenom (NIH-Lima) recognized the hemorrhagic protein. Furthermore, in vivo experiments
showed that the antivenom was capable to neutralize the whole venom but not purified haemorrhagine.
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INTRODUCCION

Bothrops brazili, conocida cominmente como
“Jergén Shushupe” () es una serpiente ponzo-
flosa que pertenece a la familia Viperidae,
subfamilia Crotalinae. Habita en América del
Sur, reportando su presencia en Brasil, Colom-
bia, Ecuador, Guyana, Perd, Surinam y Guayana
Francesa (?). En nuestro pais se distribuye en
los departamentos de Amazonas, Loreto, Ma-
dre de Dios y Ucayali. Esta serpiente presenta
foceta loreal, importante 6rgano termoreceptor,
lo cual es una caracteristica taxonémica de las
especies de la subfamilia Crotalinae. Ademas
tiene contextura robusta, con una longitud pro-
medio de 1,20 m. EIl dorso de estos animales es
de color pardo con dibujos oscuros en forma de
triangulo, los cuales tienen manchas en su vér-
tice. EI vientre es de color crema y se le ubica
frecuentemente en la floresta primaria. Sus ali-
mentos principales son roedores y lagartijas.
Tienen fecundacidn interna y reproduccién
ovovivipara (%). Se conoce que la caracteristica
mas importante del Bothrops brazili es la de
producir abundante cantidad de veneno en sus
glandulas en comparacion con otros vipéridos
(%), calculdndose que puede inyectar hasta 4 mL
de veneno en una mordedura. Por ello, un caso
de ofidismo causado por Bothrops brazili tiene
graves consecuencias, tanto por los componen-
tes toxicos presentes en su veneno como por el
volumen que puede inocular.

Se sabe que la sintomatologia de un envene-
namiento botropico, es decir, aquel accidente
causado por especies del género Bothrops, tie-
ne las siguientes caracteristicas: dolor intenso
en la zona afectada, hemorragia, formacién de
edema, descenso de la presion arterial, apari-
cion del sindrome de coagulacién intravascular
diseminada, hemdlisis y posterior necrosis. Es-
tas alteraciones, cuando el accidente es causado
por Bothrops brazili, pueden ser méas graves,
especialmente en cuanto a la hemorragia; de alli
gue el tratamiento clinico debe ser rapido y ade-
cuado para atender estos casos.

Escobar y col, en 1996 (%), reportaron la
presencia de una enzima proteolitica con ac-
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cién sobre fibrinégeno y efecto hemorragico,
la cual estaba presente en el veneno de B.
brazili. Por su parte, Azafiero y col, en 1996
(®), estudiaron dicha enzima, encontrando que
tenia accion sobre la fibrina y el fibrindgeno,
llamandola enzima fibrinogenolitica. El estudio
de esta proteina en cuanto a su accioén
hemorragica fue sdlo explorativo. Se define la
hemorragia como la ruptura de las paredes de
los vasos sanguineos por compuestos llamados
factores, principios hemorragicos o
hemorraginas (), produciendo la salida de san-
gre en los vasos dafados. Las hemorraginas ata-
can las células endoteliales de los vasos san-
guineos, degradan las proteinas de los com-
ponentes de la lamina basal como de la matriz
extracelular (8). Muchas hemorraginas degradan
dichos vasos sanguineos con patrones patolégi-
cos celulares similares, como la destruccién de
la membrana plasmaética, la desorganizacion de
la lamina basal, entre otros (*!°). Como conse-
cuencia de ello, la victima sufre un desequili-
brio local o sistémico (*!). Debido a las impor-
tantes funciones que realiza la sangre, la hemo-
rragia es uno de los sintomas mas severos que
se presenta durante un cuadro de ofidismo, sien-
do tan grave que por sélo esta causa una perso-
na puede fallecer, puesto que la falta de meta-
bolitos y especialmente la carencia de oxigeno
produce dafios irreversibles en 6rganos vitales.

Por tanto, el motivo de la presente investiga-
cion fue caracterizar la hemorragina aislada de
B. brazili y determinar si el suero antibotrépico
polivalente es capaz de neutralizarlo.

MATERIAL Y METODOS

El veneno de B. brazili fue obtenido de
especimenes procedentes de la zona del Alto
Marafién, departamento de Amazonas, y man-
tenidos en el Serpentario “Oswaldo Meneses”
del Museo de Historia Natural de la UNMSM.

