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RESUMEN

Al igual que en muchos paises de las regiones tropicales, en Colombia, el ofidismo
ha sido considerado un problema de salud publica, que afecta principalmente a los
habitantes de las zonas rurales. Entre las diferentes especies relacionadas con el
accidente ofidico, Bothrops asper es la causante del 90% de las victimas en todo
el pais; el envenenamiento por esta especie se caracteriza por generar cuadros
clinicos locales y sistémicos, con efectos hemoliticos, mionecréticos vy
coagulantes. Aunque existen antivenenos polivalentes contra el veneno de B.
asper, se presentan algunas deficiencias en cuanto a su capacidad para
neutralizar los efectos sistémicos y esencialmente locales ocasionados por el
veneno. Es por eso, que determinar el potencial neutralizante del suero sanguineo
de serpientes no venenosas y de mamiferos contra los componentes de los
venenos, ha sido importante para la identificacion de moléculas capaces de inhibir
los principales efectos fisiopatologicos desencadenados por el veneno, ya que
podrian ser potencialmente usadas en el disefio y produccion de sueros
antiofidicos. Este trabajo tuvo como objetivo determinar el potencial neutralizante
del suero sanguineo de Clelia equatoriana frente a diferentes actividades
biologicas (hemorragia, miotoxicidad, edema y actividad desfibrinante) generadas
por el veneno de B. asper de la poblacion del Pacifico del departamento del
Cauca. Como parametro de comparacion se empleo el suero comercial polivalente
del Instituto Nacional de Salud producido en Colombia. Todos los ensayos fueron
realizados con ratones Mus musculus de cepa ICR con excepcion de los ensayos
de neutralizacion de la actividad coagulante, para la cual se realizdé una prueba in
vitro con sangre humana. La DEsp del suero sanguineo de C. equatoriana para el
efecto hemorragico fue 372 ul antiveneno/ mg veneno, para la actividad
edematizante 663 pl antiveneno/ mg veneno; para el efecto coagulante 1270 pl
antiveneno/ mg veneno; y para el efecto desfibrinante la DE correspondié a 1000
ul antiveneno/ mg veneno; no se encontrd neutralizacion del efecto miotéxico en
ninguna de las dosis experimentales suministradas. Las DEsy del suero del INS

fueron para el efecto hemorragico 183 ul antiveneno/ mg veneno; para el efecto



coagulante 126 pl antiveneno/ mg veneno; y para el efecto desfibrinante la DE
correspondio a 250 ul antiveneno/ mg veneno; los efectos edeméticos y miotéxicos
no fueron neutralizados por el suero comercial. Los resultados anteriores muestran
la efectividad del suero sanguineo de C. equatoriana en la neutralizacién de los
efectos sistémicos y la dificultad para actuar contra el efecto miotéxico. A pesar de
gue los resultados muestran que el suero de C. equatoriana tiene la capacidad de
neutralizar las actividades bioldgicas, el suero comercial del INS neutraliz6 con
mayor eficacia los efectos sistémicos (coagulante y desfibrinante) asi como
también el efecto hemorragico local. Se resalta la neutralizacién del efecto
edematizante por el suero sanguineo de C. equatoriana, efecto que no logr6 ser

neutralizado por el suero comercial.



INTRODUCCION

En Colombia los accidentes ofidicos se consideran un problema de salud publica.
En el aflo 2016, se reportaron mas de cuatro mil casos en el pais (SIVIGILA,
2016), de los cuales el 90% fueron causados por la familia Viperidae y B. asper
fue la especie responsable de hasta el 70% de los casos (Otero-Patifio et al.,
2007). El envenenamiento por esta especie muestra un cuadro clinico con efectos
locales como dolor, edema, equimosis, flictenas, hemorragia, linfadenitis regional,
parestesias, hipotermia, necrosis tisular, abscesos y mionecrosis, y efectos
sistémicos que incluyen shock mixto, microtrombosis masiva capilar pulmonar y/o
mesenteérica, falla organica multisistémica, sindrome compartimental y necrosis;
estos efectos ocasionan graves secuelas en la salud de los pacientes, con

implicaciones importantes a nivel social y economico (Ayerbe-Gonzalez, 2009).

A pesar de que existen antivenenos producidos en Centro y Sur Ameérica que
neutralizan los efectos sistémicos generados por el veneno de B. asper, su
eficacia neutralizando efectos locales como la miotoxicidad es baja; lo que ha
llevado a la busqueda de alternativas en la produccién de antivenenos (Gutiérrez
et al., 1998, 1985a). Por ejemplo, se conoce que el suero sanguineo de algunos
mamiferos como las zarigtieyas (Didelphis marsupialis) (Perales et al., 1986) y de
colubridos como Clelia clelia (Cerdas & Lomonte, 1982; Lomonte et al., 1982;
Lomonte et al., 1990), tienen la capacidad de neutralizar, de forma natural, los
efectos tanto locales como sistémicos producidos durante el envenenamiento, por
lo que diferentes investigaciones se han dirigido a la busqueda de moléculas de
interés en estos sueros para mejorar los tratamientos actuales. Clelia clelia, es una
serpiente ofiéfaga con una importante resistencia al veneno de muchas serpientes,
entre ellas B. asper; lo que sugiere la presencia de factores con efecto
neutralizante sobre diferentes acciones toxicas como hemorragia, mionecrosis y
edema (Cerdas & Lomonte, 1982; Lomonte et al., 1982; Lomonte et al., 1990), por
lo que se convierte en un género interesante desde el punto de vista

farmacoldgico.



