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RESUMEN

En Argentina mas del 97% de los accidentes ponzofiosos son producidos por el género
Bothrops, siendo el Complejo Bothrops neuwiedi una de las de mayor incidencia. El
envenenamiento por esta especie es similar al descripto para otras especies Bothrops
de América, presentando en el individuo accidentado dafio tisular considerable: dolor,
inflamacion, edema, exudacion, mionecrosis, problemas en la coagulacion y
hemorragias importantes.

Una proteina bésica se aisl6 del veneno entero del Complejo Bothrops neuwiedi por
cromatografia de intercambio iénico y RP-HPLC, la que se denomind Miotoxina |. Esta
proteina provocé edema, miotoxicidad local cuando se la ensay6 en ratones,
citotoxicidad en cultivos celulares y alteracion a nivel de la coagulacién sanguinea, con
potencia comparable al de otros venenos del género Bothrops.

Con el objeto de determinar en qué medida esta toxina era importante en el dafio que
provoca el veneno entero de BnC cuando se produce un accidente ofidico, se
caracteriz6 la misma a nivel bioquimico determinando las siguientes actividades: letal,
necroética, hemorragica, miotoxica, edematizante, desfibrinogenante, citotéxica y
enzimatica (fosfolipasa A2).

Al inyectar dosis de hasta 4,4 mg/ kg de peso de ratdn por via endovenosa, se observé
que la toxina no era letal, a su vez no produjo necrosis ni hemorragia, como se observa
cuando se inyecta el veneno BnC crudo, tampoco se detectd actividad fosfolipasa A2
cuando se la ensay6 sobre fosfolipidos de yema de huevo.

Sin embargo si se observé un aumento de la enzima cretinina kinasa (CK) debido al
dafio producido en tejido muscular y de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) cuando
se la inoculé a lineas celulares endoteliales (t-END) y mioblastos (C2C12) de ratdn,

observandose un dafio en la monocapa celular a partir de las 3H de inoculada la toxina.
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A nivel sanguineo se pudo determinar que esta nueva toxina posee actividad
anticoagulante en un porcentaje menor al que provoca el veneno entero cuando es
inoculado.

Con el fin de determinar su peso molecular se realizd6 una electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecyl sulfato de sodio, donde se observd que la Miotoxina | de
BnC aparecia, al colorear el gel, como un homodimero de 15 kD.

Al realizar una inmunodifusion en gel de agarosa, se observo que existe un patrén de
identidad antigénica parcial entre esta nueva Miotoxina aislada y la Miotoxina Il del
veneno de la especie Bothrops asper de Costa Rica.

A su vez, se secuenci6 los primeros 40 residuos aminoacidicos de esta Miotoxina lo
que demostré una alta homologia con varias miotoxinas fosfolipasas A2 clase I, de la
familia de las Lys-49, de crotalidos.

Estos resultados en conjunto sugieren que esta toxina es un nuevo miembro de las
fosfolipasas A2 Lys-49, con actividades: miotdxica, citolitica e inflamatoria por induccion
de edema y con actividad anticoagulante probablemente por el consumo de fibrinbgeno

en el torrente sanguineo.

Xi
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INTRODUCCION

Importancia médica de los venenos de viboras

Los emponzofiamientos por serpientes venenosas constituyen un problema de salud en
todo el mundo y se caracterizan por una fisiopatologia compleja. Estos accidentes
afectan fundamentalmente a la poblacién rural especialmente en las regiones tropicales
y subtropicales, esto hace que los datos epidemioldgicos sean generalmente escasos y

no se pueda estimar la verdadera situacion. (Gutierrez et al. 2006)

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) analiza, desde 1954, los datos de las
muertes provocadas por mordeduras de serpiente en forma global. Se estima que
existen aproximadamente entre 50.000 y 100.000 muertes anuales en el mundo por
este caso, correspondiéndole a América Latina un 10% de los casos. (WHO 2010). Los
accidentes ofidicos no siempre provocan la muerte del individuo, sino que pueden
provocar una incapacidad permanente a la victima debido a la severidad del dafio

tisular causado por el veneno de algunas especies. (Ministerio de Salud, 2014)

A pesar de existir otras familias de ofidios, la mayoria de los accidentes que ocurren en
el hemisferio oeste se deben a la familia Viperidae, subfamilia Crotalinae. En América
del Sur, esta subfamilia esta representada por los géneros Bothrops, Lachesis y
Crotalus. En Argentina, el 97% de los accidentes ponzofiosos son producidos por
serpientes venenosas, mayoritariamente del género Bothrops. El complejo de Bothrops
neuwiedi (BnC) estd conformada por las especies Bothrops diporus, Bothrops
mattogrossensis y Bothrops neuwiedi neuwiedii, siendo la especie Bothrops diporus la
de mayor incidencia por su mayor distribucion (Costa de Oliveira et al. 2011). Es un
animal muy agresivo que se distribuye en una amplia zona geografica de nuestro pais,
entre regiones frias, aridas y templadas, habita en el norte, centro y noreste argentino

(Fig.1). Es conocida como “yarara chica”, su longitud alcanza entre los 70 - 130 cm y su
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color varia entre claro a castafio mas oscuro. Clinicamente, el envenenamiento por BnC
es similar al descripto para otras especies Bothrops de América, con un dafio tisular
considerable (dolor, inflamacién, edema, exudacion, mionecrosis), problemas en la

coagulacién y hemorragias importantes.

A B

Figura 1- Localizacién geografica de distribucién de las especies que conforma el complejo Bothrops neuwiedi de
Argentina. (A) Bothrops diporus, (B) Bothrops mattogrossensis, (C) Bothrops neuwiedi neuwiedii. Hallazgos hasta el

afio 2014. (Ministerio de Salud,2014)

Los venenos de serpiente no son solamente una sustancia téxica, por su composicion
son médicamente importantes desde un punto de vista basico, dado que los
componentes biolégicamente activos presentes en estas secreciones encierran un gran
potencial como herramienta para el estudio y comprension de su farmacologia en los
6rganos blancos. Por ejemplo, los componentes neurotoxicos de los venenos han sido
importantes en el estudio de la regulacién de voltaje en los canales ionicos, liberacion
de neurotransmisores y en la estructura y funcién del receptor acetilcolinico. Muchas
enzimas y péptidos provenientes de los venenos de viboras son empleados en la

investigacion en el campo de la coagulacion, del diagnéstico y aplicaciones clinicas
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(Dufton, 1993), como asi también se han aislados humerosos componentes que tienen
un gran potencial terapéutico, principalmente en el tratamiento de patologias de la
trombosis y coagulacién. Sin embargo, aln existen agentes y acciones por investigar
en las secreciones toxicas de las serpientes.
Serpientes venenosas y sus venenos
Aproximadamente el 15% de las especies conocidas son venenosas y se pueden
clasificar taxonémicamente de la siguiente manera:
< Familia: - Elapidae (Corales)

- Viperidae (viboras)

o Subfamilia Crotalinae

= Género Bothrops

= Especies: Bothrops diporus, Bothrops mattogrossensis,
Bothrops neuwiedi neuwiedii, conformando el Complejo
Bothrops neuwiedi (Silva 2008).
Los venenos de las serpientes son producidos por un par de glandulas exdcrinas que
se encuentran a ambos lados de la cabeza detrds de los ojos encapsuladas en una
envoltura muscular. La composicion de los mismos depende de la edad del animal y
de su habitat geografico basicamente; estos son factores que determinan variaciones
en la composicién del veneno aunque se trate de ejemplares de la misma especie
(WHO, 2010). Los venenos son una mezcla compleja de moléculas de diferente
naturaleza quimica que causan multiples manifestaciones clinicas; pudiendo ser toxicos
y no téxicos, enzimaticos y no enzimaticos. Tal es asi que se han detectado por
distintas técnicas, a lo largo del tiempo, desde la electroforesis capilar, hasta la
protedmica, mas de 100 componentes en un solo veneno (Perkins et al. 1993; Calvete
et al. 2009). La caracterizacion de sus componentes incluyen proteinas y péptidos que

poseen una amplia variedad de acciones farmacoldgicas y toxicas.

Historicamente, los venenos han sido clasificados del acuerdo a su principal actividad

farmacoldgica, como neurotoxicos, hemohistotoxicos (hemorragicos) y mixtos.
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Sin embargo, esta clasificacion, es demasiado simple y no parece abarcar la
complejidad de las acciones de los mismos y su heterogeneidad entre especies de la

misma familia.

Las diferentes actividades de los venenos pueden ser atribuidas a algin componente o
toxina en particular, aunque es posible que estas diferentes toxinas actlen en forma
sinérgica induciendo una mayor actividad conjuntamente que si actuaran en forma

independiente.

Dafio tisular localizado inducido por accién de los venenos

Los venenos de muchas especies de ofidios pueden causar, ademas de los efectos
téxicos sistémicos, alteraciones en el sitio de inoculacion ocasionando dafio del tejido
local. Los efectos locales que producen los venenos pueden ser clasicamente definidos
como hemorragia, mionecrosis, citotoxicidad y edema (Warrell, 2004; Cardoso et al.
2009; Gutierrez, 2016), la magnitud de los mismos dependen del tipo de veneno (viay
dosis inoculada) y del individuo (estado, sexo y edad). En los casos mas severos, el
tejido dafiado puede quedar con importantes secuelas como pérdida de tejido
permanente, incapacidad o amputacidon (Rosenfeld, 1971; Ho et al.1986b; Kerrigan,

1991; Nishioka & Silveira, 1992 Gutierrez, 2006) (Fig.2).

Viperidae: Bothrops
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Figura 2.- Accidente ofidico por la especie BnC. Se evidencia edema e inflamacién de mano, hemorragia y
necrosis de miembros.

El reconocimiento de la importancia clinica del dafio tisular provocado por los
emponzofiamientos ha motivado un incremento en el estudio de su patogénesis. Por
otro lado, la accion de las toxinas puede revelar mecanismos en células y tejidos
lesionados comunes a otras patologias. Para poder estudiar estos eventos, se han
aislado toxinas especificas de los venenos responsables de la injuria tisular. Asi se han
aislado y caracterizado numerosas proteinas, de acuerdo a su estructura y a su
bioguimica. Sin embargo, no son pocos los estudios realizados “in vivo” para determinar
su mecanismo de accion y patogenia. Por ejemplo, mas de 50 toxinas de venenos,
capaces de inducir hemorragia, fueron aisladas y caracterizadas, han sido estudiadas
observando la patogénesis de la acciébn hemorrdgica en modelos animales (Ownby,

1990, Gay 2005).

Aungue el estudio de los componentes aislados es importante en el andlisis de las

acciones de los venenos, los efectos inducidos por el veneno entero puede ser el



Maestria en Microbiologia Molecular

resultado de los efectos sinérgicos de dos o mas componentes, por lo tanto, la
induccion de un efecto dado por parte de un componente aislado no necesariamente
informa a cerca de su relativa contribucidn o importancia en el contexto de las acciones

del veneno crudo.

