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En nuestro pais ocurren en promedio 60 accidentes por ofidios ponzofiosos cada afio.
Salvo raras excepciones, estos son causados por la crucera, Bothrops alternatus
(DUMERIL, 1854) y la yara, Bothrops pubescens (COPE, 1870). El veneno de estos
ofidios se caracteriza principalmente por importantes alteraciones en la coagulacién y
dafo local pronunciado, particularmente en la zona de la mordedura. Esto puede derivar
en importantes secuelas como incapacitacion funcional del miembro mordido,
amputaciones, o incluso llevar a la muerte en caso de que no se reciba a tiempo la
correcta administracion de suero antiofidico en un centro asistencial. Existen diferentes
especies animales que poseen cierta resistencia parcial o total frente a la ponzofia de
los ofidios, incluyendo entre otros, varias especies de reptiles. En nuestro pais habita la
musurana negra, Boiruna maculata (BOULENGER, 1896), una culebra que se
especializa en depredar otras serpientes, entre ellas las del género Bothrops. Por esta
razon, la musurana se ve frecuentemente expuesta a mordidas, y en consecuencia a su
veneno, aungue estos incidentes no resultan en secuelas para la culebra. En el presente
trabajo se buscé determinar si la sangre de B. maculata es capaz de neutralizar alguno
o todos los efectos tdxicos del veneno de B. alternatus in vitro. Los resultados evidencian
que la sangre de B. maculata puede inhibir notablemente la actividad de las
metaloproteasas del veneno, que afectan la coagulacion y destruyen el tejido. En
contraste, la actividad hemolitica de las fosfolipasas A2 y la actividad enzimatica de las
L-amino oxidasas no se vio afectada por la sangre de B. maculata. Se realiz6 una corrida
electroforética de la sangre de esta culebra donde se encontraron componentes de alto
y bajo peso molecular, que podrian corresponder con el peso de algunos inhibidores
enzimaticos reportados para animales resistentes al veneno de ofidios. En base a estos
resultados se puede concluir que B. maculata posee en su sangre inhibidores de
metaloproteasas que le otorgan resistencia al veneno de B. alternatus, raz6n por la cual
se sugiere investigar mas sobre los mismos con la finalidad de lograr una posible
identificacion, purificacion y caracterizacion de estos, lo que se considera que pueda

tener potencial aplicacion medicinal para el tratamiento del accidente ofidico.

Palabras clave: Ofidismo, Accidente ofidico, Veneno, Boiruna maculata, Ofiofagia,
Bothrops alternatus, Sangre, Inhibidores, Metaloproteasas, Serinoproteasas,

Fosfolipasas A2



CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS OFIDIOS

Las serpientes, u ofidios, son animales vertebrados que conforman el suborden
Serpentes, perteneciente al orden Squamata (escamados) y a la clase Reptilial=. Estan
caracterizados por su cuerpo alargado, cubierto de escamas cOrneas y la ausencia de
patas, por lo que sus cuerpos flexibles estdn adaptados a la locomocion mediante
movimientos ondulatorios!=. Las serpientes no poseen parpados, pero sus 0jos estan
cubiertos por una escama modificada transparente. Tampoco presentan oido externo ni
membrana timpanical=3. Debido a la ausencia de miembros, los ofidios estan dotados
de un craneo altamente cinético que le permite dislocar sus articulaciones,
permitiéndoles engullir presas enteras?=3. Una interesante adaptacion sensorial con la
gue cuentan es el caracteristico 6érgano de Jacobson, ubicado en el techo de la boca,
que les permite sensar moléculas quimicas con ayuda de su lengua bifida'=3. Si bien en

su mayoria son oviparas, hay especies viviparas!=.

Las serpientes son el segundo grupo mas diverso de reptiles actuales, con mas de 3000
especies, adaptados a diversos climas y han conquistado todos los continentes excepto
la Antartida'. Aunque mayoritariamente son terrestres, hay especies arboricolas,
fosoriales, semiacuaticas y marinas'=. Las serpientes son especialmente abundantes
en climas tropicales y subtropicales, donde con frecuencia causan accidentes al tener
encuentros con humanos o animales domésticos#°. Estos siniestros son causadas por
especies pertenecientes a las familias Colubridae, Elapidae y Viperidae, capaces de
inyectar veneno'®>. Dichos ofidios sintetizan el veneno en un par de glandulas
especializadas, ubicadas, a ambos lados de la cabeza, que se comunican con colmillos
modificados por los cuales el veneno ingresa al organismo de la victima, como se ilustra

en la Figura 135,

Todas las serpientes son carnivoras, y a pesar de que el ser humano no forma parte de
la cadena alimenticia de ninguna serpiente, estos reptiles provocan anualmente entre

en todo el mundo!®58, La causa de estas fatalidades se debe a especies venenosas®"
8
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Figura 1. La imagen esquematiza como el colmillo especializado de un vipérido, se conecta con
la glandula de veneno. El veneno es sintetizado y almacenado dentro de la glandula. La glandula
esta rodeada por un muasculo compresor que la serpiente contrae a voluntad para inyectar el
veneno, el cual viaja por el ducto hasta el colmillo. Extraido de Gutiérrez et al, 2017°.

La familia Colubridae consta de aproximadamente 1800 especies, casi el 70% de las
especies de ofidios. Sus caracteristicas ecolégicas, morfologia y sus tamafios son
variados, abarcando desde los 20 cm hasta los 4 m 13°, Es la familia dominante en todos
los continentes, salvo en Australia'®. Cominmente llamadas “culebras”, las especies de
esta familia generalmente presentan escamas cefalicas bien grandes y definidas, y
ventrales anchas!?°. Generalmente tienen pupilas circulares debido a su actividad
diurna, y son predominantemente oviparas?. Si bien la mayoria de ellas no son
venenosas y su denticion es aglifa, (todos sus dientes son iguales y macizos) muchas
especies de esta familia son venenosas!=>9, En estos casos la denticién es opistoglifa,
con colmillos diferenciados en la regidn posterior del maxilar, los cuales son mas
grandes que los demas dientes y tienen su cara anterior acanalada®®*>°. Su veneno
generalmente no es peligroso para el humano, exceptuando algunas especies cuyo

veneno si es letal>359,

Los ejemplares pertenecientes a la familia Elapidae incluyen a las cobras, mambas,
corales, especies marinas, entre otras'—°. Su morfologia es muy similar a la de las
culebras, con grandes escamas en la cabeza y ojos con pupila circular, a excepcion de
algunas especies australianas que se asemejan a vipéridos'3. La mayoria de las
especies son terrestres y con adultos de tamafios variados, rondando los 50 cm las
especies mas pequefias, y entre 2 y 3 m de longitud las mas grandes®. Rara vez
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alcanzan los 4 m, a excepcion de la cobra real (Ophiophagus hannah) que alcanza los
6 m de largo®. Su dieta consiste principalmente en otros reptiles, salvo las marinas que
se alimentan de peces!?®. Son la familia predominante en Australia, pero no habitan
Europa ni América del Norte!. Los elapidos tienen denticién proteroglifa, caracterizada
por los colmillos inoculadores huecos y siempre erectos. Estos dientes se posicionan en

la region anterior del maxilar por los cuales inyectan un potente veneno neurotdxico®:*59,

Viperidae es la familia de serpientes mas evolucionadas y son facilmente reconocibles
por su morfologia. Los vipéridos, o “viboras”, tienen cabeza triangular con escamas
pequefias y pupila eliptica vertical'3°, La subfamilia Crotalinae (viboras de foseta)
posee entre las narinas y los 0jos un distintivo érgano conocido como foseta loreal, que
les permite sensar temperatura, por lo que son tipicamente nocturnas?°. Dentro de los
crotalinos encontramos los géneros Agkistrodon, Bothrops, Crotalus, Lachesis,
Trimmesurus, entre otras®>®. Comprenden especies con adultos rondando entre los 30 a
60 cm hasta los casi 4 m de largo®. Las especies mas grandes se alimentan de
mamiferos y aves, y las mas pequefias pueden incluir pequefios reptiles y anfibios en
su dieta®. Aungue no estan presentes en Oceania, son las serpientes que se distribuyen
mas alejadas del ecuador, asi como a mayor altitud*®. Muchas especies de vipéridos
son ovoviviparas o viviparas!?. Su sistema inoculador de veneno es el mejor adaptado
y especializado, con grandes colmillos retractiles huecos que se pueden erguir a
voluntad de la serpiente al momento de morder, inyectando veneno predominantemente

hemotoxico y citotdxico3>9,

En Uruguay hay ejemplares de estas tres familias de ofidios, siendo en su mayoria
colubridos, como es el caso de la musurana negra (Boiruna maculata)®!°. Los vipéridos
gue se distribuyen por nuestro territorio pertenecen a los géneros Bothrops y Crotalus:
la crucera y la yara (Bothrops alternatus y Bothrops pubescens respectivamente) y la
cascabel (Crotalus durissus terrificus)®*l. El Gnico ejemplar de elapido que habita

Uruguay es la coral (Micrurus altirostris)®*2.

EL ACCIDENTE OFIDICO

El ofidismo, o accidente ofidico, es el cuadro clinico provocado por el envenenamiento
consecuente a la mordida de una serpiente venenosa, ya sea a un humano o un
animal®1%12 | as diversas manifestaciones clinicas del envenenamiento son producto de
la variada composicion de los diferentes venenos, que van desde dafio localizado en el

tejido, hasta efectos sistémicos que ponen la vida en riesgo*®2.



Ademas del sufrimiento producido por las toxinas del veneno, el accidente ofidico
usualmente deja secuelas, y si no es tratado debidamente puede causar la muerte
prematura*®!3, Dentro de las secuelas observadas se han reportado: morbilidad
cronica, discapacidad (ya sea por amputacion o atrofiamiento muscular, deformidad y/o

rigidez), infecciones cronicas, formacion de Ulceras y secuelas psicoldgicas**13,

El dafio provocado por el accidente ofidico no es reconocido en gran medida por la salud
publica mundial, los gobiernos ni las agencias de desarrollo, por la que la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) lo clasific6 como Enfermedad Tropical Desatendida (ETD)
en abril del 2009%64, A pesar de que en el afio 2013 fue quitada de la lista, el 9 de junio

del 2017 vuelve a adquirir este estatus®®14,

En la actualidad se reconoce que el ofidismo es una de las ETD con cifras mas altas de
incidencias y mortalidad, matando entre 270 y 340 personas por dia a nivel mundial®*®,
Si bien no tiene el potencial epidémico de otras ETD, la tasa de mortalidad anual es
ampliamente mayor que la atribuida a muchas de estas para las cuales se han realizado

grandes esfuerzos para mitigarlas, mientras el ofidismo sigue estando rezagado*%215,

Histéricamente, el emponzofiamiento por el accidente ofidico ha recibido poca atencién
de las autoridades, de la industria farmacéutica y agencias financieras, lo que ha
obstaculizado el desarrollo de estrategias efectivas para reducir el impacto de este
problema®>®81% La principal razén de esto es la posicion sociocultural de quienes la
sufren, cuyas victimas son personas de bajos recursos, trabajadores rurales y nifios#-
6815 Este flagelo esta afianzado a la pobreza, involucrando desproporcionadamente a
los que menos tienen, con 95% de los casos en areas rurales de paises tropicales y en

vias de desarrollo?4-6815,

Muchos de estos paises son incapaces de solventar los costos provocados por el
ofidismo, y en ellos no existe el seguro social®>"!. Se ha observado también que los
habitantes de mayores ingresos, especialmente de Europa y América del Norte, tienen
muy poca exposicidn a serpientes venenosas y nos son conscientes del problema que

el ofidismo supone para la salud pablica**8*>,

La OMS y muchos cientificos especializados en el tema afirman que la cantidad de
accidentes y muertes provocadas por el ofidismo son dificiles de estimar, y no
representan la epidemiologia real de este flagelo*®. Generalmente los nimeros son
estimados a partir de la literatura cientifica y los registros médicos, por lo que no

representan con precision las cifras reales*3.



Las encuestas realizadas a la poblacion de algunos paises evidencian que la
epidemiologia real podria ser mucho mayor que la estimada por las estadisticas de los

hospitales*8.