La especie de Clelia con distribucion en el departamento del Cauca es C.
equatoriana. Por lo tanto, teniendo en cuenta los antecedentes mencionados, el
presente trabajo tuvo como propdsito determinar la capacidad neutralizante del
suero sanguineo de C. equatoriana frente a efectos locales (hemorragia,
mionecrosis y edema) y sistémicos (coagulante y desfibrinante) causados por el
veneno de B. asper del pacifico caucano en comparacion con la neutralizacion
producida por el suero antiofidico elaborado por el Instituto Nacional de Salud de
Colombia (INS).



1. JUSTIFICACION

Debido a la diversidad de ecosistemas y la singular geografia del pais, las
serpientes se distribuyen en toda Colombia desde los O hasta los 3500 metros
sobre el nivel del mar (Lynch, 2012); sin embargo la mayoria de los accidentes de
importancia clinica se presentan por debajo de los 1300 msnm. Colombia alberga
alrededor de 272 especies, 49 de las cuales son venenosas para el hombre y
pertenecen a tres familias: Viperidae, Elapidae y Colubridae (Walteros & Paredes,
2014). En el departamento del Cauca se encuentran 79 especies de serpientes, de
las cuales 30 son venenosas, y de éstas, aproximadamente el 57%, hacen parte
de la familia Viperidae (Ayerbe-Gonzéalez, 2009).

En Colombia, el ofidismo ha sido un importante problema de salud publica, que
afecta principalmente a la zona rural del pais; sin embargo, tan solo hasta el afo
2004 se incluyé como una enfermedad desatendida de notificacién obligatoria
(SIVIGILA, 2016). De acuerdo con el SIVIGILA, en el afio 2016 se reportaron 4636
casos de accidentes ofidicos en todo el pais, de los cuales, se estima que 215
ocurrieron en el departamento del Cauca (SIVIGILA, 2016). Entre el 70% y 90% de
estos casos fueron causados por B. asper, por lo que esta especie es considerada

de gran relevancia clinica en Colombia (Otero-Patifio et al., 2007).

El envenenamiento ocasionado por B. asper muestra un complejo cuadro clinico
gue incluye efectos locales como dolor, edema, equimosis, flictenas, hemorragia,
linfadenitis regional, parestesias, hipotermia, necrosis tisular, abscesos vy
mionecrosis; y efectos sistémicos como shock mixto, microtrombosis masiva
capilar pulmonar y/o mesentérica, falla organica multisistémica, sindrome
compartimental y necrosis (Ayerbe-Gonzalez, 2009). Este cuadro clinico puede
variar dependiendo de la poblacion de B. asper que haya ocasionado el
envenenamiento. En el departamento del Cauca existen 3 poblaciones de la
especie (Costa Pacifica, Valle del rio Cauca y Valle del rio Patia) (Folleco-
Fernandez, 2010; Mora-Obando et al., 2014b);la poblacién del Valle del rio Patia

es la mas hemorragica y letal, la del Pacifico se caracteriza por ser miotéxica y



tiene un mayor efecto en la coagulacion que la del Patia y la poblacion del Valle
del rio Cauca es la més coagulante (Mufioz-Gomez et al., 2016); estas diferencias
se explican por la variacion en los componentes del veneno y podrian reflejar un
proceso de divergencia al suroccidente colombiano como resultado de los
procesos orogénicos de la Cordillera de los Andes (Mora-Obando et al., 2014b).

La seroterapia es el Unico tratamiento cientificamente validado para el
envenenamiento ocasionado por mordeduras de serpiente (WHO, 2010); no
obstante, aunque tiene un importante efecto neutralizante, no es completamente
efectivo en la inhibicion de la mionecrosis y la hemorragia (Gutiérrez et al., 2010).
Es por ello, que ha crecido el interés por investigar la inmunidad innata de algunas
especies, la cual les confiere la capacidad de neutralizar los efectos toxicos de los
componentes del veneno (Duque et al.,, 2007). Por ejemplo, estudios realizados
con suero sanguineo de C. clelia han demostrado la presencia de factores que
inhiben alteraciones locales importantes causadas por el veneno de B. asper de
Costa Rica (Lomonte et al., 1990); sin embargo no se ha explorado el potencial
neutralizante de este suero contra los efectos sistémicos del envenenamiento, ni
tampoco existe ningun estudio en Colombia sobre el potencial neutralizante del
suero de especies de Clelia distribuidas en el pais. Esta investigacion se
convertirda en linea base para estudios posteriores sobre moléculas con poder
neutralizante contra el veneno de B. asper, especie de mayor importancia clinica

en el departamento del Cauca.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general:

v' Determinar el potencial neutralizante del suero sanguineo de C. equatoriana
contra el veneno de B. asper en un modelo experimental en comparacion

con el suero comercial fabricado por el Instituto Nacional de Salud (INS).

2.2 Objetivos especificos:

e Identificar el efecto neutralizante del suero sanguineo de C. equatoriana

contra el veneno de B. asper.

e Comparar el efecto neutralizante del suero sanguineo de C. equatoriana

frente al antiveneno comercial producido por el INS.



3. MARCO TEORICO

3.1 Ofidismo

También definido como accidente ofidico, es el evento desencadenado por las
mordeduras de las serpientes ya sean venenosas 0 no, con inoculacion de veneno

o sin él (Ayerbe-Gonzélez, 2009).

3.2 Envenenamiento ofidico

Hace referencia a los signos y sintomas producidos por la inoculacién de veneno

por parte de una serpiente venenosa (Ayerbe-Gonzalez, 2009).