Se han aislado un ndmero importante de toxinas que provocan dafio tisular, las que

podemos clasificar en tres tipos segun el dafio que provoquen en el tejido:

a. Toxinas hemorragicas (Hemorraginas)
b. Miotoxinas

c. Toxinas inductoras de edema

a. Hemorraginas

Muchas toxinas capaces de inducir hemorragia en el sitio de inoculacién o en sitios a
distancia han sido purificadas de los venenos de crotalidos y vipéridos (Bjarnason and
Fox,1988). Todas estas toxinas son proteinas y tienen distinto grado de actividad

proteolitica in vitro sobre sustratos tales como la gelatina, caseina y hemoglobina.

La caracterizacion bioquimica de estas enzimas ha demostrado que son
metaloproteinas dependientes del zinc y se las puede clasificar en tres grupos de
acuerdo a sus pesos moleculares y a dominios que poseen: pequefas (~25kD),
medianas (30-60kD) y grandes (60-90kD) estas ultimas tienen mayor actividad in vivo
(Bjarnason and Fox,1994). La relacién entre su actividad proteolitica y el mecanismo de
hemorragia, fue materia de discusion por largo tiempo debido a distintos factores.
Inicialmente, algunas toxinas fueron descriptas como carentes de actividad proteolitica.
Esta discrepancia aparente se debi6 a la ausencia de sensibilidad de los sustratos y a

las condiciones sub-6ptimas del ensayo y por otro lado, a la carencia de correlacion
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entre la actividad hemorrégica in vivo y la actividad proteolitica in vitro cuando se usan
sustratos comunes. No obstante, otros trabajos demostraron una mejor correlacion
entre la actividad biolégica y enzimatica de las toxinas usando sustratos mas
especificos y adecuados como los componentes de la lamina basal de los tejidos
(colageno). Se han reportado varios estudios histopatolégicos del dafio del endotelio
capilar por hemorraginas purificadas en los que se han confirmado que la lamina basal
de los capilares es frecuentemente destruida (Ownby et al.1978, 1979; Ownby & Geren

1987; Moreira et al.1994, Gutierrez et al. 2016).

Se ha encontrado in vivo que el efecto de las hemorraginas sobre las células
endoteliales es muy rapido, provoca cambios morfolégicos degenerativos que pueden
llegar a la destruccion celular o agujeros en las células. La observacion de este
fendmeno sugiere la posibilidad de que las toxinas hemorragicas puedan tener una
accion directa sobre las células endoteliales (Gutierrez & Lomonte,1989). Las
alteraciones de las células endoteliales pueden ser una consecuencia indirecta de la
degradacion proteolitica de la matriz extracelular que la rodea. Existe evidencia de que
el efecto hemorragico se produciria por la unién de las hemorraginas a la lamina basal
de los vasos y por su accién proteolitica, desestabilizaria la integridad de la estructura
de los vasos escindiendo, de manera altamente selectiva, los enlaces peptidicos clave
de los componentes de la membrana basal, afectando de este modo la interaccion entre
la membrana basal y las células endoteliales. Como consecuencia, estas células
experimentan una serie de alteraciones morfolégicas y funcionales in vivo,

ocasionando colapso de los capilares y extravasacion (Gutierrez, 2000).

Se han desarrollado varios métodos para la cuantificacion de la actividad biol6gica de
las hemorraginas (Bjarnason & Fox, 1988); el mas utilizado es el ensayo de Kondo
(Kondo et al. 1960) que utiliza la inoculacién intradérmica, en conejos, de distintas

concentraciones de la sustancia a ensayar y luego la medicién del area de hemorragia
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que se genera en la parte interna de la piel disecada. Algunos utilizan el ensayo de
Kondo modificado utilizando ratas o ratones (Theakston & Reid 1983; WHO 2010,
2016). La potencia o actividad se expresa como la “Dosis Minima Hemorragica” (DMH),
que se define como la cantidad de toxina que induce un area hemorragica de 10 mm de

didmetro, en un tiempo de 2 hasta 24 horas, dependiendo de los distintos experimentos.

b. Miotoxinas

Estas son toxinas que abundan en algunos venenos ofidicos e inducen necrosis del
musculo esquelético, las cuales contribuyen a digerir la presa y causan un significativo
dafio al tejido en los accidentes por envenenamiento en humanos (Mebs et al.1983;
Harris & Cullen,1990). Las toxinas que provocan el dafio muscular han sido clasificadas
en cuatro grupos de acuerdo a las diferentes caracteristicas sefialadas en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de las miotoxinas (Angulo, 2005)

Grupo Caracteristicas

b.1. Miotoxinas

pequefias

Proteinas bésicas, sin actividad enzimatica. Formada por cadena

simple peptidica de no mas de 45 aminoacidos (aa).

b.2.Cardiotoxinas

Proteinas bésicas, sin actividad enzimatica. Formada por cadena

simple peptidica de aproximadamente 60 aminoacidos.

b.3. Miotoxinas con
actividad fosfolipasa
A, (PLA))

Proteinas basicas, simple cadena de péptidos

Neurotoxica (aproximadamente 120 aa) o complejo de
proteinas con actividad PLA, Pueden ser desde
mondémeros hasta tetrdmeros unidos
covalentemente o no. Denominadas D49

No Proteinas basicas, e Enzimaticamente

Neurotéxica . .
simple cadena de activa PLA, Asp-49.
péptidos

(aproximadamente
120aa) o dimeros con
estructura PLA,,

e Enzimaticamente
inactiva PLA, Lys-49.

b.4. Factores

miotdxicos

Existen otros factores miotoxicos que pueden dafiar el musculo

esquelético por otro mecanismos provocando isquemia.
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b.1. Miotoxinas pequefas

El grupo de las miotoxinas pequefas, esta formado por proteinas basicas con 42-45
residuos aminoacidicos sin actividad enzimatica conocida. La carga positiva de los
aminodcidos, juega un papel central en el mecanismo de reconocimiento celular.
Algunas de estas miotoxinas han sido aisladas, como por ejemplo la crotamina de
Crotalus durissius terrificus, vibora de cascabel (Laure, 1975). La inoculacion de estas
toxinas en ratones es causante de postracion inmediata, contractura de los miembros
posteriores y distress respiratorio. Estudios histopatolégicos del musculo esquelético,
muestran formacién de vacuolas (dilatacion del reticulo sarcoplasmico y del espacio
perinuclear) progresando a necrosis muscular 48 horas después de la inoculacion. Otro
tipo de células, como fibroblastos y células endoteliales, no son afectadas (Ownby,
1990; Mebs & Ownby, 1990). A pesar de su potente accion in vivo (Baker et al.1993;
Bruses et al., 1993), estas miotoxinas no son precursoras de la cit6lisis de las células
musculares. EI mecanismo de accién aln no se ha establecido, pero se sugiere que
actuarian sobre los canales de Na* incrementando la permeabilidad de membrana para
ese ion. Esta accion permite la afluencia de Na* y de agua que causa un aumento del
reticulo sarcoplasmico y eventualmente necrosis de la célula muscular (Mebs & Ownby,

1990).

Otros investigadores proponen que las miotoxinas actuarian directamente sobre la
enzima Ca-ATPasa del reticulo sarcoplasmico (Volpe et al., 1986). Estudios in vitro e in
vivo usando péptidos sintéticos y fragmentos de miotoxina sugieren que la regiébn amino
y carboxilo terminal de la proteina participan en la accién del dafio muscular (Baker et

al.1991).
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b.2. Cardiotoxinas

Las cardiotoxinas, también llamadas citotoxinas, son proteinas de 60-62 residuos
aminoacidicos sin actividad enzimatica estructuralmente homdlogas a neurotoxinas
post-sindptica 0 a-neurotoxinas. Estas proteinas activas de membrana se han
encontrado en algunos venenos elapidicos. Se las denomina cardiotoxinas por la
habilidad que tienen estos componentes de causar alteraciones cardiacas in vitro e in
vivo (Harris & Cullen 1990). Estudios con estas toxinas han revelado mionecrosis con
ruptura de la membrana plasmatica en el area de la lesiébn y condensacién de las
miofibras en grumos densos, alternados con zonas claras conteniendo algunos

elementos del sistema sarcotubular y mitocondrial dafiado (Ownby et al.1993).

b.3. Miotoxinas Fosfolipasa A,
Las miotoxinas fosfolipasa A, (PLA,) han sido aisladas de venenos de numerosas
viboras de las familias Elapidae, Crotalidae y Viperidae. Estas se pueden dividir en dos
grupos, como se indicé en la Tabla 1:

b.3.1. Neurotoxinas, miotoxinas con alta actividad PLA2 pre-sinaptica

b.3.2. No-neurotoxinas, miotoxinas con baja actividad PLA2 (Mebs &

Ownby,1990)

b.3.1. Neurotoxinas, miotoxinas con alta actividad PLA2 pre-sinaptica

Algunas miotoxinas de este grupo, entre ellas la crotoxina del veneno de Crotalus
durissius terrificus, han sido muy bien caracterizadas. Ademas de tener una potente
accion pre-sinaptica, que explica su alta actividad letal, estas toxinas inducen un gran
dafio en musculo esquelético. Sin embargo, es importante hacer notar que la accion
fosfolipdsica pre-sindptica no siempre es miotoxica, ejemplo de esto es la B-

bungarotoxina (Mebs & Ownby, 1990; Mora-Obando, 2014).
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Morfolégicamente, el dafio muscular inducido por ambos grupos de PLA, (neurotoxica y
no neurotéxica) es similar con una rapida degeneracion de las fibras musculares, la que
es evidente entre los 30 minutos y 3 horas luego de la inoculacion. Por lo general, estas
miotoxinas no son citoliticas. Las alteraciones tempranas son hipercontraccion de
sarcOmeros Y la aparicion de lesiones en membrana. Las mitocondrias muestran signos
de dafio como hinchazoén y luego ruptura, provocando la liberacidon de enzimas que se
detectan rapidamente en plasma sanguineo, siendo la enzima creatinina kinasa (CK) la
mas importante. El proceso degenerativo va acompafado por edema e infiltraciéon de
células fagociticas, pero no con hemorragia. Entre las 12 y 24 horas se observan las
fibras musculares totalmente destruidas con apariencia amorfa e hialina. La lamina
basal se preserva a lo largo de todo este proceso asi como la microvasculatura y
células satélites que se encuentran entre la membrana basal y la membrana plasmatica
de las fibras musculares (Harris & Cullen, 1990; Mebs & Ownby, 1990). Las células
satélites serian en condiciones adecuadas las responsables de la formacion de
mioblastos, miotubos y la eventual regeneracion del musculo esquelético luego de la
necrosis.