La concentracién de proteinas fue estimada
alternativamente por la D.O. a 280 nm en un
espectrofotometro Shimadzu y por el método de
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Lowry et al. (*?) usando albumina sérica bovina
como proteina estandar. La actividad proteolitica
fue determinada por el método de Takahashi y
Ohsaka (*®), usando como substrato caseina al
2% en buffer Tris HCI 0,2M a pH 8,5. Los
productos acido solubles obtenidos por accion
enzimatica fueron medidos a 280 nm.

La actividad hemorragica se llevd a cabo
inoculando por via intraperitoneal ratones
albinos de 20-22g soluciones de 0,1 mL de ve-
neno crudo y de la hemorragina purificada, si-
guiendo el método de Kondo (**) modificado por
Lomonte et al (**). Luego de dos horas, los ra-
tones fueron sacrificados, determinandose el area
hemorragica formada, para lo cual se midio el
diametro mayor de cada area. La dosis minima
hemorragica (DHM) correspondio a la cantidad
de muestra que produce un area hemorragica de
10 mm de didmetro obtenida al graficar las do-
sis de muestras en escala logaritmica versus el
diametro de las areas producidas expresadas en
milimetros.

La purificacion de la hemorragina se realizo
de acuerdo con la técnica desarrollada por
Azafero y col (). Para ello se preparé una mues-
tra que contenia 50 mg/mL de veneno de
Bothrops brazili en buffer acetato de amonio
0,05M a pH 7,0, removiéndose los restos inso-
lubles por centrifugacién a 4 000 rpm por 15
minutos. La fraccion soluble fue aplicada a una
columna de filtracién molecular en Sephadex G-
100 (17,9 x 2,1 cm) equilibrada con el mismo
buffer, colectdndose fracciones de 2 mL. En cada
fraccion se determiné la absorbancia a 280 nm
y la actividad sobre caseina. Las fracciones del
segundo pico con mayor actividad proteolitica
fueron juntadas y aplicadas a una columna de
CM-Sephadex C-50 (14,6 x 1,2 cm) equilibra-
da con el mismo buffer, aplicandose después de
dos volumenes de buffer inicial una solucién de
cloruro de sodio 0,3M y luego a 0,6M para des-
prender la proteina asociada al sistema. En cada
fraccion se midio la actividad proteolitica y la
accion hemorragica. El pool que contenia a la
hemorragina aislada fue sometido al analisis
electroforético en PAGE-SDS para determinar
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la pureza de la preparacion de acuerdo con la
técnica de Weber y Osborn (*°).

Con respecto a las propiedades de la protei-
na en estudio, el contenido de carbohidratos
asociados a la hemorragina fue analizado por el
método de Winzler, (}) para hexosas y
hexosaminas, habiéndose usado el método de
Warren (18) para la determinacion de acido
sialico.

La estabilidad térmica de la proteina fue eva-
luada en un rango de temperatura de 37 a 70°C.
Para ello se prepar6 alicuotas de 0,5 mL de
muestra, incubandose los tubos por 10 minutos
a 37, 50, 60 y 70°C. Luego de que las muestras
se enfriaron a temperatura ambiente, se midio
la actividad hemorréagica con 0,1 mL equiva-
lente a 10 ug de la hemorragina.

Para observar el efecto del pH, se tomo una
muestra de hemorragina 0,5 mL en buffer acetato
de amonio 0,05M pH 7,0 y se la colocé en una
bolsa de didlisis, efectuandose este procedimien-
to por 12 horas a temperatura ambiente con tres
cambios de solvente, que en este caso fue bu-
ffer acetato de amonio 0,1M pH 5,0. Luego se
determiné la actividad usando 22 ug de protei-
na. Asi mismo, se evalu6 la capacidad de
hemorragina para hidrolizar ésteres sintéticos,
como p-Tosyl arginil metil éster (TAME) vy el
coladgeno bajo la forma de azocoll. En el primer
caso, se incub6é 3 mL de TAME 0,12 mM en
buffer Tris HCI 0,05M pH 7,5 con 0,1 mL de
la proteina en estudio y luego se siguid
espectrofotometricamente el incremento de
absorbancia a 247 nm, de acuerdo con la técni-
ca de Schwert y Takenaka (*°). En el segundo
caso se usé 1,9 mL de azocoll (2mg/mL) en
buffer Tris HCI 0,1M pH 8,0 y 0,1 de muestra
(Img/mL). La muestra se incub6 a 37°C por 20
minutos y luego se afladié 1 mL de &acido
tricloroacético 0,44M para medirse la
absorbancia a 520 nm, siguiendo el método de
Chavira et al (*) modificado por Rodriguez y
Yarlequé (*).