Estos datos fueron confirmados en un relevamiento sobre el accidente ofidico en
América, realizado en 2017 por el investigador Jean Phillipe Chippaux, donde se deja
constancia de que la principal limitacién que tuvo su trabajo fue la precisién vy fiabilidad
de las notificaciones de los servicios de salud®. Varios investigadores coinciden en que

una de las principales causas de esto es el uso de la medicina tradicional®-2,

Se estima que 5.8 billones de personas estan en riesgo de cruzarse con una serpiente
venenosa®®. Estas cifras se traducen a 7400 personas mordidas por dia, entre 1.8y 2.7
millones de casos de envenenamiento por afio, y entre 81000 y 138000 muertes

anuales®3.

En la Figura 2, se observa que Asia es el continente mas afectado por este flagelo, con
al menos 1 millon de envenenamientos por afio, seguido en orden de disminucion de
casos por Africa y Oriente Medio, América Latina, el Caribe, Europa, Oceania y

finalmente Estados Unidos y Canada®2.

Global numbers
1.8-2.7 millien envenomings
81.000-135.000 deaths

The United States and Canada Europe LR

3.800-6,500 envenomings 8.000-9,900 envenomings -

7-15 deaths 30125 deaths -
1.2-2.0 millicn envenamings
57,000-100,000 deaths

g
U2

Latin America and the Caribbean - "

137,000-150.000 envencmings

3.400-5,000 deaths

Africa and the Middle East Oceania
435,000-580.000 envenomings | | 3.000-5,900 envenomings
20,000-32.000 deaths 200-520 deaths

Figura 2. Cifras anuales estimadas de los casos de envenenamiento y victimas fatales de ofidismo
en cada continente. Modificado de Gutiérrez et al. (2017)°.



Es importante destacar que a pesar de que Oceania tiene relativamente pocos casos
de envenenamiento, el 8% de los casos son fatales, encabezando asi la mayor tasa de
mortalidad por envenenamiento®. La mortalidad es de 5% en Africa y Oriente medio y

Asia, mientras que Europa, USA y Canada tienen una tasa de muertes <1%°32,

Debido a su condicibn como animales ectotermos, las serpientes se encuentran
principalmente en climas célidos, tropicales y subtropicales, razén por la que abundan
en algunas regiones de Africa, Asia, América Latina y Oceania>*-°. En muchos de estos
paises el encuentro entre humanos y serpientes es relativamente comun, especialmente
en zonas rurales donde la actividad agricola coincide con la temporada de apareamiento

y nacimientos, generalmente en épocas de lluvias y/o altas temperaturas®+®,

La probabilidad de que ocurra un accidente ofidico se ve influenciada por varios factores,
como el climay la altitud, que tan adecuado pueda ser un territorio para que sea habitado
por serpientes, asi como la densidad poblacional humanat#. Muchos de los encuentros
se deben a las actividades realizadas por el hombre, sobre todo la agricultura'“. Por otro
lado, los factores que influyen sobre la gravedad de una mordida dependen de la
especie y tamafio de la serpiente, asi como del factor humano: edad y estado de salud
de la victima, accesibilidad a centros asistenciales y la disponibilidad de suero

antiofidico*5:8:15.16

EL VENENO DE LAS SERPIENTES

El veneno es un compuesto de gran complejidad y diversidad cuya finalidad son la caza
ylo defensa, independientemente del animal que lo produzca®>!*1"18 Entre los diversos
linajes animales los venenos han evolucionado de forma diferente pero convergente, en

una mezcla variable de proteinas de diversa naturaleza®*3.

La presion selectiva que result6 en la adaptacion del veneno en una especie dada puede
aportar mucha informacion sobre la relacion existente entre la toxicologia evolutiva y
clinica, pues son a menudo las toxinas con mayor actividad de incapacitacién sobre las
presas las que tienen mayor importancia médica en el contexto de un envenenamiento
humano®!"18, Es por esta razén que identificar la base molecular de la adaptacion en
las serpientes venenosas a sus ecosistemas naturales, puede ayudar a identificar cuales
son las principales toxinas que deben neutralizarse para revertir los efectos del veneno,

posibilitando el desarrollo de la préxima generacién de tratamientos antiofidicos®131718,
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Los venenos de serpiente tienen composicion variable, por lo que sus perfiles
bioquimicos y los cuadros clinicos que provocan son distintos>1"1% Una vez en el
organismo, algunas toxinas generan dafio local y en tejidos adyacentes al sitio mordido,

provocando con frecuencia secuelas permanentes®7:19,

Algunas toxinas circulan por los vasos sanguineos y linfaticos, lo que les permite
avanzar por el organismo atacando varios érganos®>1:1° Por ejemplo, hay toxinas que
provocan dafio agudo en rifiones o en el higado, o bien, induciendo diversos desordenes
en el organismo como hemorragias y trombosis, que pueden desencadenar falla
sistémica del organismo®!”1®. Muchos venenos poseen neurotoxinas que atacan a los
receptores musculares o la sinapsis provocando paralisis respiratorias y necrosis
muscular. Esto estimula la liberacion de componentes intracelulares como la mioglobina,

que dafian el organismo y provocan entre otras cosas, falla renal.>17:1°,

Los venenos de las serpientes pertenecientes a la familia Viperidae provocan marcados
efectos de dafio local en el tejido y sistémicos a nivel de la coagulacién, induciendo
hemorragias, coagulopatias que conducen al choque hipovolémico®71%2° En la familia
Elapidae, los venenos se caracterizan por su neurotoxicidad3° Las toxinas
responsables de esta atacan los receptores musculares y/o la sinapsis, causando
pardlisis de los musculos craneales inferiores, entre ellos, los que intervienen en la
respiracion y deglucion 51%21-2_ En el caso de la familia Colubridae, si bien se compone
mayoritariamente de serpientes no venenosas, hay especies que si lo son, y algunas

cuyos venenos son comparables a los de los vipéridos o elapidost3°1°,

Las metaloproteasas del veneno de serpiente (SVMP - por sus siglas en inglés - Snake
Venom Metallo proteinases) y las serinoproteasas de veneno de serpiente (SVSP — por
sus siglas en inglés - Snake Venom Serine proteinases) son las principales
responsables de los desérdenes a la hemostasis que provocan los venenos de la
mayoria de los vipéridos y algunos elapidos y colibridos®'%-2!, Las enzimas de estas
familias actian sobre la cascada de coagulacion, promoviendo la activacién de los
factores de coagulacion mientras que hidrolizan fibrinégeno vy fibrina®'%-2, El efecto
general que provocan estas moléculas es el consumo excesivo de agentes coagulantes

y fibrinégeno, volviendo la sangre incoagulable®%-22,

Los venenos hemorragicos que poseen la mayoria de los vipéridos incrementan el
riesgo de trombocitopenia y shock hipovolémico®®-2t, Las SVMP y algunas fosfolipasas

A2 (PLA2 — por sus siglas en inglés — Phospholipses A2) citotoxicas provocan dafio
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agudo a los rifiones como efecto secundario a desérdenes en la hemostasis, o bien por

accion directa del veneno sobre los mismos®20:22,

Como se puede apreciar en la Figura 3, las SVMP estan presentes casi en exclusividad
en los venenos de los vipéridos, y en grandes proporciones®!11820 Son las responsables
de los desoérdenes en la hemostasis, provocando diversas coagulopatias, como

hemorragias®111922,
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Figura 3. Distribucion relativa de las principales familias de toxinas presentes en los venenos de
Elapidos y Viperidos. Las siglas son por sus nombres en inglés. Modificado de Gutierrez et al,
20175,

SVMP: Snake venom metallo proteinases. Se trata de proteasas cuyos principales efectos
téxicos perturban el sistema hemostatico, y destruyen las paredes de los vasos sanguineos.

PLAZ2: Phospholipases A2. Tienen actividad citolitica y miotdxica. También alteran la agregacion
plaguetaria.

SVSP: Su accion hemolitica causa coagulopatias e hipotension.
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Estas enzimas degradan proteinas y afectan la cascada de coagulacion en varios
niveles. >111920 Degradan fibrinbgeno, el factor de von Willebrand (VWF), fibronectina y

proteoglucanos de las membranas basales de los vasos sanguineos®:24,

Las SVMP hidrolizan el colageno IV de las paredes de los epitelios y vasos sanguineos,
destruyéndolos y provocando la extravasacién de su contenido®11920.2223  Tgmbién
hidrolizan los componentes de la matriz extracelular, como varios tipos de colageno,
acido hialurénico y proteoglicanos, afectando la integridad de los tejidos, con el
consecuente dafio tisular a nivel local®'*1%2° En consecuencia, al degradar la interfaz
entre la dermis y la epidermis, se forman ampollas y flictenas. Al mismo tiempo, la
destruccién del tejido que promueven las SVMP contribuyen a que las demas toxinas

puedan avanzar con mayor facilidad por el organismo®11:19:20.22:23

El dafio local en el tejido no solo se produce por la accién de las SVMP>11 La
mionecrosis, es provocada por las PLA2%111925 Estas enzimas provocan la destruccion
de la membrana plasmatica, algunas de forma directa y otras indirectamente, por la
hidrélisis de fosfolipidos de membrana®>111925, Esta hidrélisis libera acidos grasos (como
acido araquidénico) desencadenando reacciones que provocan dolor, la formacion de
edema y dafan los vasos linfaticos, por lo que su efecto es miotdéxico, mionecrotico y
hemolitico®!11%%, Algunas pueden tener efecto neurotoxico, como la crotoxina del

veneno de la Crotalus durissus terrificust19:25-27,

Las toxinas mejor caracterizadas del veneno de serpiente posiblemente sean las SVSP,
las cuales afectan la cascada de coagulacion y el sistema fibrinolitico®'*!°. La
“Thrombin-like enzyme”, o “enzima tipo trombina”, como su nombre lo indica, es una
proteina cuyo mecanismo de accion es similar al de la trombina®!'° Digiere el
fibrinbgeno generando fibrina anormal, que no se estabiliza, generando consumo

excesivo de fibrindgeno y causando severas alteraciones la hemostasis®*°,

El cuadro clinico causados por el emponzofiamiento de los vipéridos, consiste en dafio
local y efectos sistémicos*11:1921:2829 A nivel local, la herida causada por los colmillos
sangra por tiempo prolongado®!11%20_ En el sitio mordido hay dolor radiante inmediato e
hinchazén que se extienden rapidamente por el miembro afectado, con eritema
inflamatorio, inflamacién de los vasos linfaticos y aparecen moretones, ampollas y
flictenas*1119212829 F| tejido superficial, los tejidos blandos y misculo se necrosan, y es

frecuente la aparicion de infecciones secundarias®11:19.21.28.29,
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Por otro lado, los efectos sistémicos incluyen: taquicardia o bradicardia, hipotension y
choque cardiovascular, sangrados severos espontaneos en nariz, encias y tractos
respiratorio, gastrointestinal y urinario*>1921:2629  Existen sintomas variables, muchas

veces asociados a cada especie en particular®>19.21:28.29,

La accion en conjunto de las toxinas hemorragicas y citotéxicas del veneno de los
vipéridos compromete seriamente los tejidos**111921.2829 F| qumento de presién a
causa del edema produce isquemia sobre las fibras musculares®!°. Esto, sumado al
dafo a los vasos sanguineos y el musculo esquelético, a menudo termina en secuelas

permanentes, como discapacidad o amputacién de miembro afectado?°11:19.21.28.29

El envenenamiento produce cuadros clinicos que necesitan control médico, por lo que
las victimas tienen que ser hospitalizadas, y una vez en el centro asistencial, se les
administra suero antiofidico (SA0)*®%81%1¢ | uego de finalizado el tratamiento es
necesario realizar un seguimiento del paciente y brindarle cuidados adicionales para
sobrellevar las secuelas fisicas y psicolégicas del siniestro, lo que lamentablemente,

rara vez ocurre4-58.15.16

Las complicaciones (y posibles secuelas) asi como las muertes por el accidente ofidico,
dependen mucho del manejo a la hora de atender cada caso, donde todo el sistema de
salud en si mismo tiene relevancia y cada paso es vital*581516 Desde la proximidad de
los centros asistenciales hasta la disponibilidad del suero antiofidico especifico,
incluyendo el equipamiento adecuado, que los protocolos terapéuticos sean los
correctos y que el personal médico esté debidamente capacitado, algo que no suele ser
asi en muchos centros hospitalarios rurales*®8>1 También es un hecho que el viaje
hasta el centro asistencial mas cercano puede extenderse por largos periodos de
tiempo, en promedio mas de 6 horas, y puede verse entorpecido por el transporte o por
la falta de este.*681516 Esto supone un problema, ya que empeora el cuadro patolégico
y se dificulta su tratamiento*%&1516 Muchos centros asistenciales no cuentan con suero
para la terapia, por lo que se asiste a las victimas de la mejor forma posible para mitigar
los efectos toxicos*®81516  Desafortunadamente, esto no suele ser suficiente,

aumentando considerablemente la morbilidad y mortalidad del accidente*®81516,
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OFIDISMO EN URUGUAY Y LA REGION

En América, la responsabilidad de los casos de envenenamiento se debe a vipéridos
(como Crotalus, Bothrops y Agkistrodon) y elapidos, siendo Micrurus el principal género
de elapidos que provoca accidentes, aunque estos representan menos del 1% de los
casos*®>19, Si bien la inmensa mayoria de las mordidas son provocadas por serpientes
pertenecientes a los géneros mencionados, la realidad es que también ocurren
accidentes causados por serpientes opistoglifas y aglifas, pero dichos casos, aunque

representan una baja demanda de asistencia médica, estan lejos de ser triviales*>.