3.3 Antivenenos polivalentes o poliespecificos

La produccién de los antivenenos se da a partir de caballos, entre otros animales,
a los cuales se les inyectan cantidades de veneno en dosis subletales de forma
repetida, hasta que desarrollan una elevada inmunidad (hiperinmunizacion);
posteriormente, se extrae sangre para separar el suero, que contiene las
inmunoglobulinas especificas para la deteccion de antigenos derivados del
contenido proteico del veneno, éstas son purificadas y liofilizadas y son la base de
los antivenenos comerciales. Los antivenenos no se utilizan para inmunizar sino
para neutralizar las toxinas contenidas en el veneno. Los antivenenos polivalentes
contienen inmunoglobulinas capaces de reconocer y neutralizar componentes del
veneno procedentes de diferentes géneros de la misma familia, también pueden
presentar reactividad cruzada: neutralizar venenos de especies diferentes a las
gue fueron usadas para la hiperinmunizacién de los equinos. Este tipo de sueros

han sido producidos para vipéridos o elapidos (Gutiérrez et al., 2012; WHO, 2010).



3.4 Antivenenos monovalentes o monoespecificos

Los antivenenos monovalentes son producidos igualmente; sin embargo son mas
especificos, ya que contienen inmunoglobulinas capaces de neutralizar los
componentes del veneno de la especie de serpiente con la cual fueron
hiperinmunizados los equinos. Estos antivenenos también suelen ser efectivos en
envenenamientos producidos por especies hermanas; ademas la capacidad
neutralizante en cuanto al veneno de la especie es mayor que en los polivalentes
(Gutiérrez et al., 2012; WHO, 2010).

3.5 Suero antiofidico colombiano

Los sueros antiofidicos producidos y usados en Colombia son fabricados por el
INS y el laboratorio ProBiol, aunque también se importa suero antiofidico fabricado
por el instituto Bioclon de México. El INS produce suero antiofidico polivalente
anticrotalico/antibotropico a partir del veneno de las especies Bothrops atrox y
Crotalus durissus, pero no contiene fraccion antilachesica. El suero antiofidico
polivalente anticrotalico/antibotropico producido por el instituto Bioclon y el
laboratorio ProBiol, a diferencia del fabricado por INS contiene fracciones del
veneno de C. durissus, B. atrox, B. asper y Lachesis muta. Estos tres laboratorios
producen también suero antiofidico anticoral (Instituto Nacional de Salud, 2016;
ProBiol, 2016; Bioclon, 2016).

3.6 Inconvenientes con los antivenenos comerciales

Existen diferentes investigaciones que evallan la capacidad neutralizante de los
sueros producidos actualmente. Por ejemplo, se probd la eficiencia de los
antivenenos comerciales en la inhibicion de los efectos ocasionados por el
veneno de B. asper de Costa Rica; aunque se encontré que presentan potencial
neutralizante, la neutralizacién no es completa hacia moléculas que desencadenan
efectos locales severos (Gutierrez et al., 1981). En Colombia se comprobé que los

sueros antiofidicos poseen reacciones alérgicas (Otero-Patifio et al.,1998), lo cual



podria solucionarse buscando alternativas, como las investigaciones en moléculas

naturales en animales y plantas.

3.7 Bothrops asper

Especie de serpiente conocida en algunos lugares como terciopelo, cuatronarices,
equis, entre otros. Es una especie perteneciente a la familia Viperidae y subfamilia
Crotalinae; como todos los vipéridos se caracteriza por poseer una cabeza
lanceolada, escamas quilladas, y una denticion solenoglifa conectada a una
glandula de veneno que presenta musculos especializados que le permiten
inyectar el veneno de forma voluntaria. El nombre comun equis se debe al patron
de triangulos que presenta a cada lado de su cuerpo que desde una vista dorsal
se asemejan a una equis (Campbell & Lamar, 2004).

El dorso de la cabeza de esta especie es por lo general mas oscuro que el color
dorsal del resto de su cuerpo, algunos individuos presentan un color marron
oscuro irregular o marca negra en las areas interocular y parietal, ademas de una
barra oscura delante de los supraoculares. Su lepidosis, aunque es variable,
presenta entre 1 0 2 escamas en la area interoculolabial y una sola escama loreal,
generalmente tiene entre 5-11 (usualmente 6-9) escamas quilladas en el area
intersupraocular; 7-9 (usualmente 7) escamas supralabiales, la segunda escama
fusionada con la escama prelacunal; 8-12 (usualmente 10 6 11) escamas
infralabiales; 23-33 (usualmente 25-29) filas de escamas en la escala dorsal del
cuerpo medio; 161-216 escamas ventrales en machos y 187- 240 escamas en
hembras (rango de escamas ventrales en ambos sexos usualmente entre 185 vy
220); 53-81 escamas subcaudales divididas en machos y 46-73 en hembras (el
rango para subcaudales en ambos sexos usualmente es entre 56 a 70 escamas)

(Figura 1) (Campbell and Lamar, 2004; Sasa et al., 2009).
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Los machos llegan a medir entre 140-180 cm, mientras que las hembras pueden
alcanzar los 250 cm. Esta especie presenta una amplia distribucion, desde el este
del Atlantico de México y América Central, hasta parte del norte de Sur América,
en Colombia, Ecuador y Venezuela. En Colombia se distribuye hacia el Pacifico,
en el flanco occidental de la cordillera occidental, entre la cordillera central y
occidental, asi como también en el flanco oriental de la cordillera central y el flanco
occidental de la cordillera oriental (Figura 1). B. asper es una especie
principalmente de tierras bajas, ya que habita entre los 0 y 1200-1300 m.s.n.m; en
Colombia se ha encontrado por debajo de los 2650 m.s.n.m (Campbell & Lamar,
2004; Sasa et al., 2009).