La actividad especifica fue expresada en uni-
dades por minuto por mg de proteina. Una uni-
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dad de actividad se define como la cantidad de
enzima capaz de liberar grupos azo equivalente a
una unidad 6ptica de 0,001 por minuto a 520 nm.

En cuanto a la influencia de algunos agentes
quimicos sobre la actividad hemorragica, se uti-
liz6 concentraciones 5mM de EDTA,
mercaptoetanol, acido glutdmico, glutation, asi
como de los iones divalentes (Ca*2, Mg*?, Mn*2
y Zn*?) bajo la forma de cloruros. Mezclas que
contenian cada uno de los agentes mas la
hemorragina (14 ug) fueron preincubadas a 37°C
por 10 minutos, después de lo cual se determi-
no la actividad hemorragica en cada muestra.

Adicionalmente, se efectud ensayos para pro-
bar la antigenicidad de la proteina aislada. Para
ello se realiz6 pruebas de inmunodifusiéon usan-
do agarosa al 1% en buffer Veronal 0,08M pH
8,2 (#).

En ldminas portaobjetos se coloc6 3 mL de
agarosa y luego se hizo agujeros de 3 mm de
diametro y en los agujeros periféricos se coloco
2 ul de hemorragina (0,370 mg/mL), veneno
crudo (10 mg/mL) y albdmina bovina (0,1 mg/
mL), respectivamente, mientras que en el agu-
jero central se colocé 2 uL del suero
antibotropico polivalente (concentrado) prepa-
rado por el INS-Lima. Luego de colocar las l14-
minas en camara humeda a temperatura ambiente
por 22 horas, ellas fueron secadas a 50°C, tefii-
das con azul brillante de Coomasie 0,5% y de-
coloradas con metanol-acido acético hasta
visualizar las lineas de precipitacion.

Para los ensayos de inmunoelectroforesis, se
preparé laminas con agarosa al 1% y en cada
lado de la ldmina se hizo perforaciones de 1 x 4
mm, colocandose 2 uL de la hemorragina (0,370
mg/mL) y el veneno crudo (10 mg/mL), res-
pectivamente, para luego someterlo a una co-
rrida electroforética por una hora con una in-
tensidad de corriente de 6 mA por hora. Inme-
diatamente después se hizo una canaleta central
de 56 x 1 mm, en donde se colocd el suero
antibotropico polivalente, procediéndose a de-
jar las laminas en camara himeda durante 48
horas. Luego de lo cual se las coloreé con azul
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brillante de Coomasie al 0,5% y se efectud la
decoloracién, tal como el caso anterior, para
determinar las areas de precipitacion.

Finalmente, la hemorragina fue sometida al
analisis de neutralizacién in vivo con el suero
antibotrépico polivalente. Para ello, se preparé
preincubados que contenian 10 uL de suero con
18, 36, 54 ug de veneno crudo y en paralelo
con 10 6 20 ug de hemorragina. Luego de la
preincubacion por una hora a 37°C, se tomé
volimenes de 0,1 mL que fueron inyectados por
via intraperitoneal a ratones albinos para medir
la actividad hemorragica en cada caso. La dosis
de neutralizacion del suero antibotrépico Insti-
tuto Nacional de Salud (INS)-Lima indican que
10 mL del antiveneno neutralizan 32 ug de ve-
neno botrépico.

RESULTADOS

Aislamiento de la hemorragina de Bothrops
brazili

Las Figuras 1 y 2 resumen el procedimiento
cromatografico que permitié la purificacién de
la hemorragina en estudio, habiéndose usado la
medida de la actividad caseinolitica para seguir
su accidén. Esta proteina se obtuvo en la
cromatografia de filtracién sobre Sephadex-G-
100 en el segundo pico, y luego de pasar esta
fraccién por CM-Sephadex C50 a pH 7,0 la pro-
teina hemorragica fue recuperada al adicionarle
al buffer de corrida NaCl 0,3 M.

Usando ambos pasos cromatograficos, se
obtuvo una purificaciéon de 8,4 veces, un rendi-
miento de 97,5% y se recuperd 5,006 mg de
proteina activa, equivalente a 11,64% de la pro-
teina total (Tabla 1). Asi mismo, empleando la
técnica de PAGE-SDS en presencia de 2-
mercaptoetanol, se demostrd que la hemorragina
era una entidad homogénea constituida por una
sola cadena polipeptidica. Por otro lado, la de-
terminacion de la dosis hemorragica minima
(DHM), efectuada tanto en el veneno crudo
como en la proteina aislada, di6 valores de 6,17
ug y 6,61 ug, respectivamente.
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Figura 1.- Cromatografia de filtracion en Gel:
Sephadex G-100.