En Uruguay el accidente ofidico es un evento de notificacién obligatoria del grupo A
segun el decreto 41/01243%3!, Esto significa que se requiere notificacion inmediata del
accidente a través de la via de comunicacion mas rapida disponible®°3:, El Centro de
Informacion y Asesoramiento Toxicolégico (CIAT), lleva registro de este evento,
recibiendo las consultas y supervisando el diagnéstico, tratamiento y la administracién
de suero antiofidico especifico®?3031, El CIAT recibe aproximadamente 100 casos
anuales, de los cuales 60 corresponden a ofidios ponzofiosos, principalmente
vinculados a tareas rurales*'3°3!, |a tasa de mortalidad para el ofidismo en Uruguay

es < 1941130,

En nuestro pais la mayoria de los accidentes ofidicos son de mediana gravedad, sin
embargo, si no se recibe un diagnostico y tratamiento adecuado pueden ser
fatales!!123031 | as especies de ofidios que provocan los accidentes en Uruguay tienen
venenos hemostaticos y necréticos® 1232, Accidentes provocados por las dos especies

gue poseen veneno neurotdxico, son excepcionales.®1232,

La epidemiologia del ofidismo en el territorio nacional tiene sus picos de casos en el
verano, seguido de la primavera, entre los meses de noviembre a abril, con la mayoria
de los accidentes registrados en el mes de marzo'*'23!, Esto se explica porque hay
mayor actividad de los ofidios y aumento de la concurrencia de personas en el ambiente
natural de estos reptiles*!1123!, Estos eventos ocurren predominantemente en areas
rurales y aunque el ofidismo afecta indistintamente a personas de ambos sexos y de
cualquier edad, la mayoria de los accidentados son hombres*1+123! | a franja etaria con
mayor incidencia es entre los 15 y 30 afios*!*23l |os departamentos con mas
accidentes son Tacuarembd y Cerro Largo, mientras que Flores y Montevideo son los

que gozan del menor nimero de accidentes*11:12:31,
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A pesar de que en territorio nacional habitan cuatro especies de serpientes
potencialmente peligrosas para el hombre: la crucera (B. alternatus) la yara (B.
pubescens) la cascabel (C. durissus terrificus) y la coral (M. altirostris) casi la totalidad
de los accidentes (entre 60 y 70 anualmente) son provocados por las serpientes del
género Bothrops®*2%. No obstante, recientemente han ocurrido accidentes causados
por otras especies: la culebra de collar (Phalotris lemniscatus) y el primer accidente
registrado en el pais por la coral (M. altirostris)?3233 En lo que respecta a la serpiente
de cascabel, hace mas de 50 afios que no se registran accidentes, principalmente

porgue esta casi extinta en nuestro pais®1012:32:33,

El género Bothrops tiene dos representantes en nuestro pais: B. pubescens (“yara” o
“yarard”) y B. alternatus (“crucera”)®'%3!, Estas serpientes tienen la cabeza bien
diferenciada y a pesar de que no son muy musculosas, su aspecto es robusto®1031,
Tienen habitos crepusculares y nocturnos®%3t, Su denticion es solenoglifa (Figura 1); y
al sentirse amenazadas adoptan posicién de ataque, enrollando su cuerpo, dejando la
cabeza levantada y el cuello en forma de “S” 9191231 Generalmente al adoptar esta

postura agitan la cola vigorosamente®10:12:31,

B. alternatus mide aproximadamente 1.5 m de largo y su coloracién varia del castafio
hasta tonalidades amarillentas®!%1231, En el lomo tiene un caracteristico disefio en forma
de “C” o tubo de teléfono, de color mas oscuro que el fondo y los rebordes
blanquecinos®191231 Debajo de la mandibula presenta dos bandas, similares a una “V”
gue se ensancha hacia el cuello®!®!2, Se suele encontrar en zonas bajas y himedas
con pastizales o pajonales, generalmente cercana a cursos de agua®'%1?3! Esta
especie es la que provoca mas accidentes dado que responde agresivamente al sentirse

amenazada®101231,

B. pubescens no suele superar 1 m de longitud®%123!, Generalmente son de color
grisdceo con manchas en forma trapezoidal mas oscuras, que se ensanchan hacia los
flancos®101231  Habita serranias pedregosas y es poco frecuente en zonas bajas y

himedas®1012:31

El veneno de estas serpientes es una mezcla compuesta principalmente por proteinas
y péptidos (entre un 90 - 95%) donde la mayoria son enzimas pertenecientes a las
familias de las SVMP, SVSP, PLA2 y L-Amino oxidasas (LAAO — por sus siglas en inglés

— L-Amino acid oxydase)'*?82%3 Estas enzimas son las responsables de provocar un
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marcado dafio local, y severos desdrdenes en la coagulacion, que pueden resultar en la

amputacion del miembro afectadot?282934,

Las enzimas proteoliticas del veneno bothropico, en su mayoria SVMP y SVSP, son las
responsables de desestabilizar la hemostasis, afectando la cascada de coagulacién en
diferentes niveles®1:2834 Por ejemplo, activan factores de coagulacién como el factor V,
el factor X y la protrombina, al mismo tiempo que se estimula la formacién de fibrina
mediante enzimas tipo trombina®!12834 Asi, se ven alterados diversos procesos, como

la coagulacion, la agregacion plaquetaria, la fibrindlisis y la presion sanguinea®11.28:34,

EL SUERO ANTIOFIDICO

En la actualidad, y desde hace mas de un siglo, los sueros antiofidicos son el Unico
tratamiento real y efectivo para los efectos sistémicos del veneno y para evitar las
victimas fatales del accidente ofidico®”131¢, Desde hace mas de 120 afios los SAO son
producidos a partir del plasma hiperinmune de animales domésticos de gran porte,
principalmente caballos y ovejas. Pero poco han cambiado en los ultimos 50 o 60

aﬁ035,7,13,16_

Para su produccion se requiere de; veneno (generalmente provista por un serpentario o
adquirido comercialmente), disponibilidad y mantenimiento de los animales inmunizados
(caballos, ovejas, entre otros), una planta de produccion (para trata el plasma y purificar
los anticuerpos) y el envasado con su debido etiquetado®6*°, Cada uno de estos pasos

influye en el costo total del producto®=®,

Estas soluciones son concentrados de inmunoglobulinas (o de sus fragmentos (F(ab")2s
o Fabs), generalmente de caballo u oveja, al que se le inyectan cantidades controladas
de veneno para producir anticuerpos contra las toxinas de este®"163%, En su produccién,
toda la IgG extraida del plasma es tratada con pepsina para romper la molécula y
separar la region Fc del anticuerpo de los fragmentos F(ab")*%. Esto permite reducir las
reacciones adversas disparadas por la region Fc®2°, De forma similar, se puede usar
papaina para tratar los IgG y generar pequefios fragmentos Fab®. No obstante, esto trae
la desventaja de que se filtra mucho mas rapido y se elimina del organismo con
facilidad®. Algunos sueros consisten en moléculas enteras de IgG, usualmente

purificados mediante precipitacion con acido caprilico®*33,

Los SAO producidos pueden ser monovalentes, si son efectivos Unicamente contra el

veneno de una especie dada, o polivalentes si fueron disefiados para combatir los
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venenos de mayor importancia médica de especies comprendidas en un area geografica

determinada®6-35.

Curiosamente, aunque el SAO se ha estado usando como tratamiento desde hace un
centenar de afos, alin tienen sus limitaciones y desventajas®’8131635 Posiblemente las
mas citada en general son la escasez a nivel global y el costo®’81316 En |as Ultimas
décadas grandes productores de sueros antiofidicos detuvieron su produccion,
principalmente por razones comerciales®’#1316, Otras de los problemas existentes son
la especificidad, potencia de neutralizacion y las reacciones adversas que genera su

administracion en las victimas®7:8:1316.20.35

Partiendo de la base de que la produccion de suero es costosa por todo lo que se
requiere para su produccién, como se comento6 anteriormente, otros factores influyen en
su precio®>"81¢_Eltransporte y almacenaje de los SAO depende de una delicada cadena
de frio, la cual casi siempre se rompe®>16, Dado que muchas veces la cadena de frio
no puede mantenerse, algunos productores liofilizan su suero para evitar que los
mismos se desestabilicen por la temperatura®81°1635_ Sj bien esto es ventajoso, porque
disminuye el riesgo de reacciones adversas, supone un costo extra en el
producto®’81635  En las regiones donde el accidente ofidico es especialmente
abundante el tratamiento supera por mucho el presupuesto de las victimas®’816, El
elevado costo que tiene el tratamiento con SAO lleva a que estas deban endeudarse

para poder pagarlo, por lo que el ofidismo es la enfermedad tropical mas cara®>’818,

La especificidad es un factor a tener en cuenta en muchos aspectos®**163, La accion
de un suero antiofidico esta restringida a la especie (0 género) de la cual se extrajo el
veneno para su produccién®!®, Esto es asi tanto para SOA monovalentes, como los
polivalentes, lo cuales son especificos contra un pool de venenos, generalmente
asociado a una region geografica especifica®'®®, Los sueros antiofidicos
comercializados en regiones inapropiadas son completamente ineficientes, ya que no
estan producidos por ni para las especies de dicha regién®>®. Estos sueros son una
importante causa de dafio, no solo a nivel econémico sino que también para las victimas
del ofidismo, ya que consumen los recursos de los sistemas de salud y ponen en riesgo
la vida del paciente®31¢, Aunque se estima que en los paises de medio y bajos recursos
el porcentaje de antidoto efectivo oscila entre <5% hasta 20% de la cantidad requerida,
por la variabilidad en la potencia y el mercado inapropiado, la cantidad de tratamientos

efectivos es mucho menort316.
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Los problemas de especificidad van de la mano con la gran desventaja que enfrentan
los sueros antiofidicos respecto a su eficacia®>®2¢. La diversidad filogenética existente
entre las serpientes de las cuales se extrae el veneno para hiperinmunizar a los
animales influye en la especificidad de las IgG generadas®3°>, Esto se traduce a que la
cantidad de viales requeridos para el tratamiento clinico sea mayor, aumentando con
cada vial administrado el riesgo de efectos adversos en el paciente, y el costo del
tratamiento®>3>3%, Se estima que solo entre 10 y 15% de las IgG en un vial de suero

antiofidico son realmente especificas contra las proteinas del veneno®353,

Los problemas de eficacia y las reacciones adversas estan directamente ligados a su
disefio y produccion®33¢, Cerca del 70% de los anticuerpos presentes en los sueros no
estan dirigidos contra las toxinas del veneno, si no contra todos los antigenos con los
que el animal inmunizado se ha cruzado en su vida®>3®%, Las reacciones adversas
tempranas son aguellas que se ven dentro de las primeras 24 h%3 La mayoria de los
casos donde ocurren reacciones adversas tempranas es en pacientes que no han tenido
contacto previo con SAO®3¢. Se sospecha que estas reacciones se deben a la
hipersensibilidad tipo | y a la activacién del complemento por parte del sistema
inmune®=%, Se puede observar malestar general, erupciones, broncoespasmo y, en
casos graves, choque anafilactico®>*%. Ademas, la presencia de endotoxinas como
contaminantes en SAO de calidad pobre, puede inducir fiebre®=¢, Las reacciones
adversas tardias, que incluye: inflamacion de articulaciones, mialgias y urticaria, estan