El mecanismo por el cual las PLA2S inducen la necrosis de las células musculares se
debe a una serie de drasticos eventos degenerativos que probablemente se inicien en
la membrana plasmatica y culminan con necrosis selectiva de musculo esquelético. Se
supone que el efecto miotdxico es provocado por interaccion electrostatica con la
membrana y posterior penetracion de la bicapa. Los efectos causados por PLA2
inducen a desestabilizacion de la membrana, con pérdida selectiva de la permeabilidad
a iones Ca®" mediadores importantes en el proceso de necrosis muscular (Gutiérrez &
Lomonte, 1995; Mora-Obando, 2014). En muchos casos, las modificaciones quimicas
de aminoécidos especificos han provocado la disociacion de la actividad catalitica de la
farmacoldgica. Esto sugiere que la miotoxicidad, como otras acciones téxicas, puede
ser mediada parcialmente por mecanismos no enzimaticos, contrario a lo que

originalmente se postuld que sostenia que los efectos téxicos serian causados por la

11
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actividad enzimatica (Lomonte, 1994; Angulo, 2005). Ademas de la miotoxicidad y la
neurotoxicidad, otra potente accion biolégica que tienen algunas fosfolipasas A, es el

efecto anticoagulante (Kini & Evans, 1987; Valeriano-Zapana, 2012).

b.3.2. No-neurotoxinas, miotoxinas PLA; con baja actividad
Este grupo incluye un nimero de enzimas aisladas, principalmente, de venenos de

viboras de la familia Crotalidae y Viperidae. Se han caracterizado miotoxinas PLA,S

aisladas del género Bothrops spp., Agkistrodon spp., y Trimeresurus spp. En éstas, la
ausencia de neurotoxicidad se refleja por la baja actividad letal, que mas bien es
atribuida a la mioglobinuria y al dafio renal (Mebs & Ownby, 1990). Los rasgos
morfolégicos del dafio muscular, causado por estas toxinas son similares a los
observados a las neurotoxinas con actividad PLA2, sin embargo hay diferencias
notables con estas en el modo que provocan el dafio muscular. Primero, algunas de las
miotoxinas de este grupo, a diferencia de miotoxinas PLA2 neurotéxicas, son
directamente citotéxicas en células musculares in vitro por su accién proteolitica
(Brusés et al.1993; Bultron et al.1993b; Lomonte, 1994). En segundo lugar, en este
grupo se han aislado un ndmero importante de variantes naturales de estas toxinas
(isoformas), que teniendo claramente una estructura de PLA2 son incapaces de
hidrolizar fosfolipidos debido a cambios de residuos aminoacidos que son esenciales
para el mecanismo catalitico. Debido a que estas isoformas aldn conservan la
capacidad de dafar el musculo, es claro que algunas de las miotoxinas PLA2 no
neurotéxicas pueden inducir mionecrosis sin la necesidad de la actividad enzimatica. De
esta manera existe la posibilidad que algunas de las miotoxinas no neurotéxicas

puedan utilizar mecanismos de accion miotoxicos diferentes.

La primer miotoxina aislada con estructura de PLA2 y sin actividad enzimética es la

miotoxina de Bothrops nummifer (Gutierrez et al., 19862; 1989). Otros ejemplos de este

tipo de miotoxinas son la bothropstoxin | de Bothrops jararacussu (Homsi-Brandeburgo

12
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et al., 1988; Cintra et al., 1993), miotoxina Il de Bothrops asper (Lomonte & Gutierrez,
1989), proteina basica | y Il de Trimeresurus flavoviridis (Yoshizumi et al.,1990; Kihara
et al., 1992), L- ammodytoxin de Vipera ammodytes (Krizaj et al.,1991) y la miotoxina
de Agkistrodon contortrix laticintus (Johnson & Ownby, 1993). A excepcion de la L-
ammodytoxin, en la que una serina reemplaza al aspartato (Asp) conservado en la

posicion 49, todas las otras miotoxinas enzimaticamente inactivas tienen en esa

posicién 49 una lisina (Lys) y comunmente se las denomina PLA; Lys-49.

Aungue se ha descripto que algunas PLA> Lys-49 presentan actividad enzimatica, por

debajo de 0.1- 1.5% con respecto a las PLA, Asp-49, se cree que estas son incapaces

de realizar catdlisis enzimatica. Estudios en los que se ha reemplazado el Asp-49 por la
Lys-49 resultaron en la ausencia de actividad enzimética (van den Bergh et al. 1989).
Por lo cual la baja actividad enzimatica PLA2 encontrada en las toxinas Lys-49
probablemente se deba a trazas contaminantes de las isoformas enzimaticamente
activas (ej. Asp-49) que son dificiles de separar (van den Bergh et al.1989; Scott et

al.1992, Mora-Obando, 2014).

El mecanismo de accidn de este grupo de miotoxinas PLA, no neurotdxicas, estaria
dado por la accién primaria sobre la membrana plasmatica de las fibras musculares.
Esta premisa se basa en las siguientes evidencias: (1) la observacién de la ruptura de
membrana, o discontinuidad de ésta, en las fibras musculares afectadas, (2) el
incremento de la concentracién de Ca®" intracelular en el tejido muscular afectado, (3)
la inmunodeteccion in vitro de miotoxinas en la membrana plasmatica de las células
musculares, (4) la habilidad de las miotoxinas de romper distintos tipos de liposomas y
(5) la ausencia del efecto inhibitorio de agentes blogqueantes de endocitosis en el dafio
citolitico inducido por las miotoxinas in vitro (Gutierrez et al.1984, 1989; Johnson &

Ownby, 1993; Diaz et al.1991; Bultron et al.1993; Fernandes, 2014).

13
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Contrario a la hipétesis inicial, en la que el dafio muscular fue atribuido a la hidrélisis
enzimatica de los fosfolipidos de membrana, resulta claro que la actividad de éstas
miotoxinas sobre las membranas se lleva a cabo sin el requerimiento de la actividad
PLA,. Esto ha sido demostrado por la habilidad de las variantes Lys-49 o Ser-49 para
causar mionecrosis y romper liposomas, ademas de los estudios de neutralizacion
realizados con anticuerpos que inhiben la accién miotéxica (Lomonte et al.1992) o que
conservan la actividad miotdxica luego de inhibir la actividad PLA, y por la capacidad
de las miotoxinas, enzimaticamente activas, para dafiar el muasculo in vitro bajo
condiciones inhibitorias de la actividad enzimatica (Gutierrez et al.1986; Bultron et

al.1993; Fernandes,2014).

En algunas de estas enzimas la actividad PLA, no esta involucrada en el dafo de la
membrana, varias observaciones indican que la actividad PLA, podria aumentar el rol
de algunas de estas miotoxinas; por ejemplo se sabe que la miotoxina | de B.asper,
enzimaticamente activa, es 2 6 3 veces mas potente induciendo la mionecrosis y
destruyendo los liposomas comparada con la miotoxina Il enzimaticamente inactiva
(Diaz et al. 1991). Ademas, cuando la actividad PLA, de la miotoxina | es inhibida in
vitro por EDTA, quelante del i6n Ca®*, la ruptura de los liposomas disminuye y comienza
a comportarse como la miotoxina Il, que no es afectada por el EDTA. Por otro lado, en
el caso de la PLA, de la especie Trimeresurus flavoviridis se ha descripto que la
miotoxina Lys-49 es dos veces mas potente que la miotoxina Asp-49 indicando que las
observaciones hechas con la miotoxina de B.asper, respecto al rol de la actividad PLA2,
no pueden extrapolarse a todas las miotoxinas del grupo. A pesar de los avances y
entendiendo el modo de acciéon de este grupo de miotoxinas el sitio receptor en la

membrana adn no es conocido (Gutierrez, 1995).

Ademas de su accién miotdxica, varias PLA, inducen edema aln en ausencia de la
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actividad PLA2 (Gutierrez et al.1986; Selistre et al.1990) y cuando la actividad PLA2
esta presente estas miotoxinas, al igual que varias otras PLA;S, tienen un potente
efecto anticoagulante in vitro, prolongando el tiempo de coagulacion del plasma

(Gutierrez et al. 1986; Diaz et al. 1991).

b.4. Factores miotoxicos indirectos

Los tres grupos de miotoxinas mencionados anteriormente, actian directamente sobre
la fibra muscular induciendo la degeneracion de la misma y necrosis. A diferencia de
estos, este cuarto grupo incluye toxinas que pueden inducir dafio muscular local, no por
una via directa sino como consecuencia secundaria del dafio generado a la
microvasculatura, de la alteracién del flujo sanguineo y del desarrollo de isquemia. Por
es0s motivos, este grupo incluye algunas toxinas hemorragicas que se han reportado

como inductoras del dafilo muscular.

La mionecrosis observada después de la inoculacion de algunas toxinas hemorragicas,
se desarrolla mas lentamente que la causada por miotoxinas propiamente dichas. La
morfologia de las fibras musculares dafiadas por toxinas hemorragicas tiene una
apariencia hialina, también definida como necrosis “coagulativa” en oposicién a la
apariencia “miolitica” descripta con anterioridad (Quiroz et al 1985). Otra observacion
importante es que estas toxinas son la causa del dafio extensivo en los vasos
sanguineos en aparente ausencia de la necrosis del musculo esquelético (Salistre et
al.1990). Esto sugiere que factores adicionales, ademas del dafio de la
microvasculatura, serian necesarios para provocar la injuria en el musculo inducida por
algunas toxinas hemorragicas. Teoéricamente, entre estos posibles factores se
encuentran la induccién del edema, con la consecuente compresion del tejido y la
accion isquémica, el efecto de los componentes sobre la coagulacion y sobre las

plaguetas, que son criticos en los disturbios del flujo sanguineo.

15



Maestria en Microbiologia Molecular

Existen varios métodos disponibles, in vivo e in vitro, para la evaluacién de la actividad
miotdxica de venenos y de toxinas. Una de las técnicas més simples es la cuantificacion
de la actividad necrosante de los venenos, basada en la inyeccion intradérmica del
veneno y la medicion de la lesidn en la piel luego de las 72 horas. Sin embargo, este
ensayo no evalla la mionecrosis y no esta claro qué tipo de componentes de los
venenos es posible detectar (Theakston & Reid 1983). El analisis histologico del tejido
muscular inyectado, es sin duda el método de referencia y también puede ser

cuantificado (Ownby et al. 1982; Preston et al. 1990).