85’ 80° s 70’ 65

Atlantic Ocean 20"

Bothrops asper

Figura 1. A. Distribucion geografica de B. asper, tomado de Campbell & Lamar
(2004). B. B. asper del Pacifico caucano (Playa Rica, EI Tambo, Cauca,
Colombia). Ejemplar Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del

Cauca.

3.7.1 Veneno de B. asper

Este veneno esta constituido principalmente por un conjunto de varias proteinas,
las cuales en su mayoria presentan actividad enzimatica. Se han aislado mas o
menos 8 familias de proteinas, como metaloproteinasas (SVMPSs) (41-44%),
fosfolipasas A, (PLA2s) (29-45%), serina proteasas (SP) (4-18%), L-amino
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oxidasas (LAAO) (5-9%), desintegrinas (DIS) (1-2%), similares a lectinas tipo C
(0.5%), proteina secretora rica en cisteina (CRISP) (0.1%) y fragmentos DC
(<0.1%) (Alape-Girdén et al., 2008). Este veneno contiene alrededor de 140
proteinas que producen diferentes alteraciones locales y sistémicas durante el
envenenamiento. Familias como las metaloproteinasas son responsables de los
efectos hemorragicos (locales y sistémicos), edema y efectos procoagulantes, las
fosfolipasas A, por su parte, generan efectos mionecréticos y también contribuyen
al edema, y las serina proteasas estan relacionadas con efectos procoagulantes in
vitro (Aragon & Gubensek, 1981; Alape-Giron et al., 2008; Gutiérrez et al., 2012).

La composicion y abundancia de los componentes del veneno puede variar entre
poblaciones de esta especie, e incluso a nivel ontogénico, por ejemplo, en
poblaciones de B. asper de Costa Rica el veneno de la poblacién de la vertiente
Pacifica tiende a ser mas mionecrotico debido a una mayor concentracion de
fosfolipasas A,, en comparacion con el veneno de la poblacién de la vertiente
Caribe que por su concentracion de metaloproteinasas tiende a ser mas
hemorragico (Aragén & Gubensek, 1981; Alape-Giron et al., 2008; Gutiérrez et al.,
2012). En el Cauca colombiano también se han encontrado importantes
variaciones entre los componentes del veneno de las poblaciones del Pacifico (B.
asper sensu stricto) y del Valle del rio Patia (Bothrops ayerbei de acuerdo con
Folleco-Fernandez, 2010); sin embargo la poblacion del Pacifico tiene un perfil

similar a la poblacion de B. asper de Costa Rica (Mora-Obando et al., 2014).

3.8 Clelia equatoriana

Esta especie hace parte de la familia Colubridae y la subfamilia Dipsadinae;
elgénero presenta seis especies, con la disposicion basica de escudos de cabeza
ampliados; nasal completamente dividido; una sola escama preocular;
generalmente una sola escama loreal y en ocasiones ausente; una pupila
verticalmente eliptica; dos pares de escamas o escudos en la barbilla; sus
escamas dorsales son lisas con dos fosas apicales y fosetas termoreceptoras

ausentes, 17 a 19 escamas de filas mediodorsales; la hilera de escamas
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vertebrales generalmente no es alargada; una escama anal usualmente sola,;
escamas subcaudales divididas o con algunos escudos o escamas no divididas;
dientes maxilares subiguales, 10 a 15 mas 2 colmillos ranurados (denticion
opistoglifa) moderadamente ampliados, separados de dientes anteriores por un
diastema; presenta una glandula de Duvernoy; dientes mandibulares anteriores no
marcadamente mayores que los posteriores; no hay hipofafisis en las vértebras
dorsales posteriores (Zaher, 1996).

La coloracién en juveniles es Unica, las superficies dorsales del cuerpo y la cola
son rojas con una Unica banda negra nucal separada por una coloracion blanca o
crema hacia la mitad de la cabeza; el extremo de su cabeza es negro. Los adultos
son de color uniforme negro azulado brillante con un vientre esencialmente sin
marcas. El género Clelia se distribuye desde las tierras bajas tropicales de las
costas Atlantica y Pacifica de Meéxico, atraviesa las tierras altas de Ameérica
Central pasando por Panama, hasta Suramérica en Colombia, la vertiente pacifica
del Ecuador y el sur de Antillas y se dirige por el sureste de los Andes hacia el
centro de Argentina (Zaher, 1996; Savage, 2002).

Las especies de este género son muy similares entre si; sin embargo C.
equatoriana presenta un tamafio entre 117,3 — 146,2 cm para hembras y entre
111,3 — 142,2 cm para machos. Los adultos de C. equatoriana tienen un dorso
carbén brillante y escamas lisas dorsales, dispuestas en hileras al medio del
cuerpo de 17 escamas (Figura 2). Se distribuyen a lo largo de América Central
hasta el noroeste de América del sur, es decir, desde el noreste de Costa Rica
hasta Colombia y Ecuador amazoénico; habitan entre los 800 y 2150 m.s.n.m
(Zaher, 1996).

Este género posee capacidad de inmunidad innata frente a diferentes tipos de
venenos de serpientes, producto de la evolucién debido a su habito alimenticio

ofiéfago, y se caracteriza por presentar toxinas peligrosas para las serpientes,
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pero con efectos menores en el ser humano (Leite Pinto et al., 1991; Dos Santos-
Costa et al., 2000; Rojas-Morales, 2013).

N

Figura 2. Adulto de C. equatoriana de Popayan, Cauca (Centro de Investigaciones

©Andrés Felipe Liévano

Biomédicas de la Universidad del Cauca).