asociadas a hipersensibilidad tipo 111*5,

Hoy en dia muchas regiones afrontan una crisis dada la escasez de suero antiofidico,
gue ya de por si es un tratamiento cuya disponibilidad y accesibilidad siempre ha sido
bastante limitada®"#16. En las Gltimas décadas, el mercado sufrié el cese de produccion
de muchas empresas, algo que solo acentué este problema que supone una amenaza
para la vida de millones de personas®’#1€, Esta situacion pone en alin mas en evidencia
la necesidad de considerar las realidades comerciales en el desarrollo de nuevos
tratamientos antiofidicos, para lograr obtener mejores sueros polivalentes, eficaces, mas

seguros y econdémicos®7816,

Por las razones ya expuestas, la produccion de antivenenos se desenvuelve en un

mercado fragil, no siendo rentable para los fabricantes”43,

En las dltimas décadas la produccion ha estado dominada principalmente por

laboratorios de salud publica que han podido mantenerse al ritmo de las nuevas
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tecnologias farmacéuticas’43°. Mientras que para las industrias privadas (si bien han
tenido una mayor relevancia, especialmente en Asia y Africa) las condiciones del
mercado no favorecen el desarrollo e innovacién hacia nuevas tecnologias’4®, Por ello
es necesario poder fomentar y reforzar la colaboracion entre la investigacion y la
produccion para mejorar cada aspecto de los sueros antiofidicos y lograr el desarrollo

de mejores sueros, mas seguros, eficientes y baratos’14%,

LA PROXIMA GENERACION DE ANTIVENENOS

Dada la situacion, inhibidores especificos podrian tener un gran potencial como
tratamiento, gracias a su bajo costo, buena termo-estabilidad y distribucion rapida por el
tejido®82°, Se ha reportado que algunos péptidos inhibidores de metaloproteasas
poseen gran eficacia para neutralizar hemorragia y necrosis inducida por estas
enzimas®829, Se puede suponer que combinar inhibidores de metaloproteasas y
fosfolipasas seria una alternativa rapida, efectiva y de amplio espectro para tratar el
dafio tisular producido por el veneno®82°, |a investigacion en el area de los inhibidores
es una fuente potencial de nuevas drogas para tratar el accidente ofidico®#2°, También
se han dirigido esfuerzos en la sintesis de nanoparticulas para secuestrar y neutralizar
toxinas presentes en los venenos, por lo que tener éxito en estos abordajes ofreceria

sustanciales ventajas econdémicas y logisticas®182°,

Actualmente, algunos enfoques de investigacion en la produccién no tradicional de
mejores SAO incluyen el uso de nanoparticulas, antivenenos basados en plantas,
inmunizacion con ADN, produccién de epitopes sintéticos en cadena y el desarrollo de
sueros recombinantes®7162335 Estos (ltimos se basan en la mezcla de anticuerpos IgG
humanizados, oligo 0 monoclonales, que sean especificos contra las toxinas de los
venenos®’135 Con ayuda de la protedmica se podria “ajustar” el blanco de las toxinas
de mayor relevancia en cada veneno®”!¢%, Si fuera posible concretar esto, se
obtendrian sueros mas efectivos, seguros y potentes, reduciendo los riesgos de

reacciones por hipersensibilidad® 71635,

Hay grupos de investigacion enfocados en el desarrollo de un SAO recombinante,
elaborado Unicamente con cadenas pesadas de IgG; de camello, los cuales tienen un
tamafio pequefio, son termoestables y de gran especificidad, lo que los vuelve
candidatos terapéuticos prometedores para la prevencion de la necrosis inducida por el

veneno®.
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Los recientes avances en protedmica han permitido el desarrollo de nuevas
herramientas para comprender mejor las toxinas que componen los venenos de diversas
especies animales®>®?°, Gracias a los rapidos avances en dicha area y del aumento en
la disponibilidad de los transcriptomas de las glandulas de veneno, fue posible acceder
a informacién esencial en la composicién proteica de los venenos, lo que permitié inferir
el rol que estas cumplen®. Combinando la informacién obtenida de la proteémica y la
transcriptomica, junto con la secuenciaciéon del ADN, es posible desarrollar IgG que
apunten directamente contra las toxinas de mayor importancia clinica®. Un enfoque
posible para lograr esto, seria el analizar el transcriptoma de cada grupo o familia de
toxinas expresadas en el veneno de una serpiente, o una familia de estas, para
identificar secuencias que sirvan como epitope®. De esta forma, se podria producir una
cadena de epitopes sintético disefiados para generar multiples 1gG diferentes de un
grupo antitoxina, con la capacidad de neutralizar un grupo entero de toxinas,
independientemente de la especie de serpiente®. A través de este procedimiento se
podria desarrollar un suero antiofidico polivalente, agrupando todas las IgG de los

diferentes grupos antitoxina®.

Como la eficacia de la dosis es otro aspecto para mejorar de los SAO, actualmente hay
grupos de trabajo intentando aislar linfocitos B de ratones inmunizados con estos
epitopes en cadena, para luego manipular los genes que codifican las IgG, con la
finalidad de producir anticuerpos monoclonales y producir un suero antiofidico
polivalente compuesto Unicamente de estos.® Aunque el suero resultante seria capaz
de neutralizar el veneno de un grupo definido de serpientes, la humanizacion de dichos
anticuerpos monoclonales supondria una mejora sustancial en la disminucién de los

efectos adversos en los SAO actuales®.

Otra estrategia que se sugiere es el desarrollo de SAO recombinantes mediante el
monitoreo de microarrays especificos de toxinas de alta densidad para identificar los
epitopes de las toxinas de mayor importancia médica®. Esto, en conjunto con la
produccion de 1gG humanizados a través de nuevas técnicas biotecnolégicas, podria
conducir a la produccién de nuevos sueros cuyo costo seria similar al de los actuales,

pero con una relacion dosis-eficacia ampliamente mejorada®.
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La produccién de SAO a gran escala, a partir de anticuerpos recombinantes necesita
de sistemas de expresién adecuados, ya que pueden ser expresados tanto en células
eucariotas como procariotas, pero es necesario considerar los pros y contras de cada
uno®. La expresion en células procariotas es de bajo costo y facil de manejar, pero el
rango de anticuerpos que se pueden producir es limitado por la incapacidad de estas
células a realizar modificaciones postraduccionales®. Por otra parte, las células
eucariotas si son capaces de realizar modificaciones postraduccionales, pero

mantenerlas es caro, son dificiles de mantener y su crecimiento es mas lento®.

Asi mismo, el desarrollo de estos nuevos tipos de sueros antiofidicos no seria suficiente
para resolver otros aspectos conflictivos del ofidismo®781315 Es imprescindible que sea
complementado con el andlisis de la relacion costos-accesibilidad de los servicios de
salud, (y otras areas relacionadas con las ciencias sociales) para que a largo plazo se
desarrollen politicas sociales que ofrezcan a las victimas de ofidismo, un tratamiento

seguro, efectivo y accesible, tanto econdmicamente como en disponibilidad.>&13,

INHIBIDORES NATURALES

Desde la antigliedad se reconoce que hay animales resistentes al veneno de serpiente;
desde las propias serpientes, hasta los mamiferost’182°, Actualmente se cree que la
resistencia a los venenos se debe a dos factores no excluyentes entre si, como lo son
mutaciones en los receptores blanco de las toxinas de los venenos, o bien, la presencia

de proteinas séricas que neutralicen las toxinas!’:18:20-2237,

De estas ultimas se conocen dos tipos, inhibidores de PLA2 (PLI — de sus siglas en
inglés — Phospholipases A2 inhibitors), capaces de inhibir el efecto miotoxico (y
neurotéxico de algunas PLA2), y los inhibidores de SVMP (SVMPI — de sus siglas en
inglés — Snake Venom Metallo proteinases inhibitors) que suprimen los efectos

hemorragicos caracteristicos de los envenenamientos por vipéridos!’1820-22.24,

En el siglo XVIII se comenzd la busqueda de inhibidores naturales para las
metaloproteasas, ya que se habia observado la resistencia de las serpientes a su propio
veneno, y en los ultimos 40 afios, los SVMPI fueron principalmente aislados del suero
de diversos animales?*22, Al dia de hoy, todos los SVMPI asilados han demostrado
capacidad especifica de inhibir total o parcialmente la actividad hemorragica, tanto del

veneno como de las metaloproteasas purificadas?®-22,

23



Los SVMPI gue han sido aislados hasta el momento son glicoproteinas oligoméricas
acidicas, cuya actividad se mantiene en un amplio rango de pH y temperatural8203839,
Se los clasifica en dos clases; de alto peso molecular, que rondan entre 700 y 1000 KDa,
y de bajo peso molecular, que van desde los 50 hasta 90 KDa2°383% | os ejemplos
mas estudiados de estos Ultimos son HSF, extraido de suero de la serpiente
Protobothrops flavoviridis (serpiente de Habu), mientras que de mamifero se logré aislar
Oprin, y DM43, ambos de Didelphis virginiana (zarigiieya americana o tlacuache

norteﬁ0)17’18’20’21’34.

Los SVMPI encontrados en sueros de serpiente son clasificados dentro de la
superfamilia de la cistatina, mientras que los SVMPI séricos de mamifero pertenecen a
la superfamilia de las inmunoglobulinas!’1820.21:34 por su parte, el inico SVMPI aislado
del extracto muscular del erizo europeo (Erinaceus europaeus) pertenece a la familia de

la ficolina/opsonina P3582°,

A partir del suero de P. flavoviridis fue purificado el primer SVMPI, al que se llam6 HSF
(Habu snake factor)!7182021.343%  HSFE es una glicoproteina de 70 KDa, posiblemente
homodimérica en solucion, capaz de inhibir (in vitro e in vivo) la actividad proteolitica de
numerosas enzimas pertenecientes a la familia de las SVMP?2%, Algunos estudios
indican que necesitaria interactuar con proteinas séricas de bajo peso molecular para

llevar a cabo su accién neutralizante2022,

Aparte de HSF, BJ46a es otro inhibidor de SVMP muy estudiado, aislado del suero de
la jararaca (Bothrops jararaca). BJ46a tiene un peso de 79 KDa y al igual que HSF, su
estructura podria ser homodimérica?®?!, Del suero de la mamushi y la mamushi
japonesa (Gloydius blomhoffi brevicaudus y Gloydius blomhoffi) se purificaron dos
SVMPI, cMSF y jMSF respectivamente?. Estas proteinas inhibidoras de 40.5 KDa
presentan una homologia de secuencia con HSF del 83% para la primera 'y 84% para la
segunda, pero entre ellas, no inhiben las mismas SVMP?°. Al igual que HSF su accién
inhibitoria parece estar ligada a la interaccién con proteinas séricas de bajo peso
molecular®. Al dia de hoy se han purificado SVMPI que no han sido completamente

caracterizados, como NtAH, que es un oligémero de 880 kDa’?*,

Se ha comprobado experimentalmente que la serpiente indigo oriental, Drymarchon
couperi, que se alimenta de vipéridos, es resistente a la actividad hemolitica y las SVMP
de su veneno®. A pesar de ello, estas serpientes no son completamente resistentes ya

gue se han reportado hinchazén y necrosis en la zona de la mordida®.
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Asi mismo, se cree que su resistencia a la actividad hemolitica no se deba a una proteina
sérica, si no a elevadas concentraciones de vitamina E en su suero*. En el mismo
trabajo que se hizo este descubrimiento, los investigadores también encontraron que el
suero de Thamnophis marcianus, una culebra que no es ofi6faga como D. couperi, tiene
mas potencia neutralizante contra las SVMP que el suero de esta Ultima*. El hecho de
gue grandes concentraciones de vitamina E puedan inhibir la actividad toxica de alguno
0 varios componentes del veneno, implica un posible enfoque novedoso para el

desarrollo de nuevos tratamientos contra el accidente ofidico*°.