El estudio histologico cuantitativo es laborioso y requiere de equipamiento adecuado,
por lo que en muchos estudios la evaluacion histolégica se usa de manera cualitativa.
Como alternativa se han utilizado métodos donde se evalla la liberacion de marcadores
bioguimicos del dafio muscular. Estos incluyen la cuantificacion de enzimas
intracelulares especificas liberadas luego de la injuria celular ya sea por el incremento
de su actividad en el plasma o por la disminucidn intracelular de las mismas en el tejido
muscular afectado. Entre estas enzimas, la CK es la mas evaluada. Esta enzima tiene
tres isoformas electroforéticamente distintas, MM, MB, y BB las cuales se expresan en
musculo esquelético, en muasculo cardiaco y en sistema nervioso central,
respectivamente. Cuando se quiere cuantificar la CK total, en el estudio del dafio del
musculo esquelético inducido por el veneno o toxina, es importante verificar el aumento
de la isoenzima CK-MM. A si mismo los pardmetros farmacocinéticos, tal como la
distribucién y vida media de la enzima en plasma, pueden influenciar significativamente
los resultados, por lo tanto es importante seleccionar un tiempo 6ptimo de muestreo
para estas determinaciones (Gutierrez et al.1980; Ownby et al.1982). Se ha demostrado
gue el pico maximo de liberacién de la CK en plasma luego de la mionecrosis, ya sea
inducida por miotoxinas PLA, no neurotéxicas o por el veneno crudo, ocurre entre la
primera y tercer hora luego de la inoculacion, posteriormente declina rapidamente

(Gutierrez et al.1984; 1991; Lomonte and Gutierrez, 1989; Diaz et al. 1992).
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El uso de la CK u otro marcador enzimético, como estimador de la necrosis muscular,
puede no ser el apropiado para algunos tipos de toxinas que provocan dafio muscular
por un mecanismo citopatico diferente. Por ejemplo, en el caso del veneno de Notechis
scutatus, que contiene una PLA2 neurotoxica presinaptica, no se observé una buena
correlacion entre el dafio muscular y el nivel de CK en plasma (Preston et al.1990); pero
esto pudo deberse a que la correlacion se analizo a las 24 horas, cuando los niveles de

CK plasmaéticos ya disminuian.

Sin embargo, con el grupo de las miotoxinas PLA2 no neurotoxicas hay una muy buena
correlacion entre la cantidad de veneno inyectado y el incremento de la CK en plasma.
Esto puede ser reflejo del tipo de mecanismo utilizado por tales miotoxinas, las cuales

presentan alguna sutil diferencia con respecto a las PLA2S neurotodxicas y diferencias

mayores con las miotoxinas pequenas.

Preparaciones ex vivo, del musculo gastrocnemio del ratdn ha sido también utilizado en
la determinacién de la actividad miotéxica midiendo la liberacion de la CK como
marcador del dafio celular (Gutierrez et al.1986). Algunas ventajas de este sistema ex
Vivo sobre el sistema in vivo son la no influencia de la distribucién de la enzima y su
vida media, la posibilidad de controlar las variables en solucién y la reduccién del uso
de animales a la mitad si se utilizan los musculos de ambas extremidades de un animal.

(Lomonte, 1994).

Para algunos tipos de toxinas, los cultivos celulares in vitro de mioblastos de musculo
esquelético, miotdbos u otros tipos celulares, pueden ser potencialmente usados como
modelos para medir la actividad miotdxica, al menos para algunos tipos de miotoxinas.
De existir una buena correlacién entre el sistema de cultivos celulares y el sistema in

vivo se podria sustituir el uso de animales para el estudio de las miotoxinas y su
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neutralizacion por anticuerpos.

b. Toxinas inductoras de edema

Muchos tipos de venenos contienen potentes factores inflamatorios que inducen edema
de manera rapida y drastica. Una consecuencia importante del edema es la compresién
del tejido y como resultado aumenta la isquemia en el sitio de la mordedura
contribuyendo al desarrollo del dafio local en el tejido. Ademas de las consecuencias
locales, un edema de considerable magnitud contribuira a los efectos hipotensores e

hipovolémicos del veneno que conducen al shock cardiovascular.

Los componentes de los venenos que inducen edema son bioquimicamente
heterogéneos y pueden ser desde aminas como la histamina hasta pequefios péptidos

o proteinas del tipo PLA2 metaloproteasas y serinoproteasa, (Mamede, 2016).

La mayoria de los componentes de los venenos que inducen edema probablemente
promueven indirectamente, inflamacion ya sea liberando o induciendo la produccién de
autacoides. Los estados mas avanzados del edema son inducidos por distintos
mediadores, incluyendo bradiquinina, prostaglandinas y leucotrienos, actuando de
manera interrelacionada. La bradiquinina, puede ser generada en respuesta al veneno,
es un potente hipotensor, induce dolor y aumenta la permeabilidad microvascular. Las
prostaglandinas y leucotrienos, inducidos por algunos venenos, median la dilatacion y

prolongan la fase de permeabilidad vascular aumentada (Mebs,1990, Mamede,2016).

Todo esto sugiere que el edema inducido por los venenos de viboras tiene un origen
multifactorial, con lo cual no hay una droga o un simple inhibidor, que pueda
contrarrestar este efecto (Bonta et al.1979; Trebien & Calixto, 1989). La diversidad de
mecanismos que participan en la induccién y el mantenimiento del edema se observa

incluso a nivel de componentes de una sola toxina (Chen et al.1990; Wang et al.1991).
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Estudios con toxinas purificadas han mostrado baja actividad edematizante en
comparacion con el veneno crudo.

Algunos de los varios mecanismos descriptos en la induccién del edema por los
componentes purificados de los venenos son: desgranulacion de mastocitos con
liberacion de histamina y serotonina (Wang & Teng, 1990), atracciéon de neutrdéfilos
polimorfonucleares (Wang et al.1991), produccién de prostaglandinas y leucotrienos
(LTB4) en mastocitos, liberacion de bradiquinina, liberacion de péptidos vasoactivos
diferentes a la bradiquinina, potenciacién de la bradiquinina por péptidos inhibidores de
la enzima convertidora de la angiotensina (Ferreira et al. 1992) vy liberacion de
sustancias de reaccion lenta, identificadas como LTC, y sus metabolitos LTD, y LTE,

(Lam & Austen, 1992).

Se ha observado, que los antivenenos utilizados cominmente para la terapia de las
mordeduras muestran una eficacia limitada en la neutralizacion de la actividad
edematizante inducida por los venenos (Gutiérrez et al.1981; Rojas et al.1987), lo que
sugiere hacer mas estudios combinando diferentes drogas para llegar a neutralizar la
actividad edematizante. Experimentalmente, la cuantificaciéon del edema se realiza
inyectando el veneno, o alguno de sus componentes, en la pata de ratas o ratones y

observando el peso, volumen, espesor o inflamacién de la misma (Ponce-Soto, 2007).

Envenamiento por Bothrops (“Yarara”)

El veneno de ‘“yarard”, debido a su composicion, posee acciones fundamentales:
proteolitica, necrética, hemolitica y alteraciones en la coagulacién. La accién necrotica
se debe a la presencia de distintas enzimas como: proteasas, PLA2, nucleasas y otras
sustancias tales como L-aminoéacido-oxidasa, hialuronidasa y factores liberadores de
histamina, bradiguinina, etc. Todas estas enzimas actian produciendo un dafio celular

con inflamacion que se traduce por una necrosis localizada en el sitio de la mordedura.
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Otra alteracion que provoca el veneno de Bothrops es sobre la coagulacién, la
presencia de enzimas, como las proteasas séricas, tienen efecto “trombin-like”
consumiendo el fibrinégeno, el masivo consumo de éste lleva a hemorragias

generalizada (Mackessy, 2010).

El envenenamiento botrépico se trata de un sindrome hemohistotoxico con tendencia a
la coagulacién intra o extravascular, caracterizada por presentar inflamacién local,
edema y necrosis del tejido conectivo y muscular, y efectos sistémicos como
hemorragias, desfibrinogenacion y trombocitopenia, pudiendo llegar a hasta una
complicacioén renal grave que provoque la muerte (Gutiérrez, 1989; Mandelbaum, 1989;
Gutiérrez,1990; Kaiser,1971). La patogénesis de estas alteraciones es bastante
compleja, y es inducida por diferentes toxinas presentes en el veneno, como las
miotoxinas, que afectan las fibras musculares (Gutiérrez, 1980; Gutiérrez,1984;
Queiroz,1984.), las metalo-hemorraginas, que alteran la microvasculatura local y
sistémica (Mandelbaum,1984) y otras sustancias inductoras de edema que incrementan
la presion tisular local (Chavez, 1995). El dafio del tejido local puede complicarse por

infecciones bacterianas y por el desarrollo del sindrome compartimental (Warrell, 1993).

Algunos estudios han reportado el aislamiento y la caracterizacion de componentes del
veneno del complejo Bothrops neuwiedi responsables de los efectos toxicos
especificos. Entre ellos dos toxinas hemorragicas (Mandelbaum, 1984; Queiroz, 1985) y
un activador de protrombina. Asimismo, a partir de este veneno se ha purificado una
PLA2 acida con actividad citotdxica in vitro y efecto edematico demostrado in vivo
(Daniele, 1995; 1997).

El efecto mionecrético inducido por este veneno es atribuible a la accién de miotoxinas
con estructura de PLA, clase Il (Gutiérrez, 1997). Se ha demostrado que algunos de

sus componentes estan antigénicamente relacionados con miotoxinas aisladas del
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veneno de Bothrops jararacussu (Moura-da-Silva, 1990) de Brasil y del veneno de

Bothrops asper (Lomonte, 1990) de Costa Rica.

Mecanismo de accion del veneno de “yarara”

l Veneno l

Fosfolipasas PLA2 Metaloproteinasas Proteasas de serina
| Actividad Fosfolipasical | Actividad Hemorrégica | | Actividad coagulante]

Consumo y/o Inhibicién de
factores de la coagulacion

Agregacién plaquetaria Destruccion de i
Formacién de trombos lamina basal Incoagulabilidad

(vasos sanguineos, capilares) sanguinea

Trombocitopenia

— —» Permabilidad
Citotoxicidad Microvascular Efecto thrombin- like
Dafio endotelial
Fosfolipasa PLA2 L 5 » Deterioro del flujo
Citotoxicas y miotoxicas sanguineo
> Necrosis tisular] <

Figura 3.- Esquema simplificado de los eventos que ocurren en la inflamacion y dafio tisular inducida por el veneno
del género Bothrops

El tratamiento sistémico del envenenamiento, luego de una mordedura, se realiza
mediante la administracion del antiveneno especifico que es una preparacion de

inmunoglobulinas heterélogas contra la especie que provocé el accidente.

Los antivenenos son producidos a partir del plasma de animales hiperinmunizados, con

el veneno especifico, generalmente equinos. Cuando el nivel de anticuerpos ha
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alcanzado un titulo suficiente como para neutralizar el efecto letal del veneno se extrae
el plasma que es procesado hasta obtener una preparacion purificada de

inmunoglobulinas séricas.

El grado de purificacion depende de los laboratorios productores, algunos pueden
producir antivenenos sin digerir, o sea IgG total, o digerido obteniendo de esta forma los
fragmentos F(ab’)2 o Fab, segun el tratamiento enzimético que se utilice, pepsina o

papaina respectivamente (Fig.4).