Presencia de carbohidratos

En la Tabla 2 se muestra los datos obtenidos
al medir cuantitavamente los carbohidratos aso-
ciados tanto al veneno crudo como a la
hemorragina. Se puede apreciar que el porcen-
taje de hexosas para la proteina purificada fue
de 8,05%, mientras que para hexosaminas fue-
ron 11,62% y 0,69% para 4cido sialico. En cam-
bio, en el veneno crudo se obtuvo valores por-
centuales de 0,99% para hexosas, 0,79% para
hexosaminas y 0,24% para &cido sialico. Por
tanto, podemos decir que la proteina
hemorragica es una glicoproteina bésica.

Figura 2.- Cromatografia de intercambio i6nico:
CM-Sephadex C-50.

Estabilidad a la temperatura y el pH

Los ensayos en animales de experimentacion
mostraron que la actividad hemorragica se re-
duce en un 50% aproximadamente al incubarse
la proteina a 50°C por 10 minutos en lugar de
37°C. En cambio, temperaturas de 60 y 70°C,
respectivamente, anularon la acciodn
hemorrégica.

Asi mismo, la proteina hemorrégica fue es-
table a pH 7,0 durante 6 semanas a temperatura
ambiente, pero se inactivo completamente en 1
hora al colocarla en un medio 4cido de pH 5,0.

Tabla 1.- Purificacion de la hemorragina de Bothrops brazili.

Proteina Actividad especifica  Purificacion U.T.A Rendimiento
mg %
Crudo 43,020 100,00 0,47364 1,000 20,376 100,00%
Sephadex G-100 10,372 24,11 1,34643 2,843 13,965 68,54%
CM Sephadex C-50 5,006 11,64 3,97025 8,382 19,875 97,5%

U.T.A: Unidad total de actividad proteolitica.
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Tabla 2.- Determinacién de carbohidratos.

Muestra Veneno crudo

carbohidratos

Hemorragina

Hexosas 0,99% 8,05%
Hexosaminas 0,79% 11,62%
Acido sialico 0,24% 0,69%

Efecto de agentes quimicos

El tratamiento con el agente quelante EDTA,
el acido glutamico y el glutation a concentra-
ciones de 5 mM produjeron una inhibicion total
de la hemorragina, tanto en su capacidad para
hidrolizar la caseina como para inducir hemo-
rragia en ratones albinos. En cambio, la adi-
cién de 2-mercaptoetanol o de los iones
divalentes ZN*2, Mg*? y Mn*2 no afectaron la
actividad de la proteina. En contraste, los iones
Ca*2, aun cuando no incrementaron el &rea
hemorragica, si produjeron mayor intensidad en
el sangrado (Tabla 3).

Tabla 3.- Efectos de algunos agentes quimicos
sobre la hemorragina.

Agentes quimicos Area hemorragica (%)

Control (B. acetato de

amonio 0,025 m) 100
EDTA (5 mm) 0
Acido glutamico (5 mm) 0
Glutation (5 mm) 0
Mercaptoetanol (5 mm) 100
Zinc (5 mm) 100
Magnesio (5 mm) 100
Manganeso (5 mm) 100

Antigenicidad y neutralizacion

Los ensayos de inmunodifusion e
inmunoelectroforesis. en los que se enfrent6 a
la proteina aislada contra el suero antibotrépico
polivalente, revelaron una sola linea o arco de
precipitacion, respectivamente, lo que demues-
tra que la proteina en estudio es antigénicamente
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reconocida por el antiveneno (Figuras 3 y 4).
Sin embargo, los ensayos de neutralizacion, en
los que se hizo preincubados del suero con la
proteina hemorragica, indicaron que, a diferen-
cia de lo que ocurre con el veneno crudo de B.
brazili, la hemorragina no es neutralizada por
el antidoto.