En mamiferos, los primeros reportes de resistencia al veneno datan del siglo XIX?°,
Dentro de esta clase de animales, la resistencia a los venenos parece haber
evolucionado Unicamente en especies que habitualmente predan o son predadas por

serpientes venenosas'’ %,

El primer factor antihemorragico purificado del suero de un mamifero fue de la zariglieya
D. virginiana, al que se llamé AHF, un SVMPI de 68 KDa que es estable entre 0y 37 °C,
y a pH entre 3y 10 120, A partir del suero de mamiferos, se han purificado numerosos
inhibidores de metaloproteasas, especialmente del suero o plasma de diversas especies
de zariguieyas!’®. Tanto para zariglieyas como mangostas ofiéfagas, se ha podido
secuenciar proteinas neutralizantes presentes en su suero que tienen una elevada

homologia de secuencia con la glicoproteina a1B humana®’2°,

Otros ejemplos de SVMPI purificados de mamiferos son: Oprin, glicoproteina capaz de
inhibir varias SVMP, también aislada del suero de D. virginiana”*¥2024 Un complejo
dimérico llamado “Complejo Antibothrépico” (ABC), que demostrd, in vitro e in vivo la
capacidad de bloquear la actividad hemorrdgica, los efectos edematogénicos e
hiperalgésicos del veneno de B. jararacal’'82924, Este complejo también se encuentra
en la leche materna de la zariglieya comun, Didelphis marsupialis, lo que promueve la

defensa de las crias!’18:20:24,

Erinacin es el nombre del factor antihemorragico extraido del tejido muscular de E.
europeaus!’?°, Se trata de una proteina de 1040 KDa, perteneciente a la superfamilia
de la ficolina/opsonina P35%"%°, Este SVMPI consta de dos subunidades que al ser

disociadas, resultan en la pérdida de su actividad antihemorragica®’°,

Algunas especies del género Didelphis son resistentes a los efectos de las SVSP, PLA2
neurotoxicas, LAAO y otras toxinas de algunos venenos, pero no se han podido
encontrar inhibidores en sus sueros'’?. Ademas, recientemente se descubrié que
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poseen resistencia a las Lectinas tipo C (CTL)"?4, El factor de von Willebrand (VWF) es
una proteina involucrada en la coagulacién de la sangre, que en zariglieyas resistentes
al veneno ha pasado por un rapido proceso de evolucién adaptativa®*. VWF tiene
modificaciones en sus aminoacidos que puedan explicar sus propiedades®. Esta
proteina se une a un subgrupo de CTL del veneno, induciendo la agregacion

plaguetaria®.

El suero de la ardilla californiana (Spermophilus beecheyi) puede reducir la actividad
hemolitica y proteolitica del veneno de la cascabel Crotalus oreganus??. Debido a la
presencia de un SVMPI de ~108 KDa, esta especie tiene la capacidad de reducir mas
del 75% de la actividad de algunos venenos como el anteriormente mencionado, pero
no parece ser muy efectivo para otros vipéridos??. Asi mismo, la capacidad de S.

beecheyi de resistir al envenenamiento varia entre poblaciones?.

El hecho de que las plantas posean propiedades medicinales cae en el escepticismo,
por lo que siguen pasando desapercibidas y no son tomadas en cuenta®?, A pesar de
ello, se ha reportado que extractos de Parkiabiglobosa (algarroba africana) aplicada en
roedores, disminuye los efectos del veneno de la cobra escupidora, Naja nigricollis, y
gue compuestos de las semillas de la leguminosa Mucuna pruriens son activadores de

la coagulacion823,

La carqueja (Baccharis trimera) tiene capacidad de combatir los efectos del veneno de
serpientes del género Bothrops gracias a Bt-CD, un componente activo con propiedades
antiproteoliticas y antihemorragicas?®. Se ha comprobado que Bt-CD disminuye la

actividad proteolitica del veneno de B. alternatus aproximadamente en un 70%23.

Basados en las diversas desventajas de los SAO actuales, la investigacion enfocada en
inhibidores naturales del veneno de serpiente, puede ser un campo mas que prometedor
para impulsar el desarrollo de nuevos tratamientos, y/o complementar los actuales

combinandolos con estos inhibidores de origen animal o vegetal>":18,

LAS MUSURANAS

Dentro de la literatura se describe un curioso grupo de serpientes sudamericanas a las
que se conoce vulgarmente como “musuranas” %1941-46_Este nombre hace referencia a
diferentes especies de serpientes que comprenden los géneros Boiruna, Clelia y

Rhachidelus®!%41-¢, Dichos ofidios presentan una sorprendente similitud morfoldgica y
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habitos ofiéfagos, que bien podrian compararse con D. couperi, y algunos ejemplares

de culebras del género Lampropeltis®*040-®,

Todas estas serpientes son miembros de la familia Colubridae®!%4%#7 Tienen tamafio
mediano a grande, de cuerpo relativamente robusto, y (al menos el dorso)
completamente negro en los adultos, ya que algunas cambian de color a lo largo de su
vida®104%-47 Son serpientes de habitos ofiéfagos, que dan muerte a su presa por
constriccion, y posiblemente con su ponzofia®%4%-47 Otra caracteristica que comparten
es la resistencia al veneno, algo que podria ser el resultado de convergencia evolutiva

debido a sus habitos alimenticios?*:#1.44:47-50

Rhachidelus brazili se alimenta exclusivamente de otras serpientes, incluyendo
ponzofiosas®. Se ha reportado que esta musurana no es sensible al veneno de otros
ofidios, ya que al ser mordida no presenta sintomas de envenenamiento®°. También se
observo que si se juntaban ejemplares de R. brazili con otras serpientes venenosas, y
la primera no tiene intenciones de alimentarse no las agrede, ni tampoco se defiende

cuando es atacada®°.

Las clelias son conocidas por su resistencia al veneno, particularmente Clelia clelia,
razon por la cual se han publicado algunos trabajos al respecto®424°, A principios del
82, Cerdas y Lomonte publicaron un articulo donde mencionan a otros autores que
observaron esta particularidad en dichas serpientes*. Sin embargo, describen que a
causa de los multiples cambios que ha sufrido la taxonomia y nomenclatura de los
géneros Clelia, Pseudoboa y Oxyrhopus, no aseguran ni descartan que los trabajos
previos que citan correspondan efectivamente a la especie que ellos estudian, C.
clelia®®. Los autores de ese trabajo someten a 12 ejemplares de C. clelia, de diferente
peso y tamafo, al veneno de diversas serpientes venenosas pertenecientes a las
familias Viperidae y Elapidae, ya sea por mordida natural o por inyeccion intramuscular
del veneno®. Sorprendentemente, los autores reportan que en todos los casos las
clelias sobrevivieron y no mostraron efectos locales visibles ni conductuales®®. Por estas
razones, concluyen y destacan lo notable de la ausencia de cuadros locales, asi como
la resistencia a los venenos de dos especies que no se encuentran en la distribucién
geografica de C. clelia*®. Finalmente sugieren que la resistencia de C. clelia puede surgir
de la ausencia de receptores en para el veneno, y/o la presencia de factores en el suero

gue neutralicen sus componentes?®,
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En un trabajo posterior, Lomonte, Cerdas y Gutiérrez, evalian la capacidad del suero
de C. clelia para neutralizar las toxinas responsables de los efectos locales producidos
por el veneno de Bothrops asper®’. En dicho trabajo, se hace mencién a que una de las
mayores flaquezas de los sueros antiofidicos actuales es la neutralizacion parcial (o
nula) del dafio local de los tejidos provocados por la mordida de un vipérido®®’. Por ello
evaluaron la administracién del suero en ratones, donde observaron que el suero de C.
clelia tenia actividad miotéxica similar al veneno, aunque era capaz de neutralizar la
actividad hemorragica de este®’. Los autores reportan que al tratar con calor el suero
previo a su inyeccion, este pierde sus propiedades toxicas y disminuye su eficacia para
neutralizar el veneno®’. A pesar de ello, compararon la efectividad del suero de esta
serpiente contra un suero antiofidico comercial, resaltando que el suero de C. clelia tenia
mayor potencia de neutralizaciéon®’. Posteriormente, se comprob6 que C. clelia ya nace
con la capacidad de neutralizar el efecto hemorragico del veneno de B. asper, y no es

adquirida por la alimentaciéon con serpientes venenosas*.

Si bien en Uruguay no habitan ni R. brazili ni C. clelia, esta ultima ha sido citada para
nuestro pais por la sorprendente similitud morfolégica con B. maculata, pero esto fue
desestimado®. Como esta especie cohabita con otras pertenecientes al género Clelia, y
la extraordinaria morfologia externa que comparten, histéricamente han existido
confusiones taxondmicas entre ellas, como por ejemplo entre B. maculata, C. clelia y
Clelia plumbea***°. B. maculata ha sido clasificada en multiples ocasiones en diferentes
géneros desde su primera identificacion como especie valida (Oxyrhopus maculatus
(Boulenger, 1896)) 4. Entre estos géneros se encuentran: Clelia clelia clelia; (Freiberg,
1968), Clelia occipitolutea (Bailey, 1970), C. clelia (Di Fonzo de Abalos&Bucher), Clelia
rustica (Bergna& Alvarez, 1990), Clelia spp (Norman, 1994), siendo C. clelia la especie

con la que mayor confusiéon ha generado*.

BOIRUNA MACULATA

El género Boiruna, creado por Hussam Zaher fue nombrado de esta forma por las
palabras del Tupi-guarani “Mboi+r+0” y “una” qué significan, respectivamente “que come
serpientes” y “negro”, caracteristicas que claramente identifican a las 2 especies de este

género®’.

Boiruna maculata (BOULENGER, 1896), comunmente llamada “musurana” o “musurana
negra” es una especie de serpiente perteneciente a la familia Colubridae, de tamafio

mediano a grandel®#44%1 | as mismas alcanzan 1.8 metros de largo, pero existen
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registros de ejemplares que sobrepasan este tamafio®1941:444751 Tienen cuerpo robusto,
algo comprimido y cola relativamente corta, caracteristicas tipicas de serpientes
terrestres414451 | 3 cabeza es pequefia, moderadamente diferenciada del cuello en

adultos, con el hocico redondeado y frontalmente aplanado®10-41:44.51,

La coloracién es totalmente negra en los adultos, pudiendo presentar reflejos
iridiscentes®10414447.51 ' Esta especie presenta variacion de coloracién ontogénica; las
crias tienen la cabeza negra con un collarin de escamas blanquecino o crema, pero el
resto del cuerpo es color coral o rojo intenso®%4"51 A medida que crecen, con las
sucesivas mudas de piel, el dorso se torna cada vez mas negro, limitando el color rojo

a los flancos y el vientre, hasta volverse completamente negros®1047:51,

B. maculata es reconocida por sus hébitos ofiéfagos, incluyendo en su dieta especies
que son peligrosas para el ser humang®1041:4447.5051 ‘Ng obstante, también puede incluir

anguilas, anfibios, saurios, aves y pequeiios mamiferos en su dieta®10:41:4447.50,51

Figura 4. A laizquierda un ejemplar adulto de B. maculata. Foto por Ignacio Garcia. A la derecha un juvenil
de la misma especie, con su coloracidn caracteristica, que se vuelve completamente negra a medida que
la culebra va mudando su piel. Foto: Federico Achaval

Existe una creencia popular que estas serpientes son resistentes al veneno de los

ofidios que depreda °:10:41.44.47.50.51

Esta especie, de habitos crepusculares y nocturnos, es endémica de nuestro pais, asi
como de norte y centro de Argentina, Brasil (desde el oeste del Mato Grosso y Sur de
Goias, hasta el sur y sureste del pais), sur de Bolivia y oeste de Paraguay!%434551,
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Figura 5. Mapa extraido de Nogueira et al (2020)*3. En A, se indica la distribucién de B. maculata
con relacion a las ecorregiones de América del Sur, mientras que el B, es en funcion a la altitud.

En nuestro pais se ha registrado en los departamentos de Artigas, Salto, Paysandu,
Tacuarembo, Cerro Largo y Rocha, aunque es posible que se distribuya por todo el
territorio nacional'®. Habita ambientes diversos, tales como praderas, pedregales y
montes, generalmente asociados a cursos de agua’. También ha sido observada en
zonas préximas a viviendas rurales, e incluso en ambientes con forestacion de
eucaliptus?®.