H
L
Clivaje '
L H Pecp(;?na
H HH
L
Clivaje & a W
con s y
|gG Papaina ‘/\ «l ii
Fab Fc

Figura 4. Representacion esquematica de la estructura béasica de IgG. Fragmentos de inmunoglobulina 1gG
obtenidos por la accion enzimatica de la pepsina y la papaina. "H” cadena pesada y “L” cadena liviana de la

inmunoglobulina. (Ministerio de Salud, 2011)

Para obtener un antiveneno con alta capacidad neutralizante sobre los efectos del
envenenamiento, es conveniente contar con un veneno de alta calidad para la
hiperinmunizacién. El veneno utilizado para tal fin debe ser representativo de la regién
donde ocurren los accidentes ofidicos. Para esto, se realiza una mezcla de venenos de
la misma especie, recolectados a partir de diferentes ejemplares, de distinta edad y
sexo pertenecientes a la zona geografica donde van a ser utilizados los antivenenos

(WHO, 1990; WHO, 2010).
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Los antivenenos pueden ser monovalentes, preparados con el veneno de una sola
especie, o polivalentes, preparados con una mezcla de venenos. No todos los
accidentes ofidicos requieren del uso indiscriminado de antiveneno, esto depende de la
especie agresora y de la cantidad de veneno inyectado. Para especies altamente
venenosas, el uso de un antiveneno de alta calidad es fundamental para el tratamiento

clinico.

Los antivenenos son cuidadosamente controlados determinando la potencia contra la
accion letal del veneno. Aunque, también puede determinarse el poder neutralizante de
las toxinas que provocan las acciones del veneno, como las fosfolipasas miotdxicas y
las metaloproteinasas hemorragicas (Lomonte, 2009). Dada la complejidad de la
composicion del veneno, ademas de la variabilidad de la respuesta inmune en animales
genéticamente distintos, los antivenenos probablemente no produzcan la misma
cantidad de anticuerpos contra todos los componentes del veneno ni tampoco el mismo

poder neutralizante contra todos ellos. (WHO 2016) .
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OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es el aislamiento y caracterizacién de toxinas del veneno del
complejo Bothrops neuwiedi con el fin de identificar, componentes toxicos responsables

de la accidén bioldgica del veneno.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Aislar y purificar componentes del veneno entero del complejo Bothrops
neuwiedi.

+ Caracterizar uno de los componentes relevante del veneno aislado, de
acuerdo a sus propiedades bioquimicas y farmacoldgicas.

+ Determinar en qué medida el componente aislado representa la actividad

biolégica del veneno entero.

Significado del trabajo

La importancia del presente estudio radica en poder identificar uno de los componentes
del veneno para establecer en qué medida provoca dafio tisular a nivel de los tejidos
muscular y endotelial, y a nivel sanguineo. Este estudio podria ser de utilidad para
orientar sobre la fisiopatologia del envenenamiento bothrépico y de esta manera ayudar
a la terapéutica en el desarrollo de tratamientos mas eficaces del mismo. Por otro lado
también podria orientar a la produccién del antivenenos purificados contra las

actividades mas relevantes del veneno..
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MATERIALES Y METODOS

e Obtencion del veneno del complejo B.n.

El veneno del complejo Bn se extrajo de ocho ejemplares provenientes de las
provincias de nuestro pais (Santiago del Estero, Corrientes, Misiones) las cuales son
representativas del accidente ofidico provocado por esta especie. El proceso de
ordefie manual de las serpientes se realiz6 en el ex - serpentario de la Universidad de
La Plata. Una vez obtenido el veneno, se lo desecé y se produjo un “pool” que fue

mantenido a —20°C hasta el momento de ser utilizado.

e Aislamiento y purificacion de toxinas del veneno del complejo B.n.

El fraccionamiento del pool de veneno del BnC se realiz6 por cromatografia de
intercambio catiénico en columna de CM-Sephadex C-25. Para esto se disolvio el
veneno en buffer Tris-CIH 0,05 M, CIK 0,1M, pH 7,0 y aplicado en columna CM-
Sephadex C-25 (30 x 2,5 cm; Pharmacia) equilibrada con el mismo buffer. Luego de la
elusioén de las proteinas acidas, que no fueron retenidas en la columna, se eluyeron las
proteinas basicas, retenidas en la columna, aplicando un gradiente de concentracion
continuo de CIK de 0,1M a 0,75 M a un flujo de 0,4 ml/min (Lomonte, 1989). La
absorbancia de las fracciones eluidas se midieron a 280 nm en forma continua en un
cromatégrafo Bio Rad. Las fracciones eluidas, proteinas basicas, fueron
cromatografiadas nuevamente en idénticas condiciones, dializadas durante 48hs con
agua destilada y por ultimo liofilizadas. Se obtuvieron varias fracciones y se decidio
tomar, para este estudio, la que generé en el cromatograma, el pico de mayor
proporcion (B-4) con respecto a todas las fracciones eluidas, la misma fue denominada
Miotoxina | de BnC luego de realizar su caracterizacion. La homogeneidad de la
proteina en estudio se determind mediante tres criterios: (a) cromatografia liquida de
alto desempefio en fase reversa (RP-HPLC) usando una columna C4, a un flujo de 1,0

ml/min con un gradiente de 0 a 60% de acetonitrilo en 0,1% de acido trifluoroacético, (b)
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electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% en presencia de dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) y (c) electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia
de urea, usando un sistema de amortiguador catiénico (UREA-PAGE) (Traub et al.

1971).

e Secuenciacion de la Miotoxina |
Se determiné la secuencia N-terminal de la proteina en forma directa, mediante la
degradacion de Edman. Posteriormente, la proteina fue carboximetilada (Shively, 1986)
y sujeta al analisis de su secuencia parcialmente utilizando un secuenciador Beckman

LF 3000, en el Instituto Biotecnoldgico de la Universidad Nacional Autonoma de México.

e Reactividad cruzada de antigenos

La Miotoxina | de BnC fue testeada por inmunodifusion (Outcherlony & Nilsson 1978),
enfrentandola a un antisuero producido en conejo contra otra miotoxina del mismo
género pero distinta especie ofidica, Miotoxina Il de Bothrops asper (B.asper). Se utilizé
la Miotoxina Il de B.asper como control positivo.

En un gel de agarosa al 1% en PBS (0,12M NaCl, 40 mM PO4Naz, pH 7,2) se realizaron
orificios a modo de roseta, en los periféricos se sembraron 30 pl de las miotoxinas en
diferentes concentraciones 1, 0,5 y 0,25 mg/ml y en el orificio central se sembré el
antisuero en igual volumen que las toxinas. Luego se incub6 por 24 H a temperatura
ambiente en camara hiumeda para favorecer la difusién. Pasado este tiempo se observo

la reaccion de precipitacion entre los diferentes componentes.

e Caracterizacion bioquimica

Se realiz6 la caracterizacion bioguimica del veneno entero y de la fraccion aislada de

acuerdo a actividades biolégicas ensayadas in vitro e in vivo.
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Todos los ensayos in vivo fueron realizados con grupos de ratones, cepa NIH, de peso
entre 18 y 22 gr. los que fueron mantenidos en condiciones ambientales (luz y
temperatura) controladas, recibieron comida y agua ad libitum y tratados de acuerdos a
lineamientos éticos institucionales de la ANLIS y a la Guia para el Cuidado y Uso de

Animales de Laboratorio, (Public Health Service, 2002).

- Actividad Citolitica
La actividad citolitica de la Miotoxina | de BnC se midi6 sobre dos tipos de células: las
células tEnd, células endoteliales de ratdén transformadas con polioma virus, y las
células C2C12 (ATCC CRL-1772), linea celular de mioblastos precursora de musculo
esquelético de ratén (Lomonte, 1999). Para el crecimiento de ambos tipos de células se
utiliz6 medio MEM modificado, suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB),
glutamina 2 mN, &cido pirGvico 1mM vy los antibiéticos penicilina 100U/ml,
estreptomicina 0,1 mg/mL y anfotericina B (0,25 pg/ml), en una atmosfera humificada
con 7% de CO2 a 37°C. Las células fueron cosechadas, a partir de monocapas
cultivadas, en botellas de 25 cm® después de su desprendimiento por tripsina (1500
U/ml) que contenia EDTA 5,3 mM, durante 5 minutos a 37°C, fueron resuspendidas y
se sembraron en microplacas de 96 pocillos, a una densidad inicial de 4.10* células /
pocillo, en el mismo medio. Entre 3 y 5 dias, cuando se alcanzé la monocapa, las
células endoteliales se utilizaron en la ensayo de citotoxicidad. En el caso de los
mioblastos C2C12, el medio de crecimiento fue reemplazado por medio de
diferenciacion que consisti6 en DMEM suplementado con 1% de SFB. Cuando se vio la
diferenciacién a miotubulos, luego de 6 dias de cultivo, estas células también fueron
utilizadas para los ensayos de citotoxicidad. El efecto citolitico en dichas células se
estimé luego de 3 H de incubacidn con distintas concentraciones de la toxina (20 ug y
40ug) en un volumen de 150 ul/ pozo, y se determind la actividad de la enzima

deshidrogenasa lactica (LDH) en el sobrenadante.
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La actividad citolitica del veneno entero (BnC) se ensay6 en dos lineas celulares una
de tejido conectivo de raton, L20B, y otra linea célular, RD, de origen muscular humano
(rhabdomiosarcoma humano). Para el crecimiento y cosecha de ambos tipos de células
se utiliz6 igual procedimiento que para las lineas celulares C2C12 y t-End, arriba
descriptas. Las células L20B y RD resuspendidas se sembraron en microplacas de 96
pocillos, a una densidad inicial de 2.10* células / pocillo, en el mismo medio. A las 24 H
se utilizaron directamente para el ensayo de citotoxicidad. Tanto el veneno y la toxina
aislada fueron diluidos en el medio de ensayo, MEM suplementado con 1% de SFB y
fueron agregados a los cultivos celulares (150 pl / pocillo). A su vez se realizaron
controles en todas las lineas celulares, para ver el 0% y el 100% de toxicidad, con el
medio de ensayo y 0,1% Triton X-100 respectivamente. Luego de 3 H de incubacién,
una alicuota de 100 ul de sobrenadante se recogid para la determinacién de la actividad
enzimatica de la lacto deshidrogenasa liberada por las células dafiadas, usando un
ensayo colorimétrico de punto final (Sigma N°500). En el caso del veneno crudo
también se determiné la actividad enzimatica LDH a los 4 dias. El dafio celular,
citotoxicidad, se determiné midiendo la actividad de la LDH liberada y la observacion
microscopicamente de las células. Al final de la incubacién, donde se evalué las
alteraciones morfolégicas, se determin6é cual era la concentracion de veneno que
producian un efecto citotéxico del 50%, concentracion citotoxica efectiva del 50%
(CC50%),en cada una de las lineas celulares probadas, de acuerdo a la concentraciéon

inicial celular.