3.9 Moléculas antiveneno encontradas en serpientes

En 1969 Clarck y Vortis supusieron que la albumina contenida en el suero
sanguineo de la serpiente C. adamanteus contenia propiedades protectoras frente
a su propio veneno (Clark & Vortis, 1969). Mas adelante, en 1976 por medio de
inmunodifusion en gel, se demostré que los sueros de Crotalus atrox y C.
adamanteus poseian actividad neutralizante debida a una proteina distinta a la
albumina presente en el plasma o alguna molécula unida a esta (Straight et al.,
1976).

Debido a que los efectos hemorragicos y miotdéxicos son los efectos mas
frecuentes y graves del envenenamiento ocasionado por la mayoria de vipéridos,
ha crecido el interés por investigar su inhibicion. Por ejemplo, a partir del suero de
la serpiente venenosa Protobothrops flavoviridis, se encontré una fraccion capaz

de inhibir los efectos toxicos y hemorragicos del veneno (Omari-satoh et al., 1972).
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El analisis de la capacidad neutralizante de los factores aislados del suero de
algunas especies de Vipéridos y Elapidos, permitid concluir que mecanismos
humorales y no humorales estéan involucrados en la resistencia a la toxicidad del
veneno (Ovadia & Kochva, 1977).

De igual manera, del suero de Vipera palaestinae se aislaron fracciones anti-
neurotéxica y anti-hemorragica, efectos caracteristicos del envenenamiento por
esta especie (Ovadia et al., 1975). Posteriormente, se profundiz6 sobre el
conocimiento de los factores anti-hemorragicos de V. palaestinae y se encontro
gue correspondia a una proteina termoestable (Ovadia et al., 1977). Un afio
después, se amplio el estudio y se encontré que el factor anti-hemorragico de V.
palaestinae efectivamente inhibia todos los efectos anti-hemorragicos de su
veneno y de dos vipéridos mas: Echis coloratus y Cerastes cerastes. También se
concluy6 que este componente proteico tiene actividad de caseinasa, es digerible
por tripsina, es estable en temperaturas altas y pH de 6.0 a 9.5, tiene un punto
isoeléctrico de 4.7 y un peso molecular de 80kDa, ademas no formo lineas de
precipitacion en las pruebas de inmunodifusion, por lo que se concluyo que este
factor no era una inmunoglobulina sino una fraccién tipo albumina o a-globulina.
(Ovadia, 1978).

Weissenberg et al. (1991) purificaron los factores anti-hemorragicos de C. atrox,
los cuales fueron capaces de inhibir los efectos hemorragicos y proteoliticos
causados por su propio veneno. Estos factores protectores resultaron ser
glicoproteinas &acidas, estables a temperaturas de 85°C y pH entre 1,3 y 11,5
durante 30 minutos y con masas moleculares entre 65 y 80 kDa (Weissenberg et
al., 1991).

Otros estudios sobre factores anti-hemorragicos de vipéridos como Crotalus,

Vipera y Protobothrops dieron resultados similares a los confirmados para Vipera y

Crotalus (Pérez & Sanchez, 1999), y permitieron concluir que estos factores son
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superficialmente similares a los factores anti-hemorragicos extraidos de algunos

mamiferos.

Por otra parte, se han evaluado inhibidores de metaloproteinasas, denominados
SVMPIs, cuyo blanco especifico esta asociado con los efectos hemorragicos,
locales y sistémicos, desencadenados durante el envenenamiento, entre algunos
de estos inhibidores estan: BaSAH de B. asper (Borkow et al., 1995), la BJ46a de
Bothrops jararaca (Tanizaki et al., 1991; Valente et al., 2001), la HSF de P.
flavoridis (Yamakawa & Omori-Satoh, 1992), la TMI perteneciente a Protobothrops
mucrosquamatus (Huang et al., 1999), la NtAH de Natrix tessellata (Borkow et al.,
1994), entre otras moléculas del veneno de A. piscivorus y V. palestinae (Ovadia,
1978; Perales et al., 2005; Weinstein et al., 1990).

Todos los SVMPIs aislados del plasma o del suero de las serpientes son de la
superfamilia de cistatina / grupo fetuina (Perales et al., 2005). Los inhibidores mas
caracterizados de esta superfamilia son HSF de P. flavoviridis (Yamakawa &
Omori-Satoh, 1992) y BJ46a de B. jararaca (Valente et al., 2001). Los residuos
aminoacidicos de HSF y BJ46a localizados en las posiciones 323 y 322, tienen
tres y cuatro sitios de N-glicosilacion respectivamente, ademas comparten el 85%
de identidad de secuencia y tienen una secuencia RGD en la porcion N-terminal
cuya funcion en la inhibicién de la hemorragia no esta completamente dilucidada.
La secuencia de aminoacidos de HSF se determiné mediante degradacion de
Edman, mientras que para BJ46a se obtuvo a partir de ADNc de longitud completa
y fue confirmada por secuencia parcial de aminoacidos por degradacion de Edman
(81%) (Yamakawa & Omori-Satoh, 1992; Valente et al., 2001; Perales et al.,
2005). BJ46a es una proteina glicosilada con un contenido de carbohidratos del
17%. Tanto HSF como BJ46a tienen el mismo patrén de cisteinas observado para
el grupo fetuina, excepto que HSF tiene una cisteina mas en la posicién 44,
sustituida por una valina en BJ46a (Yamakawa & Omori-Satoh, 1992; Valente et
al., 2001; Perales et al., 2005).