A partir de relatos no registrados formalmente que aseguran la resistencia de B.
maculata al veneno de las Bothrops, y basandonos en el historial de confusiones
taxondmicas ligado a las caracteristicas que comparte con Clelia clelia, cuya resistencia
al veneno esta comprobada, en el presente trabajo se propuso evaluar si la sangre de

B. maculata presenta también alguna propiedad que le otorgue tal resistencia.
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VENENOS Y SANGRE:

El veneno de Bothrops alternatus y la sangre de Boiruna maculata fueron extraidos en
el Serpentario del Instituto de Higiene de la Facultad de Ciencias - Facultad de Medicina,
UdelaR. La sangre de B. maculata se extrajo por puncion de la aorta caudal, por lo que

no fue necesario sacrificar al donante.

A partir de 20 pg de veneno liofilizado de Bothrops alternatus se preparo una solucion

stock de concentracién 10 mg/mL.

ENSAYO DE COAGULACION:

El ensayo se llevo a cabo un procedimiento similar al descrito por Morais (2012)*. A
partir de la solucion stock del veneno, se incubaron diluciones de concentracion
decreciente de entre 0,01 pg/uL y 10 pg/pL, en 50 yL de Buffer fosfato salino (PBS), y
se agrego6 a cada dilucion 150 uL de sangre ovina (Biokey), La mezcla se incub6 a 37°C
por 2 horas. En intervalos regulares de 2 minutos, se invirtid un tubo de cada serie. Se
definié como “tiempo de coagulacién”, el tiempo que tarda en ocurrir la coagulacién total
de la muestra, determinado por la formacién de un coagulo que no cae cuando se
invierte el tubo. Como control negativo se usaron 150 L de sangre ovina, con 50 pL de
PBS.

ENSAYO DE INHIBICION DEL EFECTO COAGULANTE:

Se prepararon muestras conteniendo 150 o 250 pL de sangre ovina, 50 pL (20 pg/mL)
de veneno de B. alternatus, y se agregaron 2, 5y 10 yL de sangre de B. maculata, como
inhibidor. Como control de inhibicién, se sustituyd la sangre de B. maculata por suero
antiofidico comercial (Instituto Malbran). Los controles fueron los mismos que para la
puesta a punto del ensayo. Las muestras fueron incubadas a 37° C, y se evalué la
formacion de coagulo observandose la muestra cada 2 minutos. El tiempo méximo

establecido para el experimento fue de 2 horas.
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ENSAYO DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA INDIRECTA

Segun el protocolo de Martins et al, 2009°2, se puso a punto un ensayo de hemolisis
indirecta, donde se centrifugaron 2 mL de sangre ovina a 2500 rpm por 5 minutos para
separar los glébulos rojos, que luego fueron lavados 3 veces con PBS, y resuspendidos

con 2 mL del mismo buffer.

Se incubaron 200 pL de la suspensién de glébulos rojos con 10 puL de veneno, en
diluciones de entre 0.1 pug/uL y 10 pg/uL, y 10 uL de Lecitina 0.4 mg/mL (Sigma). Se
llevd a los tubos a un volumen final de 500 pL con buffer fosfato salino (PBS), y se incub6
a 37° C durante 1 hora, se centrifuga y se determina la absorbancia a 420 nm del
sobrenadante, para cuantificar la hemoglobina liberada por la lisis de los eritrocitos.
Como control negativo se usaron 200 pL de suspension de glébulos rojos con PBS. Para
el analisis de los datos se corrigié el valor de las medidas de absorbancia contra la

condicién blanco.

ENSAYO DE INHIBICION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA INDIRECTA

Se tomaron 200 pL de la suspensién de glébulos rojos lavados y se incubaron junto con
10 pL de veneno de B. alternatus 10mg/mL y se agreg6 20 uL o 50 pL de sangre de B.
maculata, y 10 L de Lecitina 0.4 mg/mL. Se los llevé a un volumen final de 500 uL con
PBS, se los dej6 en la estufa por 1 hora a 37° C y se centrifugé. Finalmente se midio la
absorbancia de los sobrenadantes de las muestras a 420 nm, para cuantificar la
hemoglobina liberada por la lisis de los eritrocitos. Para el andlisis de los datos se

corrigié el valor de las medidas de absorbancia contra la condicién blanco.

ENSAYO DE LA ACTIVIDAD GELATINASA

Se incubaron en estufa a 37°C por 24 horas; 150, 200 y 300 pL de soluciones de gelatina
sin sabor (marca comercial) 1% y 3%, en agua destilada, con volumenes de 2, 50 10
puL de veneno 10 mg/mL y 150 puL de PBS adicionado con calcio (CaCl,= 10 mM).
Pasado este tiempo, se le agreg6 a cada tubo 200 uL de TCA (sol. 50%) para precipitar
las proteinas no digeridas por el veneno, y se centrifugb a 700 G por 2 min.
Para cuantificar los péptidos digeridas por el veneno, se incubaron 25 uL del
sobrenadante de cada tubo con una solucion de BCA, preparada segun protocolo del
fabricante® (200 pL de solucién de BCA (2% de sulfato de cobre 4%), y se incubaron a

37° C por 30 min. Finalmente se midi6 la absorbancia de las muestras a 562 nm. Para
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el analisis de los datos se corrigio el valor de las medidas de absorbancia contra la

condicién blanco.

ENSAYO DE INHIBICION DE LA ACTIVIDAD GELATINASA

Para este ensayo se incubaron 150 pL de gelatina 1% con 5 pL de veneno 10 mg/mL y
10 pL o 20 pL de sangre de Boiruna maculata, completando con buffer fosfato
adicionado con calcio hasta alcanzar los 350 pyL. Las muestras se incubaron por 24
horas en estufa a 37°C. Posteriormente se afiadi6é a cada una de las muestras 200puL
de TCA (sol. 50%), y se centrifugaron por 2 minutos a 700 G. Para finalizar, se midi6 la
concentracion proteica de 25 pL de los sobrenadantes, mediante protocolo BCA® (2%
de sulfato de cobre 4%), midiendo su absorbancia a 562 nm. Para el analisis de los

datos se corrigio el valor de las medidas de absorbancia contra la condicion blanco.

ACTIVIDAD L-AMINO OXIDASA:

Siguiendo el método de Kishimoto y Takahashi (2001)%*, se prepar6 la solucién reactiva
disolviendo una tableta de O-fenilendiamina (OPD) (Sigma-Aldrich) en 10 mL de PBS y
se agregd 15uL de Leucina (5 mM) y 15uL de peroxidasa (0.8 U/mL). Las muestras
fueron preparadas mezclando 90 uL de solucién reactiva con 10 pL de veneno 10 ug/uL
0 5 pg/uL. Posteriormente se las incubd a 37°C por 60 minutos y se midié absorbancia
a492nm. Para el analisis de los datos se corrigio el valor de las medidas de absorbancia

contra la condicién blanco.

INHIBICION ACTIVIDAD L-AMINO OXIDASA

La solucién reactiva fue preparada como se describié anteriormente. Las muestras
fueron preparadas agregando 5 L de sangre de B. maculata a 5uL de veneno 10 pg/uL,
y 5 pL de PBS a 5 pL de veneno 10 pg/pL. Se prepararon 2 blancos, uno solo con 10
puL de PBS y otro con 5uL de PBS y 5uL de sangre de B. maculata. Luego de incubar
las muestras por 60 minutos a 37°C, se procedié a medir su absorbancia a 492nm. Para
el analisis de los datos se corrigid el valor de las medidas de absorbancia contra la

condicién blanco.

SDS-PAGE (4-12%):

Mediante el método de Laemmli (1969)°° se corrieron 5uL de las muestras, en un gel de

poliacrilamida de gradiente (4-12%) TruPAGE precast gel (Sigma). Las muestras
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consistieron en 5L de sangre de B. maculata, 2 y 5 uL de sangre ovina, 5 L de sangre
de P. lemniscatus, 5uL de la sangre de B. alternatus y un marcador de peso molecular
(Precision Plus Protein™ Standards, Dual Color, Bio-Rad, catalogo # 161-0374). A cada
una de las muestras se les agregé el buffer de carga correspondiente (TruPAGE™ LDS
Sample Buffer, Sigma-Aldrich) y se las incub6 a 100°C por 5 minutos. Las muestras se
corrieron a amperaje constante (20 mA), hasta que el frente de corrida alcanzo6 el final
del gel. El buffer de corrida empleado fue TruPAGE™ TEA-Tricine (Sigma-Aldrich).

ANALISIS ESTADISTICOS:
Los andlisis estadisticos de los ensayos se realizaron mediante t test, considerados
estadisticamente significativos p valores <0.05 (*), utilizando el software GraphPad

Prism version 6.01.

ENSAYO DE COAGULACION:

Para evaluar si la sangre de B. maculata era capaz de inhibir la coagulacién inducida
por el veneno, en primera instancia se puso a punto un ensayo de tiempo de coagulaciéon
de sangre de oveja con veneno de B. alternatus in vitro. Como se puede observar en la
Figura 6, la muestra blanca, solo con sangre de oveja, no coagul6 (sefialado en el grafico

Ccomo n.c).

Tiempo de coagulacién inducido por el veneno

30, N:C

mm Ov
Ov+V

N
o
1

Tiempo (min)

H

Figura 6. Tiempo de coagulacion inducido por el veneno. Sangre ovina (Ov), y sangre
ovina con agregado 5 pL de veneno 10 pg/pL de B. alternatus (Ov+V). “n.c” indica que
la sangre no coagul6 en el tiempo del ensayo.
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Sin embargo, cuando se agrego 5 ul el veneno 10 ug/uL de B. alternatus, la coagulacion
de la sangre ocurrié en aproximadamente 9 minutos, y se tomé como la concentracion

de veneno a utilizar en el ensayo de inhibicion del efecto coagulante.

ENSAYO DE INHIBICION DEL EFECTO COAGULANTE:

Para determinar si la sangre de B. maculata es capaz de inhibir la coagulacién inducida
por el veneno, se realizé un ensayo de inhibicién del efecto coagulante in vitro. La Figura
7 muestra que los controles de sangre ovina sola, como la muestra adicionada con suero

antiofidico comercial no coagularon.

Por otra parte, la sangre ovina adicionada con 5uL de veneno 10 ug/pL coagul6é en
aproximadamente 18 minutos. Al agregar 2uL de sangre de B. maculata, el tiempo de
coagulacion se extendié a 20 minutos. Cuando se aument6 el volumen agregado de la
sangre de la culebra a 5 UL se observa que el tiempo de coagulacién fue de 27 minutos,
y al agregar 10uL de dicha sangre a la mezcla con sangre ovina y veneno, la sangre de
oveja demord 60 minutos en coagular por accién de este Gltimo. Por lo tanto, el tiempo
de coagulacién se vio enlentecido conforme se agregé mayor volumen de sangre de B.
maculata, confirmando la inhibicién del efecto coagulante del veneno de B. alternatus

sobre sangre ovina.

Inhibicidn de la coagulacidn inducida por el veneno

100+

Bl ov
£ Ov+V (5uL)
E Bl Ov+V+Bm (2 pL)
o
o B Ov+V+Bm (5 pL)
IS 501
o Bl Ov+V+Bm (10 pL)
= B Ov+V+Ac (5 uL)

Figura 7. Ensayo de inhibicidn de la coagulacién inducida por el veneno. Para todos los casos
“n.c” significa que la sangre no coagulé en el tiempo durante tiempo en que se prolongaron los
ensayos.

Ov corresponde a la sangre ovina, Ov+V a la sangre ovina con 5uL de veneno 10 pg/uL, y
Ov+V+Bm a la sangre ovina con veneno y el volumen correspondiente de sangre de B. maculata.
Ov+V+Ac sustituye el mismo volumen de B. maculata por SAO comercial. La diferencia
significativa esta sefialada por el asterisco (*) (p-valor <0.05)



ACTIVIDAD HEMOLITICA INDIRECTA:

Para evaluar si la sangre de B. maculata es capaz de inhibir las fosfolipasas A2 se
analiz6 la actividad hemolitica indirecta in vitro. En la Figura 8 se indican los resultados
obtenidos de la puesta a punto de ensayo de actividad hemolitica, donde se agregaron
concentraciones crecientes de veneno de B. alternatus y se midio la actividad fosfolipasa

en sangre ovina.