- Actividad PLA;
La actividad PLA, del veneno del BnC y de la toxina fueron determinados mediante el
método de Dole (1956), utilizando como sustrato fosfolipidos de yema de huevo (10 ml)
diluidos 1:5 en una solucién buffer (0,1M Tris-CIH, 0,01M CacCl,, pH 8,5), en presencia

de Triton X-100 al 1% (0,5ml). Distintas concentraciones de toxina 6,12, 25 y 50 ug, se
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incubaron con 1 ml de sustrato a 37°C durante 15 minutos. Se realizé la extraccion de
acidos grasos con una mezcla de heptano, isopropanol y &cido sulfarico. Luego de 15
minutos de incubacion a 37°C, se extrajeron los acidos grasos liberados por accion de
la enzima y se titularon utilizando NaOH 0,018M y azul de bromotimol como indicador
de punto final. EI veneno entero fue utilizado como control positivo en las mismas

concentraciones. La actividad se expres6 en uEg/ mg de proteina /min.

- Actividad Hemorragica
La actividad hemorragica del veneno y la toxina, se evallo en la piel de ratones,
cepa NIH, inoculando por via intradérmica 50 pl de distintas concentraciones de veneno
0 toxina, desde 0,6 a 20ug. Luego de 2 H se sacrificaron los ratones mediante
inhalacion de CO2, segun las normas internacionales (Public Health Service, 2002).Se
removié la piel y se midi6 el area hemorragica en la region interna de la misma. Se
utilizé un grupo de ratones como control negativo inyectados con PBS. El didmetro de la

lesiébn hemorragica se determind segun el siguiente calculo:

D=2Jalr

D: didametro

a: area hemorragica (graficada milimétricamente)

El resultado se obtuvo mediante la construccion de una curva de dosis — respuesta
graficando pg de veneno en el eje de las abscisas (x) vs mm de diametro de la lesién
hemorragica, en el eje de las ordenadas (y). La actividad se expresa como la Dosis
Hemorragica Minima (DHM), que es la cantidad de veneno o toxina, que induce un area
hemorragica de 10 mm de diametro 2H después de la inyeccién. (Theakston & Reid,

1983 ;Gutierrez et al. 1985; Gutierrez et al. 2005; WHO 2016).

29



Maestria en Microbiologia Molecular

- Actividad Miotoxica

La CK es una enzima que se encuentra en altas concentraciones en el citoplasma
de células musculares, liberandose al fluido intersticial y a la sangre luego de que
ocurre un dafio celular. La actividad miotoxica se determind cuantificando la actividad
de la enzima CK en plasma de ratones previamente inyectados por via intramuscular.
Se prepararon concentraciones crecientes de veneno o toxina de 20, 40, 80 o 100 ug
en buffer fosfato (PBS). Las diferentes diluciones de toxina o veneno se inyectaron, en
un volumen de 40 ul, en grupos de 4 ratones NIH (18-20gr) en el musculo gastrocnemio
derecho. Se inoculé un grupo de ratones con 40 ul de PBS como control negativo.
Luego de 1, 3, 6, y 24 H se anestesio a los animales y se recolecto la sangre, obtenida
del plexo venoso ocular, en capilares heparinizados, a los distintos tiempos. Luego se
centrifugaron los mismos y se determiné en plasma la actividad de la enzima CK por un
ensayo espectrofotométrico (Kit Sigma 520). La actividad de la enzima se expresé en
U/ml, en donde una unidad corresponde a la fosforilacion de 1 nmol de creatina por
minuto a 25°C. Se graficd una curva dosis- respuesta, ug de veneno en el eje de las
abscisas (X) vs actividad de la CK en plasma en el eje de las ordenadas (y), empleando
una escala logaritmica para la dosis de veneno y una escala milimétrica para la
actividad de la CK , con estos datos se determind la dosis miotdxica, que se define
como la cantidad de veneno que induce un incremento, en suero o plasma, de la
actividad de la enzima CK cuatro veces mas que la hallada en suero o plasma de

ratones inyectados con solucién fisiol6gica solamente (WHO, 2016).

Ademas de medir la liberacion de la CK, se tomaron muestras del musculo
gastrocnemio, luego de sacrificar los ratones mediante inhalacién con COz2, que fueron
fijadas y formolizadas a las 24 H para ser procesadas histolégicamente y evaluar el

dafio muscular.
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Para observar la necrosis muscular in vivo se utilizé la técnica de microscopia intravital,
para ello se anestesio un raton, al que se le realizé una cirujia exponiendo el masculo
cremaster donde se aplico, sélo por contacto, el veneno entero y la toxina y se procedié

a la observacion del efecto de ruptura de las fibras musculares.

- Actividad Edematizante

La actividad edematizante se evalué inyectando 50 pl, por via subcutanea, de una
solucion de 25 pg de toxina o veneno disuelta en PBS, a grupo de 4 ratones, en la
almohadilla plantar derecha trasera del ratén (cepa NIH). En la otra pata se inyect6 50
ul de PBS como control negativo. Se midié el incremento de la inflamacién con un
calibre de baja presion a distintos tiempos: 1, 3, 6, 9, 12 y 24 H (Lomonte et al. 1993).
La magnitud del edema se estim6 haciendo una curva de dosis - respuesta donde se
grafican los mm de inflamacion, respecto del control, en eje de las ordenadas (y) en
funcién del tiempo de medicion en las abscisas (x) y determinando asi los milimetros de
inflamacidn en la pata tratada con respecto a la control. El resultado se expresa como
% de edema inducido por el veneno y/o toxina con respecto al control, definiéndose la
"Dosis Edematizante Minima" (DEM), como la cantidad de veneno, o toxina, que induce

un edema del 30% a un tiempo determinado (OPS, 2012; WHO, 2016).

- Actividad Necrotizante
La necrosis se determiné por inyeccion intradérmica de 50 pl de una solucién de
toxina o veneno en concentraciones desde 20 a 0,62 ug en grupos de 4 ratones cepa
NIH por dilucién. Se utilizé un grupo de ratones como control negativo inyectados con
PBS. Luego de las 72 H se sacrificaron los animales mediante inhalacion de CO2, y se
removi6 la piel midiendo el &rea necrotica, al igual que en actividad hemorragica. El
resultado se obtuvo mediante la construccion de una curva de dosis — respuesta

graficando pg de veneno en el eje de las abscisas (x) vs mm de diametro de la lesién
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necrética en el eje de las ordenadas (y). El resultado se expres6 en ug de veneno o
toxina. La dosis necrotizante se define como la cantidad de veneno o toxina que
inyectado intradérmicamente en ratones, induce una lesién necrética de 5 mm de

didmetro al cabo de 3 dias (WHO, 2016).

- Actividad Letal (Dosis letal 50%)

La dosis letal de la toxina o veneno se determiné inoculando 0,5 ml, por via
endovenosa a grupos de 4 ratones cepa NIH con 5, 20 y 80 pg de veneno cada grupo
respectivamente. En este caso también se utilizé un grupo control que fue inoculado por
la misma via pero con PBS. Durante 96 H se registraron las muertes y la dosis letal 50%
se calculd por el método estadistico de Speadrman — Karber, definiéndose la DL50%
como la minima cantidad de veneno o toxina que causa la muerte del 50% de los ratones

inyectados (WHO, 1981, WHO,2016 ).

- Actividad Desfibrinogenante

La dosis desfibrinogenante se determin6 mediante la observacion de la
coagulabilidad o incoagulabilidad de la sangre, por el consumo del fibrindgeno. Para
esto se inyectaron, por via endovenosa, grupos de 4 ratones cepa NIH con
concentraciones de 5 a 100 ug de veneno y toxina, a cada uno se le inoculé 200 pl de
la dilucién correspondiente. Luego de una hora de inoculados los animales se les
extrajo sangre por puncién cardiaca, previamente anestesiados. La sangre se incubd,
en tubos vidrio, a temperatura ambiente (22 — 24°C), observando hasta las 2H si habia
0 no formacion de coagulo, cuando se inclinaba el tubo, y registrandose el tiempo en
que éste se producia. Luego de ese tiempo si no se formaba el coagulo se definia a esa
concentracion como incoagulable.(Manual de Métodos de Laboratorio, OPS, 2012). La
dosis desfibrinogenante minima (DDM) se define como la menor cantidad de veneno o

toxina que provoca la inhibicion de la formacién del coagulo sanguineo (WHO,2016). Si
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bien la actividad se denomina desfibrinogenante, cabe aclarar que hay venenos que
producen anticoagulacidén por otros mecanismos que no involucran necesariamente la

accion sobre el fibrinégeno.
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RESULTADOS

ENSAYOS in vitro

e Aislamiento y purificacion de toxina del veneno del complejo Bn.
Inicialmente se realiz6 una corrida cromatografica de intercambio iénico, utilizando una
columna de CM-Sephadex con una pequefia cantidad de veneno del BnC (5 mg), para
establecer las condiciones de corrida y ver el perfil cromatogréafico de las proteinas.
Luego se realizdé una segunda corrida con una mayor cantidad de veneno (180 mg)

para asi obtener un mayor volumen de trabajo.
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Figura 5- Cromatografia de intercambio ionico del veneno BnC con CM- Sephadex C-25. Se inyect6 180 mg. de veneno
BnC en la columna equilibrada con buffer Tris-CIH 0.05M, pH 7.0. Luego de eluir la fraccion acida que no fue retenida por
la columna (A), se eluyé la fraccion basica (B) aplicando un gradiente (G) continuo de KCI 0.75M (indicado con flecha). El

pico B-4, nombrado Miotoxina | del BnC fue recogido, recromatografiado en idénticas condiciones, dializado vy liofilizado.

A partir del cromatograma obtenido se decidié trabajar con el pico de elusion B-4 que
era el mas significativo de las proteinas basicas del veneno (Fig.5). Este pico se

sometié nuevamente a cromatografia de intercambio i6nico con CM-Sephadex, en
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idénticas condiciones, y a una cromatografia de alto desempefio en fase reversa (RP-
HPLC) usando una columna C4, a un flujo de 1.0 ml/min con un gradiente de 0 a 60%
de acetonitrilo en 0,1% de acido trifluoracético (Fig.6), resultando una preparacion
proteica homogénea observada en el andlisis electroforético con SDS-PAGE y urea-
PAGE. En SDS-PAGE, la proteina migré6 como monémero de 15 kD bajo condiciones

reductoras o como dimero de 30 kD bajo condiciones no reductoras, como muestra la

(Fig.7).
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Figura 6- Andlisls por RP-HPLC del pico B-4, Miotoxina | del BnC (50 ug), en columna C4. Flujo 1 ml/min con un
gradiente de acetonitrilo (0-60%) en 30 minutos. Buffer A 0,1% &cido trifluoracético y buffer B de 0,1% de acido

trifluoracético en 100% de acetonitrilo, aislado previamente por cromatografia de intercambio i6nico.
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Figura 7- Andlisis electroforético de la Miotoxina | de BnC. (a) SDS-PAGE (gel 12%): Linea 1y 3 corresponden a 10 pg.
de Miotoxina | de BnC en condiciones no reductoras y reductoras con 2-3 mercaptoetanol, repectivamente. Linea 2

corresponde a los marcadores de peso molecular. (b) UREA-PAGE (gel 12%) 10ug de la Miotoxina | de BnC.
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e Secuenciaciéon de la Miotoxina |

La secuencia N-terminal de la proteina se determin6 parcialmente en un residuo de 40

aminoécidos (aa) (Fig.8).
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Figura 8- La secuencia N-amino terminal de la Miotoxina | de BnC se comparé con miotoxinas con actividad PLA2. Los

amino&cidos idénticos en la secuencia de la Miotoxina | de BnC son representados con puntos. Se utilizé un secuenciador

Beckman LF3000.