16



A pesar de estar clasificado en la superfamilia cistatina, las fetuinas, incluyendo
HSF y BJ46a, es probable que no inhiban cisteina proteinasas, esto podria
deberse al hecho de que la secuencia de consenso (QXVXQ) del sitio activo de
cistatina, ha sido ampliamente modificada en estas moléculas. El HSF no inhibio la
papaina y la catepsina B, pero inhibié varias metaloproteinasas en el veneno de
Habu (P. flavoviridis) (Yamakawa & Omori-Satoh, 1992; Perales et al., 2005).

El mecanismo de accién de los SVMPIs comenzé a ser aclarado por estudios
realizados con BJ46a, un inhibidor efectivo de la actividad hemorragica del veneno
completo de B. jararaca, asi como de las SVMPs atrolisina C (Pl) de C. atrox y
jararagina (PIIl) de B. jararaca. Se demostr0 que el mecanismo implica la
formacion de complejos no covalentes estables con estas metaloproteinasas. Esta
interaccion parece ocurrir en el dominio metaloproteinasa, ya que, la atrolisina C y
la jararagina con dominio metaloproteinasa son inhibidas en un 100 y 97%
respectivamente, sin embargo la jararagina-C no logré ser inhibida puesto que a
pesar de que su secuencia es idéntica a la jararagina carece del dominio
metaloproteinasa. Los estudios cuantitativos mostraron que la estequiometria de la
inhibicibn es de un monomero inhibidor frente a dos moléculas de
metaloproteinasas; se ha propuesto que el dimero BJ46a se disocia durante la
formacion del complejo enzima-inhibidor y su monémero tiene dos sitios de unién
a las SVMP (Valente et al., 2001).

En cuanto a los estudios sobre inhibidores de miotoxinas (PLIS) en serpientes, se
ha encontrado que son glicoproteinas acidas oligoméricas, con masas
moleculares entre 75 y 180 kDa, formadas por 3 a 6 subunidades de 20 a 50 kDa
unidas por enlaces no-covalentes (Perales and Domont, 2002). Estas proteinas
aparentemente son producidas en el higado y se han clasificado en tres grupos:
las a, B y y; originalmente encontradas en la serpiente China Gloydius blomhoffii
(Ohkura et al., 1997), y luego en plasma de B. asper (Lizano et al., 1997). Se
determind que los PLIs a son proteinas globulares compuestas de subunidades

con pesos de 20 a 25 kDa, 147 aminoacidos y un sitio de N- glicosilacion. Forman
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estructuras de 3-6 subunidades asociadas no covalentemente con masas
reportadas entre 75-120 kDa (Kohji Okumura et al., 2002; Lizano et al., 2003).

La caracteristica tipica de los PLIs a es la presencia de dominios lectina tipo-C
(CTLDs) también conocidos como motivos de reconocimiento de carbohidrato
(CRDs). Estos dominios comprenden aproximadamente el 67% de cada
subunidad, estan cerca de la porcién N-terminal, y juegan un papel importante en
la union del PLI a a la PLA; (Nobuhisa et al., 1998). Estos PLIs a son tipicos de los
vipéridos (Kogaki et al., 1989; Lizano et al., 1997; Lizano et al., 2000; Ohkura et
al., 1993; Soares et al., 2003).

En cuanto a los PLIs B se encontré que son proteinas globulares de 160 kDa,
compuestas de 3 subunidades de aproximadamente 50 kDa, 308 aminoacidos y 4
sitios de glicosilacion por subunidad. Ademas presentan 9 repeticiones ricas en
Leucina (LRRs), cada una de 24 aminoacidos de largo que comprenden el 67% de
cada subunidad (Perales & Domont, 2002; Okumura et al., 2002; Lizano et al.,
2003) y determinan la especificidad para las PLA.-Il basicas (Okumura et al.,
1999). Son tipicas de vipéridos (Okumura et al., 1998), aunque también han sido

encontradas en el colubrido Elaphe quadrivirgata (Okumura et al., 2002).

En cuanto a los PLIs y tienen formas estructurales de tres dedos, constituidos por
dos patrones en tandem de residuos de cisteina (Perales & Domont, 2002), uno de
los cuales es importante en el acoplamiento de los PLIs a las PLA,s que inhiben
(Nobuhisa et al., 1998; Thwin et al., 2000). A diferencia de los otros PLIs, no son
tan especificos, por lo que actian (Perales & Domont, 2002; Okumura et al., 2002;
Lizano et al., 2003) sobre PLA,s I, Il y lll (Okumura et al., 1999; Lizano et al.
2003). Los PLIs y han sido encontrados en vipéridos (Fortes-Dias et al., 1994;
Lizano et al., 1997; Nobuhisa et al., 1997; Ohkura et al., 1997; Perales et al.,
1995), colubridos (Okumura et al., 1999), elapidos (Hains et al., 2001, 2000; Hains
and Broady, 2000; Ohkura et al., 1993), boidos (Thwin et al., 2000) e hidréfinos

(Ohkura et al., 1999). Se ha propuesto que los PLIs y tienen una relacién evolutiva
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con las neurotoxinas y citotoxinas de la familia de tres de dedos presentes en los
venenos de elapidos (3FTxs) (Perales and Domont, 2002). La distribucién de estos
inhibidores no es especie-especifico; sin embargo, los diferentes PLIs aislados
hasta ahora tienden a mostrar mayor especificidad de accion contra el tipo de
PLA,s presentes en los venenos de las especies de donde fueron extraidos
(Lizano et al., 2000; Perales and Domont, 2002).
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4. ANTECEDENTES