Actividad Fosfolipasa

: x : E (So)+ V (0.1 pg/uL)

151 o | E (So) + V (1.0 pug/uL)

Bl E (So)+ V (10 pg/uL)

UA

0.0 T T

Figura 8. Ensayo de Actividad Fosfolipasa. Cada columna posee eritrocitos lavados de sangre
ovina (E(So0)) con concentraciones crecientes (de izquierda a derecha) de veneno de B.
alternatus. Cuando corresponda, “n.s” indica que la diferencia no es significativa entre los
resultados, mientras que el * indica diferencia significativa (p-valor < 0.05).

A las muestras preparadas se les adiciona lecitina, ya que las PLA2 del veneno
bothropico actian sobre una fuente exdégena de lecitina, generando lisofosfatidos que
se introduce en la membrana plasmatica, inestabilizandola y provocando la hemdlisis

indirecta®®.

Tanto al agregar 10 L de veneno 0.1 pg/uL, como 1 pg/uL, se observa una actividad
fosfolipasa baja, sin diferencias significativas entre estas condiciones. Por otro lado,
cuando se agregaron 10 pL de veneno 10 pg/upl, esta actividad aumenta
significativamente. Debido a ello se eligié esta ultima concentracion (de 10 pg/ul de

veneno) para los ensayos de inhibicién.
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INHIBICION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA INDIRECTA:

Para evaluar el efecto inhibitorio de la sangre de B. maculata a la actividad fosfolipasa
analizada previamente, se agregaron 20 pl de sangre de B. maculata manteniendo las

mismas condiciones que el apartado anterior.

En la Figura 9 se aprecia que aunque hay una aparente tendencia decreciente al agregar

Inhibicién Actividad Fosfolipasa

3.0 n.s E (So) + V (10 pg/pL)
. L .S. 1
I 1 Bl E (So)+ V (10 pg/pL) + Bm (20 pL)

2.0

UA

1.01

0.0 T

Figura 9. Inhibicién de la actividad fosfolipasa. La columna de la derecha corresponde a los
eritrocitos lavados de oveja con el veneno de B. alternatus, mientras que la de la izquierda
representa el agregado de sangre de B. maculata a la mezcla anterior. Los resultados no presentan

diferencias significativas (n.s).

el inhibidor (columna de la derecha), los resultados del ensayo de inhibicion de la
actividad de las PLA2, no son significativos (n.s). Esto indica que la sangre de B.
maculata no es capaz de inhibir la actividad de las fosfolipasas A2, al menos para el

volimen de sangre evaluado.
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ACTIVIDAD GELATINASA:

La actividad gelatinasa, se evalué mediante la digestion de gelatina al incubarla con
veneno de B. alternatus. Los resultados obtenidos para el ensayo de actividad

gelatinasa se muestran en la Figura 10.

Actividad Gelatinasa

UA

0.0 T T
2 10
V (uL)

Veneno (10 pg/pL)
Figura 10. Actividad gelatinasa para 2 y 10 pL del veneno de B. alternatus 10 pg/pL.

Este ensayo se realiz6 agregando 2 y 10 pl de veneno 10 pg/pL de B. alternatus, y se
puede apreciar que la actividad del gelatinasa del veneno aumenta conforme se
incrementa su volumen, pero para estandarizar los ensayos, todos llevados a cabo con

5 yL de veneno, se us6 dicho volumen para evaluar la inhibicién de esta actividad.

INHIBICION DE LA ACTIVIDAD GELATINASA:

Para evaluar si la sangre de B. maculata es capaz de inhibir la actividad gelatinasa, se
agrego la misma al veneno incubado con la gelatina, y se utilizd6 sangre ovina como
control negativo de inhibicibn. En cambio, al agregar sangre de B. maculata, la
disminucién en la actividad enzimatica es de casi 3 veces para 10 yL de sangre de la
culebra, y de casi 8 veces para 20 pL mostrando una relacion proporcional con la

concentracion de sangre agregada (Figura 11).
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Inhibicion Actividad Gelatinasa

0.20 -
=
=—

0.15+
< -
<0.10

0.05 A

0.00~-

10 20

Volumen sangre (uL)

B ov+v (5uL; 10 pg/pL)
Bl Bm+V (5 puL; 10 pg/ul)

Figura 11. Se sefiala la absorbancia de 10y 20 uL de la sangre de oveja y sangre de B. maculata,
ambas mezclada con 5L de veneno de B. alternatus (10 pg/uL). El asterisco (*) indica diferencia
significativa entre los datos. (p-valor <0.05)

No obstante, la diferencia entre los volimenes agregados de sangre de B. maculata, no
es significativa entre ellas. Estos valores dejan en evidencia que la sangre de B.

maculata es capaz de inhibir la actividad gelatinasa del veneno de B. alternatus.

ACTIVIDAD L-AMINO OXIDASA

Para evaluar la actividad L-amino oxidasa del veneno de B. alternatus, se
establecieron las condiciones del ensayo evaluando dicha actividad con 5y 10 ul de
veneno 10 pg/uL. En la Figura 12 se muestra como la actividad de las LAAO aumenta
conforme lo hace el volumen de veneno agregado.
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Actividad L-aminooxidasa

2.0 1 I * I
1.5+ =
=
< -
D 1-0
0.5+
0.0

5 puL Veneno (10ug/plL)
10 puL Veneno (10pg/plL)

Figura 12. Actividad L- amino oxidasa del veneno de B. alternatus. La diferencia significativa
entre los datos se sefiala con el asterisco (*) (p-valor < 0.05)

INHIBICION L-AMINO OXIDASA

De la misma forma se procedi6 con la evaluacion de la sangre de B. maculata y su
posible inhibicion de la actividad L-amino oxidasa. Para ello se incub6 la misma con el

veneno de B. alternatus en las condiciones seleccionadas en el ensayo anterior.

Inhibicién de L-aminooxidasa

1.5

1.0+

UA

0.51

0.0
Veneno (10 pg/pL)
Bl B.maculata + V(10 ug/plL)

Figura 13. Inhibicion de la actividad L-amino oxidasa. En la columna izquierda se representa
el veneno, y en la derecha el veneno mezclado con sangre de B. maculata. En ambos casos,
el volumen de veneno es de 5L, al igual que el de sangre de la culebra.



En el grafico de la Figura 13 podemos apreciar que agregar sangre de B. maculata al
veneno no afecta la actividad enzimatica de las LAAO presentes en este Ultimo. Este
resultado sugiere, a modo preliminar, que la sangre de B. maculata no tendria la

capacidad de inhibir la actividad L-amino oxidasa del veneno de B. alternatus.

SDS-PAGE
Para analizar los componentes proteicos presentes en la sangre de B. maculata, se
realizd una corrida electroforética en condiciones desnaturalizantes y no reductoras. A

continuacion, se presentan los resultados de la electroforesis en gel. (Figura 14)

SDS-Page

i a—

Oveja Oveja B. maculata P. lemniscatus B. alternatus MPM
2 uL 5puL 5puL 5puL 5puL 5puL

Figura 14. SDS-Page con los perfiles de corrida (izquierda a derecha) de sangre de: Oveja (2
y 5 uL), B. maculata, P. lemniscatus y B. alternatus. El ultimo carril a la derecha corresponde al
marcador de peso molecular.

Se puede observar en los dos primeros carriles donde se sembrd sangre de oveja en
diferentes volumenes, la similitud de los mismos, habiéndose tefiido con mas intensidad
el carril sembrado con 5 yL de sangre. Aproximadamente entre los 250 y 150 KDa se
puede observar tenues bandas, seguidas por otras dos muy intensas en los 150 KDa,
que corresponden a la zona reportada para las inmunoglobulinas del tipo G. Por debajo
de estas pareceria haber algunas bandas muy tenues. Entre los 50 y 75 KDa hay una

delgada banda bien definida y en el entorno de los 50 KDa aparece otra banda muy

41



intensa que podria tratarse de la albumina. Se pueden ver 2 bandas por debajo de los
25 KDa.

En el carril correspondiente a B. maculata, hay una intensa banda >250 KDa. Otras
bandas pueden apreciarse muy vagamente, entre los 250 y 150 KDa, donde se
encontrarian las inmunoglobulinas del tipo Y. Aproximadamente a los 75 KDa hay una
difusa banda, seguida de otra bien intensa, cuyo peso ronda los 50 KDa, que podrian
tratarse de la albumina y la transferrina. Apenas debajo de los 37 KDa hay una banda
gue se aprecia con facilidad, y debajo de esta, en torno a los 25 KDa, otra muy tenue.

Por debajo de este peso se puede ver otra banda bien definida e intensa.

En lo que respecta al perfil de P. leminscatus, este es bastante similar al de B. maculata,
aungue es mucho mas tenue y no pareceria presentar demasiados componentes >250
KDa.

En el carril con sangre de B. alternatus, debido a la falta de resolucion que se extiende
hasta los 50 KDa aproximadamente, es dificil distinguir bandas. No obstante, podria
inferirse que hay componentes de mas de 250 KDa, similar a B. maculata, y se
vislumbran vagamente una banda a 150 KDa, donde se esperaria encontrar a las
inmunoglobulinas y otra a 100 KDa. Una banda muy intensa se aprecia a los 50 KDa
(posiblemente correspondiente a la albumina), y una muy tenue por encima de los 37
KDa. Al igual que en los otros dos ofidios, se puede ver una banda por debajo de los 25
KDa, aparentemente de menor peso que en las anteriores, que podria corresponder a

BaltMIP, un inhibidor proteico de miotoxinas reportado para el suero de esta especie.

Desde hace mas de un siglo, los sueros antiofidicos han sido el tnico antidoto efectivo
contra el accidente ofidico, pero acarrean con ellos nhumerosas desventajas, y poco han
cambiado en este tiempo. Esto ha impulsado la busqueda de nuevas terapias para el
accidente ofidico, y no solo el desarrollo de mejores sueros, mas econémicos, efectivos
y que tengan menos riesgos para las victimas del ofidismo, sino también a nuevas

herramientas que sean capaces de complementar este tratamiento.

Desde la antigliedad, muchos animales han despertado interés gracias a su capacidad
de resistir al veneno de serpiente, y tras numerosos estudios, se ha demostrado la

existencia de inhibidores naturales que disminuyen o neutralizan las toxinas presentes
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en el veneno. A partir de estos trabajos se ha profundizado en la investigacion de los

mismos, buscandoles una posible aplicacién terapéutica para tratar el ofidismo.

Los efectos locales provocados por el veneno no son revertidos por el SAO por la
desparejarelacién veneno/SAO, algo que se acentla con la demora en la administracion
de este Gltimo. Por esta razén, uno de los enfoques actuales para mejorar el tratamiento
antiofidico es ahondar en estos inhibidores, pudiendo ser una alternativa la

administracion local de estos para minimizar la degradacion del tejido.

El objetivo de este trabajo fue evaluar si la sangre de B. maculata es capaz de inhibir
total o parcialmente, alguno o todos los efectos téxicos del veneno de Bothrops
alternatus. Para lograrlo, se llevaron a cabo ensayos in vitro donde se incubd la sangre
de B. maculata con el veneno de B. alternatus, evaluando las principales actividades

toxicas del mismo.

Una de las expectativas de este trabajo, es poder aprovechar la eventual resistencia de
B. maculata al veneno como una fuente potencial para el desarrollo de nuevos y/o

mejores tratamientos antiofidicos.

El veneno de B. alternatus se caracteriza por provocar severos dafios sistémicos,
principalmente a nivel de la cascada de coagulacion, siendo las SVMP y SVSP las
responsables de afectar la hemostasis. Estas enzimas tienen efectos tanto
procoagulantes como anticoagulantes, estimulando la formacién de coagulos
inestables, al mismo tiempo que consumen factores de coagulacién de forma excesiva.
El resultado de esta combinacion vuelve a la sangre incoagulable, derivando en severas

hemorragias que aumentan considerablemente el riesgo de shock hipovolémico.