¢ Reactividad cruzada de antigenos

Al enfrentar la proteina en estudio, con antisuero contra una miotoxina de otra especie

del género Bothrops (B.asper), utilizando la técnica de inmunodifusién radial en gel de

agarosa, se observo a través de la formacién de una banda de precipitaciéon que existia

identidad parcial entre la proteina purificada y la miotoxina de otra especie de Bothrops

(Fig.9).
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Figura 9- Inmunodifusién en gel de agarosa 1%. Pocillos 2,4 y 6 corresponden a 0.25, 0.5 y 1 mg/ml de Miotoxina | de
BnC respectivamente, y pocillos 1,3 y 5 corresponden a 0.25, 0.5 y 1 mg/ml de la Miotoxina Il de B.asper
respectivamente. En el pocillo central se sembré el suero de conejo anti- miotoxina Il de Bothrops asper (30 ul) y se

observo reaccion de inmunoprecipitacion.

e Actividad Citolitica
Al probar la toxicidad de la miotoxina aislada sobre células endoteliales t-End y de
musculo esquéletico de raton C2C12, se observo un rapido efecto citolitico in vitro
(Fig.10).
También se midid el efecto citolitico cuantificando la enzima LDH que se libera cuando
se produce el dafio celular. Luego de 3 Hs de exponer las células a la miotoxina en
concentraciones de 20 y 80 pg/pocillo a las células t-End y a las C2C12 se observé

rapidamente el efecto citotoxico.
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|
Figura 10- Alteraciones sobre las fibras musculares de las células C2C12 “in vitro” causada por la

Miotoxina | de BnC. (A) Control de células C2C12 sin toxina. (B) Efecto de la Miotoxina | de BnC (20

ug/ pocillo). Mangnificaciéon 200 x. La citotoxicidad fue estimada por medicién de la enzima lactato

deshidrogenasa en el sobrenadante luego de 3 H de exposicion.

La toxicidad del veneno entero del complejo Bn se probd sobre las células L20B y RD
en concentraciones entre 0,4 y 10 ug y se observé al cuarto dia de incubacion el efecto

citolitico in vitro. Este efecto se midié cuantificando la enzima LDH a las 3H de
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incubacién como se hizo con la toxina, y al cuarto dia cuando observd el efecto

citolitico. (Fig.11y 12).

D

Figura 11- Control monocapa de células L20B (A 'y B) y de células RD (C y D). Control negativo, sin
veneno del BnC..

G H
Figura 12- Efecto citotdxico del veneno del BnC. al 4to dia de la inoculacion sobre las células L20B (Ey F) y

sobre las células RD (G y H).
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Al medir los niveles de LDH liberado en el sobrenadante, el porcentaje fue mayor en
las lineas celulares tratadas con la miotoxina con respecto al veneno entero (Fig.13).
Este resultado es sélo orientativo ya que a pesar de usar iguales tipos de células
(musculares y endoteliales) no se usaron las mismas lineas celulares para tratar ambas

(Tabla 2).

Tabla 2- Niveles de LDH en distintos tipos celulares

Lineas Celulares B.neuwiedii Miotoxina |
tEnd N/T* 90 %
C2C12 N/T* 80 %
L20B 34 % N/T*
RD 20 % N/T*

*N/T: no tratadas- Porcentaje de la liberacion de LDH en las células tratadas con el BnC y la Miotoxina | con respecto a las células
Control.

100
920 I
80 ]
70
60 = Control
g 50 EBnC 10 ug
E 40 Miotoxina 20ug
- 30 = Miotoxina 80ug
20
0
L20B RD C2C12 t-End

Figura 13- Actividad citotoxica del veneno BnC y de la Miotoxina I. Citotoxicidad estimada por la liberacion de la
enzima LDH en el sobrenadante de cultivos celulares. Cada barra representa la media + SD de dos

determinaciones.

En el caso de la Miotoxina | de BnC, no se puede concluir que hay una dependencia
entre la concentracion inoculada y el efecto debido a que s6lo se probaron solo dos

concentraciones de veneno y no se determind la EC50% citotoxica de la toxina.

e Actividad Fosfolipasa A2
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Se observo que la Miotoxina | de BnC carece de actividad PLA2 cuando fue probada,
sobre los fosfolipidos de la yema de huevo, (solucion de 10 ml), en concentraciones

entre 6 y 50 pg (6,12, 25 y 50 ug) de la misma (Fig.14).
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Figura 14-. Actividad PLA2. Comparacioén de la actividad enzimatica del veneno BnC y la Miotoxina.l
Medicién de &cidos grasos libres valorados mediante titulacion con NaOH 0,018M.

ENSAYOS in vivo

e Actividad Hemorragica
Al probar la actividad hemorragica de la Miotoxina |, inyectandola en forma
intradérmica en ratones a distintas concentraciones, no se obtuvo respuesta a la mayor
dosis inoculada (20 ug), a diferencia de lo que se obtuvo cuando se inyect6 el veneno
crudo de BnC en concentraciones entre 0,6 y 20 ug donde la DHM fue de 3,3 ug (Fig.15

y 16).
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Fig.15 Hemorragia observada en la parte interna de la dermis de ratén inyectando con: A) Veneno

BnC B) Miotoxina I.
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Figura 16- Actividad Hemorragica. Medicion de actividad hemorragica del veneno y de la Miotoxina. (e)

Veneno BnC, () Miotoxina, (=) Control. DHM del veneno BnC = 3,3ug

e Actividad Miotdoxica

El veneno entero del BnC vy la proteina aislada fueron inyectados en ratones, por via
intramuscular, observandose que ambos inducen el incremento maximo de la enzima
CK en el plasma luego de las 3 H de inoculado el animal (Fig.17) y dafio en el tejjido
muscular. Por este motivo, la proteina en estudio fue denominada “Miotoxina I” de BnC

Durante este experimento se observo un incremento drastico de la actividad de la CK
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durante la primera hora, alcanzando el nivel maximo a las 3 H luego de la inoculacién
con 80 ug de Miotoxina I. Posteriormente, los niveles de la enzima fueron descendiendo

hasta retornar a los niveles normales.
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Figura. 17- Actividad miotoxica del veneno entero de BnC y de la Miotoxina | de BnC. in vivo. La Miotoxina | (80 pg) fue
Inyectada i.m. en el misculo gastrocnemio de ratén representada (e) y se determind los niveles de CK en plasma a
distintos tiempos. Se incluyeron ratones inyectados con solucién salina como control negativo (m ). El grafico de barras
inserto muestra los niveles de creatinin kinasa en plasma cuando los ratones recibieron por via i.m. una inyeccién de
50 pg de veneno entero (V) o de Miotoxina (M) luego de 3 H. Todos los puntos repesentan la media +/- SD de cuatro

animales inoculados.

A su vez se observo in vivo el dafio de las fibras musculares cuando se realizé la
microscopia intravital inoculando directamente la Miotoxina | sobre el tejido muscular y

también se realiz6 con el veneno crudo (Figs 18,19 y 20).

43



Maestria en Microbiologia Molecular

Figura 18- Microscopia intravital (100X). Vista de tejido muscular, (mUsculo cremaster) de raton

sin veneno ni toxina.Control de tejido.

Figura 19- Microscopia intravital (100X). Tejido muscular, musculo cremaster,de ratén expuesto a

Miotoxina I. Se visualiza ruptura de fibras musculares (flechas).
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Figura 20- Microscopia intravital (100X). Tejido muscular , misculo cremaster, de raton

expuesto al veneno del complejo BnC se observa regién con hemorragia intensa y ruptura de
fibras musculares (indicadas con las flechas).

e Actividad Edematizante
La inyeccion subcutdnea de la toxina (25 ug) en la zona plantar de la pata indujo
rapidamente un importante edema al cabo de 1 H después de la inoculacién y el mismo
fue decayendo entre las 12 y 24 H posteriores a la misma, al igual de lo que sucedié

cuando se inyectd el veneno entero del BnC (Fig.21).
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Figura 21- Actividad Edematizante de la Miotoxina | de BnC in vivo. Se inyecté 25 ug por via subcutanea

en la aimohadilla plantar de la pata de ratén la Miotoxina | a un grupo de animales y a otro grupo de ratones
se le inyectd, del mismo modo, el veneno entero, al cabo de una hora se observé el pico maximo de

inflamacion de la pata del animal en ambos grupos y la actividad inflamatoria fue descendiendo a las 24 H.
Cada punto representa la media + SD de 4 animales. La inflamacion plantar medida en la pata control

inyectado con solucion salina, fue por debajo de 1,65mm (no se muestra).

La Dosis Edematizante Minima del BnC fue de 20ug; el edema que se obtuvo con esta
concentracion es del mismo orden que el que se produjo cuando se inyecté 25 ug de la

Miotoxina | por lo que se puede decir que se necesita mayor cantidad de toxina para

provocar el mismo efecto edematizante que provoca el veneno entero.

e Actividad Necrotizante

Al probar la actividad necrotizante de la Miotoxina |, inyectandola en forma intradérmica

en ratones a distintas concentraciones entre 25 - 80 ug, no se obtuvo respuesta
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alguna, a diferencia de lo que se obtuvo cuando se inyectd el veneno entero del BnC

donde la DMN fue aproximadamente de 46 ug (Fig.22 y 23).