Hace aproximadamente 200 afios se demostré la existencia de un fenémeno
natural de inmunidad al veneno de serpientes por parte de algunos organismos;
estas interesantes propiedades han sido ampliamente estudiadas, tal como se
refleja en algunas revisiones bibliograficas (Moussatché & Perales, 1989; Domont
et al., 1991; Thwin & Gopalakrishnakone, 1998; Duque Osorio et al., 2007).
Fontana (1781) fue pionero en estudios sobre inmunidad, el primero en mencionar
qgue las viboras de la misma especie tienen inmunidad a su propio veneno;
observaciones sustentadas solamente 100 afios después (CLaude-Bernard, 1787;
Dumeril, 1854; Fayrer, 1874; Mitchell, 1861; Waddell, 1889). De igual manera, se
demostré la inmunidad inter-especifica natural de las serpientes (Guyon, 1861).
Posteriormente, se encontré que algunos animales poseian inmunidad natural a
los venenos de algunas serpientes como Herpestes ichneumon (Calmette, 1895) y
Erinaceus europaeus (Phisalix & Bertrand, 1895). Por esa misma época se
empezaron a desarrollar los sueros antiofidicos producidos en caballos y se
administré la primera dosis a un hombre que habia sido mordido por Naja naja
(cobra), encontrando interesantes resultados en la neutralizacion de los efectos

producidos por el veneno (Calmette, 1895).

A principios del siglo XX, se realizaron las primeras inoculaciones de veneno
desecado y disuelto en solucion salina en diferentes animales, ademas se empezo
a trabajar con otras especies de animales como invertebrados, peces, batracios y
mamiferos (Phisalix, 1922). Los trabajos realizados hasta esa época, con el fin de
evaluar si la especie presentaba alguna clase de resistencia, fueron ejecutados de
manera cualitativa y empirica, sin tener en cuenta las dosis de veneno
administradas. Posteriormente, se empezaron a evaluar cantidades de veneno
medidas por unidad de peso del animal (Phisalix, 1922; Kellaway, 1937; Keegan &
Andrews, 1942; Swanson, 1946; Kuwajima, 1953).
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Estudios realizados con serpientes, demostraron la presencia de un factor del
suero responsable de la resistencia de las serpientes a los venenos. Los primeros
trabajos realizados en este sentido, muestran que el suero de una serpiente de
cascabel y una serpiente no venenosa, Lampropeltis getula, inhiben el efecto
hemorragico observado en ratas inyectadas con veneno de Crotalus adamanteus
(Cascabel), Agkistrodon piscivorus y B. atrox (Equis) (Rosenfeld & Glass, 1946;
Philpot & Smith, 1950). Otros autores establecieron conclusiones similares con
otras especies de serpientes y sus venenos (Klauber, 1956; Abalos, 1963; Deoras
& Mhasalkar, 1963; Ovadia et al., 1975).

Nuevas investigaciones sobre la capacidad de los sueros de algunas especies de
serpientes para neutralizar los sintomas de envenenamiento por serpientes
venenosas empezaron a surgir a mediados del siglo XX; debido principalmente al
gran avance tecnolégico en la bioquimica y en las técnicas de separacion proteica,
como la cromatografia de filtracion en gel, cromatografia de intercambio idnico y
electroforesis, que hicieron posible estudiar los componentes aislados o fracciones
de los sueros de serpientes con capacidad neutralizante del veneno propio o de

otras serpientes.

Respecto a la serpiente ofiofaga C. clelia, se ha observado que presenta
inmunidad natural al veneno de algunas especies venenosas de serpientes y se
ha confirmado su capacidad ofié6faga, concluyendo que posee resistencia
completa al veneno de especies de la familia Viperidae y Elapidae, y frente a
venenos de especies exodticas geograficamente hablando, como Naja kaouthia y
Naja melanoleuca (cobras) (Cerdas & Lomonte, 1982). Posteriormente, se
encontr6 que el suero sanguineo de C. clelia posee factores capaces de
neutralizar varias actividades toxicas del veneno de B. asper, como la accién
hemorragica, mionecroética y edematizante; no obstante, estos factores no han
sido identificados (Lomonte et al., 1982). Luego se detectaron las mismas
propiedades en los neonatos de C. clelia, demostrando que dicha capacidad esta

presente desde su nacimiento (Lomonte et al., 1990).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Muestras de sangre

La sangre se extrajo de un individuo de C. equatoriana mantenido en cautiverio en
el Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Cauca (CIBUC),
colectado en Popayéan (Figura 3). Se busco la vena coccigea ventral ubicada en la
cola de la serpiente y con una jeringa de insulina se procedié a extraer la sangre.
Debido a que el volumen de la sangre en reptiles varia entre el 5y 8% del peso
corporal y solo puede extraerse el 10% del volumen, se extrajeron valores
menores a 1 cc de sangre cada 2 meses, debido a que la serpiente pesaba 200 g.
Para la obtencion del suero sanguineo, la sangre colectada se dejo coagular y
posteriormente se centrifugd a 4000 rpm a una temperatura de 18 C° durante 5

minutos.
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Figura 3. Localizacién de las poblaciones de estudio: B. asper y C. equatoriana.

©Andrés Felipe Liévano Bonilla.

5.2 Veneno

El pool de veneno se extrajo de 6 individuos B. asper de la poblacion del pacifico
caucano (Figura 3) mantenidos en cautiverio en el CIBUC. Los individuos fueron

inmovilizados manualmente, y posteriormente se les indujo a morder una pelicula
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de parafilm® ubicada sobre un embudo de cristal, el cual estaba conectado a un
tubo eppendorf®. El veneno obtenido se centrifugé a 15000 rpm por 15 minutos a
6°C, se extrajo el sobrenadante, se liofilizo y preservo a -40° C.