Estos desordenes sistémicos son los principales efectos toxicos del veneno que ponen

en riesgo la vida de la victima si no son tratados a tiempo®11:2834,

Con relacion a los efectos hemostéticos del veneno, en el presente trabajo, durante la
puesta a punto del ensayo de coagulacién, se observdé que el veneno coagulaba
completamente la sangre de oveja. Posiblemente esto se deba a que el ensayo se
realizo in vitro, donde la sangre se encuentra estatica, a diferencia que en el organismo
la sangre, que se encuentra en movimiento, prevaleciendo el efecto anticoagulante por
el consumo de los factores de la coagulacion. Para comprobar que en las condiciones
experimentales fueran las adecuadas y que se neutralizara el efecto del veneno, se usé

como control positivo una mezcla de SAO con el veneno y la sangre ovina, la cual, para
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el tiempo establecido para el ensayo, no coaguld. Al incorporarse al ensayo la sangre
de B. maculata, se pudo observar que el tiempo de coagulacion de la sangre ovina se
va enlenteciendo conforme se incrementa el volumen de la sangre de la culebra.
Inicialmente, el tiempo de coagulacion de la sangre ovina cambia muy poco. La
coagulacion total se obtuvo en un tiempo de una hora al agregarse cinco veces mas
volumen de sangre de B. maculata a la solucion, retrasando cinco veces mas el tiempo
gue le lleva a la sangre ovina ser coagulada por el veneno. Estos resultados confirman
gque la sangre de B. maculata tiene la capacidad de inhibir, al menos parcialmente, las
toxinas del veneno responsables de la coagulacion sanguinea, ya que los tiempos de

coagulacion fueron retrasados notablemente.

Morais report6 que las SVMP del veneno de B. alternatus, influirian de forma significativa
en la actividad coagulante, por lo que podemos asumir que un posible mecanismo
molecular involucrado en esta disminucion estaria afectando la actividad de estas
proteasas, y presumiblemente también la actividad de las SVSP, aunque estas tienen

un rol fundamentalmente anticoagulante'?.

Esta resistencia podria ser atribuida principalmente a la presencia de factores séricos,
ya que la resistencia al veneno (propio o de otras especies) que se ha reportado para

serpientes se debe principalmente a estos?0-22:2557-60,

Otras posibles causas de la resistencia pueden ser la presencia de anticuerpos
naturales®*®!, que neutralicen la actividad coagulante del veneno, alguna mutacién en
los sitios de accidn de las toxinas del veneno en las células de B. maculata, u otros
factores. En un reporte realizado por Goetz, se sugiere que la resistencia a la actividad
hemorréagica hacia un veneno puede estar relacionada a elevados niveles de Vit-E en la
sangre®. Cabe destacar que, en cualquier caso, uno o varios de los mecanismos
podrian estar actuando en conjunto, por lo que deberian realizarse mas estudios para
comprobarlo. Sin embargo, en caso de que la resistencia de B. maculata se debiese a
una mutacién en el sitio de accién del veneno, este mecanismo no permitiria conferir su
resistencia a la sangre otro organismo. Por otra parte, se podria investigar la eficacia de
la administracion de Vit-E directamente en los pacientes, y los posibles riesgos que esto

podria implicar.

Con relacién a las SVMP, que son el componente mayoritario del veneno de B.
alternatus, se ha reportado que son responsables de los efectos sistémicos y también

las principales causantes del pronunciado dafio local producto del envenenamiento. Si
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bien estos efectos solo suponen un riesgo potencial para la supervivencia de la victima,
suelen poner en grave peligro el miembro afectado, teniendo frecuentemente como

consecuencia la amputacion de este®11921,

En este trabajo se estudiaron estas enzimas mediante un ensayo de inhibicién de la
actividad gelatinasa. Si bien se han reportado que algunas SVSP y PLA2 pueden tener
actividad gelatinasa, la mayor parte de esta actividad viene dada por las SVMP. En el
ensayo se observdé que la actividad gelatinasa disminuye considerablemente en
presencia de la sangre de B. maculata, y conforme se aumenta el volumen de ésta. Este
resultado sugiere que uno de los mecanismos de B. maculata para resistir los efectos
del veneno, es inhibiendo esta familia de enzimas. Al igual que en el caso de la inhibicién
de la coagulacién, esta podria suponer la presencia de moléculas capaces de neutralizar
la actividad de dichas enzimas, como anticuerpos neutralizantes o inhibidores
enzimaticos, posiblemente séricos, como se reporta en la bibliografia. En lo que
respecta a inhibidores séricos, se han aislado varios inhibidores especificos de
metaloproteasas, tanto en serpientes, como mamiferos e incluso plantas. HSF fue el
primer SVMPI aislado y caracterizado a partir de suero de serpiente, aunque se han
aislado varios mas, como BJ46a, NtAH, cMSF, jMSF, entre otros. Junto a HSF, los

SVMPI mas estudiados son Oprin y Erinacin, que provienen del suero de dos mamiferos

20,21

Los resultados obtenidos en el estudio de la actividad L-amino oxidasa son
concordantes con reportes en la literatura. Las LAAO estan presentes en casi todos los
venenos de serpiente, representando entre 1y 9% de las proteinas, dependiendo de la
especie. A pesar de que representan el 7% del venoma de B. alternatus, no se esperaba
gue la sangre de B. maculata tuviera efecto alguno sobre la actividad de estas enzimas,
ya gue su actividad adn es cuestionada a pesar de que se le atribuyen diversos efectos.
En los resultados del ensayo de inhibicién de la actividad L-amino oxidasa, que
demuestra que la presencia de sangre de B. maculata no afecta la actividad de estas

enzimas, confirmando los datos bibliograficos!!*®,

Otro de los ensayos realizados en este trabajo fue el estudio de la hemdlisis indirecta
causada por las PLA2, las que, de acuerdo con la literatura, destruyen las membranas
celulares al hidrolizar sus glicerofosfolipidos, aunque también contribuyen al dafio local,
induciendo formaciéon del edema, miotoxicidad y hemorragia. Estas enzimas son
componentes mayoritarios del veneno de alternatus, cuya proporcion es similar a la de
las LAAQ®>1120,
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Los resultados obtenidos del ensayo de inhibicion de estas enzimas apuntan a que la
sangre de B. maculata no es capaz de combatirlas. Esto abre camino a tres
posibilidades: Que el volumen de sangre de la culebra no haya sido suficiente para
observar inhibicién en el ensayo. Que no haya factores solubles en la sangre que
antagonicen contra las toxinas, o bien, cabe la posibilidad de que la resistencia esté
asociada a modificaciones sobre la superficie celular. De ser este el caso, como este
ensayo mide hemdlisis indirecta de eritrocitos ovinos, es de esperarse que no se vea
reflejado en los resultados. Considerando la posibilidad de una mutacion en el sitio de
accion de estas hidrolasas, que son los glébulos rojos, se podria repetir el ensayo,
directamente con la sangre de B. maculata, sin incluir la sangre ovina, y comprar los
resultados. En la literatura se describe la existencia de inhibidores de PLA2, (PLI), en
suero de serpientes venenosas y ho venenosas, por lo que, no descartaria
completamente la presencia de algun tipo de PLI en el suero de B. maculata. En tal
caso, posteriores estudios serian necesarios para verificarlo, pudiendo repetirse este

ensayo mediante otras técnicas que puedan ser mas sensibles y/o robustas?!:25:27:62,

En funcién de la escasa bibliografia referente a B. maculata y asumiendo que de tener
resistencia a los venenos, 1o mas probable es que fuera por la presencia de proteinas
séricas, se corrid en un gel de electroforesis la sangre de esta serpiente junto a la de
otros dos ofidios (B. alternatus y P. lemniscatus) y sangre de oveja para tener como
referencia y observar diferencias. Debido a la ausencia de informacién protedémica, la
corrida electroforética es meramente descriptiva, por lo que en esta seccion del trabajo

solo se comentara a que podrian corresponder las bandas visualizadas.

En el perfil electroforético de la sangre de B. maculata, se observan diversas bandas
dentro del rango en que podrian corresponder a inhibidores descriptos para suero de
ofidios18:20.60.62-64,21,22,25,27,38,39.57.59 ' Por encima de los 250 KDa, se podria inferir la
presencia de IgM pentaméricas, con un peso molecular ~850 a 900 KDa, o agregados
de 4 subunidades de cadenas pesadas de las dos subclases de inmunoglobulina
IgY383961 de 240 y 280 KDa. Asi mismo, se ha reportado un SVMPI de alto peso
molecular, NtAH, rondando los 1000 KDa?°?!, A pesar de que la sangre de B. maculata
no mostré inhibicion de PLAZ2s, se visualizan bandas que rondan el rango dentro del que
se han descripto PLI (130 y 160 KDa)*?"%2, Los SVMPI de bajo peso molecular que se
han reportado se encuentran en el rango comprendido entre 50 y 90 KDa, donde es

posible visualizar algunas bandas en el gel'82922 En la literatura se menciona que varios
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de estos SVMPI parecen depender de proteinas séricas de bajo peso molecular (<25

KDa), que se pueden observar en el perfil de la corridat®2022,

Debido a la similitud de los perfiles de corrida entre B. maculata, P. lemniscatus, y B.

alternatus, se podrian hacer las mismas suposiciones sobre la identidad de sus bandas.

Posteriores ensayos cromatograficos y protedmicos son necesarios para conseguir
mayor resolucién en la separacion de estos componentes sanguineos y su eventual
identificacion, con la esperanza de que los mismos puedan tener potencial utilidad para

el tratamiento del accidente ofidico.

Lamentablemente, a causa de la escaza disponibilidad de sangre de B. maculata, no
fue viable realizar mas ensayos, y la variedad de condiciones que fue posible llevar a

cabo se vio limitada.

Gracias a los resultados obtenidos en los ensayos, se puede afirmar que la sangre de
B. maculata tiene la capacidad de contrarrestar, al menos parcialmente, las actividades
téxicas del veneno de B. alternatus, en particular las SVMP y presumiblemente de las
SVSP. Sin embargo, debido a que la actividad de estas Gltimas no fue evaluada de forma
individual, se podria disefiar un ensayo especifico para su evaluacién y eventualmente
agregar sangre de B. maculata para estudiar los efectos que pueda tener esta Ultima

sobre dichas enzimas.

A pesar de que la actividad de las PLA2 no se vio afectada por la sangre de B. maculata,
se considera relevante evaluar esto nuevamente mediante otras técnicas, dada la

importancia de estas enzimas en el veneno.

El veneno de B. alternatus comparte sus caracteristicas generales con el veneno de
otros vipéridos, siendo sus efectos caracteristicos el dafio local y los desérdenes
sistémicos. Por ello, identificar inhibidores que neutralicen su toxicidad podria ser
extrapolable a otros venenos de especies del mismo género, o con efectos toxicos
similares. Cabe sefialar que el género Bothrops es el que causa mas accidentes en

nuestro pais y en la region.
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Una de las principales ventajas de B. maculata es que la especie es autoctona, lo que
hace posible obtener la materia prima mediante la recoleccién de algunos ejemplares
en territorio nacional y de esa forma profundizar en la investigacion de estos inhibidores,

sin la necesidad de importar las muestras.

En relacion a la profundizacién de estos ensayos, una alternativa seria llevar a cabo
experimentos in vivo sobre estas culebras. De contar con un niumero considerable de
ejemplares de B. maculata, y cuidando las condiciones sanitarias, evaluar la accion del
veneno directamente sobre su organismo realizando seguimiento de la evolucion del
cuadro clinico producido por el veneno, a nivel macro y microscépico, seria sumamente

relevante e interesante.

Por otro lado, de lograrse la purificaciéon y caracterizacion de estos inhibidores, y
asumiendo que son de naturaleza proteica, se podria considerar una posible produccion
de forma recombinante. Finalmente, con un sistema optimizado y adecuado, podria
desarrollarse una solucién inyectable de administracion local para combatir los efectos
téxicos del veneno. Si los resultados propuestos fueran exitosos la elaboraciéon de una
solucion basada en proteinas recombinantes, ofreceria amplias ventajas respecto al
proceso de elaboracion de los SAO actuales. En principio, se reduciria
considerablemente el costo de produccion, al independizarse del uso de animales
domésticos de gran porte y el gasto que estos suponen. Con relacion a ello, los efectos
adversos que generan la administracion de sueros antiofidicos producidos de sueros
hiperinmunes podrian ser reducidos o eliminados. Por otra parte, la produccién a mayor
escala seria mas econOmica y seguramente en tiempos mas acotados. A su vez,
producir una solucion basada en inhibidores recombinantes permitiria un mayor control

de la pureza del producto final.

Ante un panorama de estas caracteristicas, la reduccion de los costos parece mas que
factible, favoreciendo la accesibilidad del producto tanto a nivel econémico como su

distribucion regional, al menos en principio, dentro del territorio nacional.
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