Fig.22- Lesion necroética producida en la dermis del ratén cuando se inyecta veneno del BnC (B), En la foto (A)

no se observa lesién necrética, animal inyectado con la Miotoxina | de BnC.
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Figura 23. Representacion de DMN del veneno BnC y de la Miotoxina | aislada. Cada punto representa la

media + SD de cuatro animales.
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e Dosis Letal 50%
Para determinar la DL 50% de la Miotoxina | diferentes dosis de la misma, en un rango
entre 1 - 80 ug / ratdn, fueron inyectadas en ratones y observados los mismos durante
96H, obteniéndose resultados negativos ya que no indujo ni muerte ni anormalidades
evidentes. A diferencia del veneno entero que indujo muerte en una DL50% de 10 pg/
ratén, el valor fue obtenido por el método estadistico Spearman - Karber, donde se
evaluo el numero de animales muertos y sobre los vivos inyectados para cada

concentracion. (Fig.24)
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Figura 24- Representacion de la DL50% de veneno en ratones y de la Miotoxina | después de 96H de

observacion. Se inyectaron concentraciones hasta 80 pg/raton en ambos casos. Cada punto representa la media £

SD de cuatro animales. Se inyecté con PBS un grupo control de animales (n=4) que tuvieron una sobrevida del

100% al cabo de 96 H (no se graficd)

e Dosis Desfibrinogenante
Para determinar la dosis desfibrinogenante, se inocularon grupos de 4 ratones con
concentraciones de veneno entero de BnC y de la Miotoxina | en el rango entre 5 - 100
Ug para ambas muestras. A la hora de su inoculacién fueron sangrados y se registro el

tiempo y concentracion al cual las muestras se tornaban incoagulables. La DDM de la
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toxina se observd a partir de los 62 ug y la del veneno entero a partir de los 8 ug. Por lo
que se concluyd que era necesario inyectar una concentracion mayor de la Miotoxina |

para que provoque el mismo efecto que el veneno entero.

A modo de resumen se presenta la siguiente tabla 3 donde se compara los resultados
obtenidos de las actividades probadas para ambas muestras, la Miotoxina | y el veneno

entero de BnC.

Tabla 3.- Comparacion de resultados biolégicos entre el veneno entero del complejo Bothrops

neuwiedi y la Miotoxina | de BnC.

Actividades Veneno entero Miotoxina |
BnC

Citotoxica + +
Fosfolipasa A2 + _
Hemorragica + _
Miotoxica + +
Edematizante + +
Necrotizante + _
Letal + _

Desfibrinogenante + +
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DISCUSION

Las miotoxinas béasicas con actividad PLA2 estan ampliamente distribuidas en los
venenos de las especies del género Bothrops, aunque en algunas especies pueden
estar ausentes (Lomonte et al. 1990; Moura da Silva et al. 1991a). Las miotoxinas del
género Bothrops pertenecientes a la familia de las PLA2 clase Il, se encuentran en los
venenos Viperidae y Crotalinae, y pueden ser clasificadas generalmente, segun la
secuencia aminoacidica, como las isoformas Asp-49 o Lys-49. (Gutierrez & Lomonte,
1997; Nufiez, et al. 2004). Este Ultimo tipo de proteinas son conocidas como “PLA2s
homdlogas” ya que no tienen, actividad catalitica aunque son muy potentes induciendo

necrosis local en el masculo esquelético de raton (Lomonte, 2009).

Este tipo de proteinas homdlogas no ejercen actividad catalitica debido a una mutacion
en un aminoacido del sitio activo; pero aunque estas toxinas carecen de accién
lipolitica, producen efectos bioldgicos similares a los de sus homélogas cataliticamente

activas, entre los cuales se destacan la miotoxicidad y la inflamacion (Lomonte, 2003).

A pesar de los estudios realizados no se ha establecido cudl es el mecanismo de accion
de este tipo de miotoxinas PLA2 clase Il. La caracterizacion bioquimica de las
miotoxinas ha demostrado que existen variaciones en su estructura primaria, las cuales
pueden proporcionar sus determinantes moleculares de toxicidad (Romero-Vargas et al.
2010). Por lo tanto, la investigacion de nuevas variantes de miotoxinas en la
biodiversidad natural y su caracterizacion, en cuanto a su estructura y su accion
farmacoldgica, son de interés a fin de entender mejor el mecanismo de accién de los
venenos en el estudio de la fisiopatologia de los envenenamientos, asi como también
orientar en la busqueda de inhibidores de esas toxinas que puedan ser utilizados en el
tratamiento de los pacientes mordidos por esta especie de ofidios, y eventualmente

contribuir en el mejoramiento de la produccion de antivenenos.
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En este trabajo fue aislada y purificada una miotoxina béasica del veneno del complejo
Bothrops neuweidi. Esta proteina constituye el pico mayor de acuerdo al cromatograma
obtenido, aproximadamente el 20%, de los componentes basicos del veneno aislados
por cromatografia de intercambio iénico y purificada por RP-HPLC, la cual presenté a)
actividad miotdxica local, con un rdpido aumento de los niveles de la enzima creatina
quinasa en suero y cambios en las fibras musculares, alterando la integridad de la
membrana plasmatica seguido por hipercontraccién de los miofilamentos, cambiando su
apariencia; b) actividad edematizante, rapido aumento de volumen en la almohadilla
plantar de los ratones, pudiéndose deber a la inflamacién y al edema vy c) alteraciones
en la coagulacion, extendiendo el tiempo de coagulacién, cuando fue ensayada en
raton. Estos efectos han sido descriptos en los envenenamientos humanos causados
por la especie Bothrops neuwiedi (Nishioka & Silveira,1992) como asi también
experimentalmente cuando se ha inyectado veneno crudo en ratén ( Moura da Silva et
al. 1991a; Acosta et al.1998). Si bien se observé una inhibicion de la coagulacion,
nuestro ensayo in vivo, por si solo, no nos permite concluir que la misma se deba al
consumo del fibrinbgeno directamente, ya que la alteracién en el mecanismo de
coagulaciéon podria deberse a la alteracién de alguno de los pasos de la cascada de

coagulacién actuando sobre algunos de los factores que participan en la misma.

Ademas de estas actividades biolégicas se observé que la Miotoxina | es capaz de lisar
cultivos de células endoteliales y de musculo esquelético, ésta es una caracteristica
comun que se observd con otras miotoxinas PLA2 del grupo Il de otros venenos de la
familia Viperidae (Lomonte et al.1999). La actividad citotéxica es una propiedad comuin
de las proteinas aisladas con actividad PLA, de venenos de la familia Viperidae.
(Lomonte,1999). Las células musculares en cultivo constituyen un modelo para estudiar
el mecanismo miotoxico de las PLA2, por el tipo de mionecrosis que inducen estas

miotoxinas. La diferenciacién de mioblastos C2C12 aumentan la sensibilidad citotoxica
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de estas proteinas siendo esto una caracteristica especifica para el grupo de
miotoxinas, produciendo una disrupcion rapida de la membrana plasmatica, por la
presencia de “lesiones delta”, hipercontracion y aglomeracién de miofilamentos y
necrosis de las células musculares. En nuestro estudio, las células musculares fueron
significativamente mas sensibles que las células endoteliales tratadas ambas en las
mismas condiciones. Estos Ultimos resultados sugieren que, in vitro, cultivo de
miotlubulos de musculo esquelético representan un modelo celular adecuado para el
estudio de las miotoxinas PLA2 con estructura del grupo Il encontradas en venenos de

vipéridos.

Por otra parte, esta miotoxina no muestra toxicidad sistémica significativa cuando se
inyectd por via endovenosa a dosis superiores a 4,4 mg/ kg ratdén. Esta baja toxicidad
sistémica esta de acuerdo con la nocidn de que las miotoxinas de Bothrops no son los
principales factores en la accion letal ejercida por sus correspondientes venenos crudos

(Gutierrez & Lomonte ,1997).

Los ensayos electroforéticos muestran que la Miotoxina | se encuentra como una
proteina homodimérica, con una subunidad que tiene un peso molecular de 15 kD. La
estructura de dimero parece ser comun en las miotoxinas Lys-49 aisladas de los
venenos del género Bothrops. La inmunodifusion radial en gel de agarosa muestra que
anticuerpos policlonales producidos contra las miotoxinas de B.asper reconocen
facilmente a la Miotoxina | de BnC, demostrando de esta manera que existen

determinantes antigénicos similares entre ambas proteinas.

La secuencia N-amino &cido terminal de la Miotoxina | en estudio, muestra un alto
porcentaje de identidad con otras miotoxinas aisladas de la especie B.asper (miotoxina
IV y 1) y la especie Bothrops jararacussu, mas de 98 % y 92% respectivamente cuando

se compara la secuencia aminoacidica. En contraste, se encontré una similitud muy
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baja (28% de identidad) en comparacién con los primeros 14 residuos de una PLA2
acida (Bneu-P3) previamente aislada del veneno de la misma especie (Daniele et
al.1997). Esta observacion apoya el concepto de un proceso evolutivo divergente

temprano que separa las PLA2 basicas y 4cidas en los venenos ofidicos.

Si bien el aminoéacido en la posicion 49 de la Miotoxina | de BnC debe ser determinado,
la alta homologia de su parcial secuencia aminoacidica con las PLA2 Lys-49 de otras
variantes de venenos de la subfamilia Crotalinae, el eluir como dimero, la ausencia de
su actividad catalitica y la accidbn miotdxica entre sus caracteristicas, sugiere que ésta
pertenece a este grupo de PLA2s. A su vez, las variantes Lys-49 de las PLA2s, ademas
de la sustitucion en la posicion 49 del aspartato (Asp) conservado cataliticamente
activo, tienen una tipica secuencia que también esta conservada en la Miotoxina | de
BnC. esta incluye Leu-5, Lys-7, Glu-12, Thr-13, Lys-16, Asn-17, Asn-28 y Leu-32
(Renetseder el al., 1985). Por lo tanto, se infiere que la Miotoxina | de Bn es una
variante Lys-49 con actividad miotdxica, citolitca e inductora de edema,

principalmente.

Pese a que se han dilucidado algunos aspectos importantes en el tema a lo largo de los
afios, los venenos de vipéridos siguen constituyendo una fuente inagotable de sorpresa
y asombro, por su complejidad bioguimica y farmacoldgica, por su enorme variabilidad y
su impacto en la salud publica, y por ser importantes para el desarrollo de nuevas

proteinas y sustancias peptidicas de importancia terapéutica.
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CONCLUSIONES

¢ La metodologia de estudio empleada permitio aislar una proteina relevante del
Complejo Bothrops neuwiedi, la cual fue denominada Miotoxina | del complejo
Bothrops neuwiedi, que se presenta como una proteina basica, homodimérica, con una
subunidad de masa molecular de 15 kD, perteneciente al grupo de las PLA2 Lys-49 por
no poseer actividad catalitica, eluir como dimero y por su accién miotoxica.

e El estudio de su secuencia aminoacidica, primeros 40 residuos de aa
analizados, muestran un alto porcentaje de identidad con otras proteinas de esta familia
PLA2 Lys-49, halladas en venenos de otras especies del género Bothrops, Agkistrodom
y Trimeresurus.

e La Miotoxina | del complejo Bothrops neuwiedi induce una serie compleja de
eventos degenerativos asociados con sus actividades biologicas que incluyen
citotoxicidad in vitro, miotoxicidad e induccién de edema in vivo y alteraciones en la
coagulacién sanguinea como la incoagulabilidad .

¢ Dado que estos son algunos de los dafios que provoca el veneno cuando es
inoculado a las personas, por los resultados bioquimicos y funcionales obtenidos, y por
encontrarse esta toxina en alrededor de un 20% del veneno crudo, se concluye que
esta Miotoxina | tiene un papel relevante en el envenenamiento por esta especie

ofidica.
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