DISCUSION

Aun cuando se sabe que los venenos
botrépicos sudamericanos causan efectos biol6-
gicos muy notorios, como edema, hemorragia,
coagulacion intravascular diseminada,
hipotensidn y necrosis, cada uno de ellos tiene
como origen componentes bioactivos especifi-
c0s que estan presentes en forma tipica en la
ponzofa y que, como la mayoria, son compues-
tos de naturaleza proteica. Las variantes que se
encuentra en la composicién quimica de un ve-
neno son consecuencia del proceso de sintesis
proteica a nivel glandular en las serpientes y
los mecanismos que controlan este proceso
molecular (?*2%) de alli que se puede entender,
por ejemplo, que el veneno de B. atrox, que
habita en la floresta amazoénica de Brasil, dis-
ponga de una potente fosfatasa alcalina; mien-
tras que la que vive en la zona de Ucayali-Perq,
practicamente carece de esta proteina ().

Diferencias significativas en la composicién
de veneno también se ha encontrado en la espe-
cie L. muta localizada en Brasil, Peri y Costa
Rica vy, tal vez lo mas notorio, en este caso esta
relacionado con la enzima similar a trombina,
cuya mayor potencia fue determinada en la es-
pecie peruana ().

En el caso de B. brazili, uno de los efectos
biol6gicos mas severos observados clinicamente
es la profusa hemorragia que causa este vene-
no. Dado que la dosis hemorrdgica minima
(DHM) se incrementa muy ligeramente al me-
dirla usando la proteina purificada con respecto
al crudo, se puede colegir que el efecto obser-
vado, tanto en humanos como en animales de
laboratorio, corresponde a una elevada fraccién
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Figura 3.- Prueba de inmunodifusién.
(a) Hemorragina purificada (0,225 mg/mL).
(b) Veneno crudo (10 mg/mL).

(c) Albumina bovina (0,1 mg/mL).

(d) Suero antibotrépico (sin diluir).

del veneno con esta actividad. Esto quiere decir
que, por su potencia, la accion hemorragica es
practicamente la misma tanto en la ponzofia to-
tal como en la proteina aislada luego de 2 pasos
cromatograficos.

El hecho de que se haya podido purificar la
hemorragina mediante los 2 pasos antes indica-
dos, sugiere en primer lugar que, tratdndose de
una proteina bésica, su accion seria muy inten-
sa en tejidos acompafados de fluidos neutros o
alcalinos, teniendo los carbohidratos asociados
un rol activador de esta accion.

Por otro lado, la actividad hemorragica par-
cial detectada a 50°C seria un elemento a con-
siderar en la reduccion del efecto toxico de este
veneno a través de la hemorragina, mas no en
su inactivacion. Dicho de otra manera, en casos
probables en que la serpiente deba resistir tem-
peraturas de esta magnitud, su veneno perderia
parte de su accion hemorragica sin que ésta se
anulara.

En cuanto a los agentes quimicos ensayados,
es interesante notar la fuerte accion inhibidora
del EDTA, agente quelante que probablemente
extrae algun i6n metalico asociado a la activi-
dad hemorragica. Pero, tal vez es mas signifi-
cativa la inhibicién obtenida con el acido
glutamico y el tripéptido glutatién, puesto que
en estudios previos realizados en este laborato-
rio tanto el aminoacido como el tripéptido in-
dicado tuvieron una alta eficiencia para inhibir
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Figura 4.- Prueba de inmunoelectroforesis.
(a) Hemorragina purificada (0,225 mg/mL).
(b) Veneno crudo (10 mg/mL).

(c) Suero antibotrdpico (sin diluir).

varios venenos vipéridos. Asi como la activi-
dad de la enzima similar a trombina y las
proteinasas | y Il de la L. muta (?%), el meca-
nismo de esta inhibicion es adn desconocida.

Con respecto a la accién de los iones Mg*?,
Mn*2, Zn*2 y Ca*?, podemos decir que aquellos
mas bien incrementarian la accién hemorrégica,
lo que descarta por lo menos para este caso el
uso empirico de agentes como el gluconato de
calcio empleado como antiveneno en algunas
regiones de la selva peruana. Como se ha ob-
servado, el ion Ca*? especificamente aumenta
la intensidad hemorragica, aunque no necesa-
riamente el &rea producida.

Finalmente, un aspecto que llama mucho la
atencidn es que si bien es cierto la hemorragina
es fuertemente antigénica y, por tanto, forma
lineas tipicas de precipitacion con el antiveneno
botrépico polivalente, al parecer es poco sensi-
ble a la neutralizacion in vivo, lo cual significa-
ria que el efecto bioldgico podria ser prolonga-
do con las consecuencias ya descritas, aun lue-
go de la aplicacion del antiveneno. Obviamen-
te, la presente investigacion sera ampliada en-
focando este punto.
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