5.3 El Antiveneno

Se utilizé el suero antiofidico polivalente del Instituto Nacional de Salud, el cual se
recibié en donacién (lote es 05SAP03).

5.4 Pruebas de Neutralizacion:

Las pruebas se desarrollaron siguiendo la mayoria de pautas que se indican en el
manual de métodos para la “determinacion de actividades toxicas de venenos de
serpientes y su neutralizacion por antivenenos” del Instituto Clodomiro Picado de
Costa Rica (2008). Las pruebas de neutralizacion se realizaron utilizando suero
sanguineo de C. equatoriana y suero antiofidico polivalente del INS, previamente
incubados con una dosis fija de veneno de B. asper perteneciente a la poblacion
del Pacifico caucano. Para las pruebas in vivo, las mezclas de veneno/
antiveneno fueron inyectadas a ratones juveniles M. musculus de cepa ICR con un
peso entre 18 a 20 g y para la prueba de coagulacion (in vitro) las mezclas de
veneno/antiveneno se dispusieron sobre plasma sanguineo humano. Las dosis de
veneno/antiveneno se mezclaron antes de usarse en las pruebas para una
observacion mas objetiva de la neutralizacion de los efectos, esto debido a que los
efectos locales producidos por el veneno empiezan aparecer en poco tiempo, lo
gue complicaria una evaluacion comparable de la neutralizacion por parte de los
antivenenos. Todos los ensayos, asi como los controles fueron realizados por
triplicado. (Clodomiro Picado, 2008).

5.4.1 Neutralizacién del efecto hemorragico

Los sueros de C. equatoriana y del INS fueron probados contra una dosis reto de
10 dosis hemorragicas minimas (DHM), calculada a partir de la dosis minima

hemorragica (1,45 ug) previamente determinada por Mora-Obando et al. (2014).
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Las razones de puL de antiveneno/mg de veneno probadas fueron: 1000, 500, 250,
125, 62,5 y 31,25; es decir en proporciones de antiveneno: veneno de 1:1, 1:2,
1:4, 1:8, 1: 16, 1:32. Grupos de 3 ratones fueron inyectados con 0.1 mL via
intradérmica con cada una de las razones. Como control positivo, un grupo de 3
ratones fue inyectado solo con veneno (10 DHMSs). Los ratones fueron sacrificados
al cabo de 120 minutos, se retird el area de la piel abdominal del animal, se
fotografiaron las lesiones hemorragicas y se midié el area con el software de
andlisis de imagenes ImageJ version 1.49. Posteriormente se realizd6 una gréfica
dosis-respuesta (razén pL antiveneno/mg veneno en el eje de las abscisas (x) vs.
mm de didmetro de la lesién eje de las ordenadas (y)) y se encontré la Dosis
Efectiva 50 (dosis que redujo el area hemorragica a la mitad), tomando como
referencia el control sin antiveneno (Gutiérrez et al., 1985).

5.4.2 Neutralizacion del efecto miotdxico

Se prepararon mezclas de veneno/ antiveneno con una cantidad fija de veneno
(dosis reto equivalente a 50 pg) ( Lomonte et al. 1982) y una cantidad variable de
antiveneno. Se probaron razones de 1000 y 500 yL de antiveneno/mg de veneno.
Por cada dosis, se inyectaron grupos de 3 ratones con 0,1 mL; ademas se incluy6
un control positivo con veneno y dos controles negativos, uno con solucién salina y
otro con antiveneno. Tres horas después de la inoculacion de las dosis en el
gastrocnemio, los ratones se anestesiaron via intraperitoneal, con solucion de
xilacina/ketamina (0,1 ml/20 g) y se extrajo muestras de sangre de la vena cava
descendente (aproximadamente 1mL). Posteriormente las muestras de sangre
fueron enviadas al laboratorio clinico para la determinacion de los niveles totales
de la enzima Creatinin quinasa. Para el analisis de los resultados se construyé una
grafica de barras de las razones de veneno/antiveneno empleadas y la cantidad
de creatinin quinasa liberada (Gutierrez et al., 1981; Saravia et al., 2001; Rojas et
al., 2005).
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5.4.3 Neutralizacién de la actividad edematizante

Se prepararon mezclas que contenian una cantidad fija de veneno utilizando una
dosis reto de 10 pg. Se probaron las razones de uL de antiveneno/mg de veneno
mencionadas en la prueba de neutralizacion hemorragica. Se incluyeron dos
controles, un control positivo con veneno y un control negativo con solucion salina.
Se inyectaron con 50 pL de cada mezcla via subcutédnea en la almohadilla plantar
derecha, 1 hora después se midi6 el incremento del ancho de la pata con un
calibrador. Se elabor6 una curva dosis-respuesta (razon yL antiveneno/mg veneno
en el eje de las abscisas (x) vs % de edema en el eje de las ordenadas (y)), y se
determiné la Dosis Efectiva 50 (razén pL antiveneno/mg veneno en la que el
edema disminuye en un 50% respecto al grupo control) (Gutiérrez et al., 1986;
Rojas et al., 1994; Rojas et al., 2005).

5.4.4 Neutralizacion del efecto coagulante

Ademas de las razones de antiveneno/veneno previamente probadas, en esta
prueba se evalué una razén de 2000 de pL de antiveneno/mg de veneno; también
se realiz6 un experimento con suero sanguineo perteneciente a un individuo de C.
equatoriana del sector EI Condor — ElI Tambo (PNN Munchique) el cual se
encuentra mas cercano a la poblacion de B. asper del pool de veneno utilizado en
las pruebas. Partiendo de la dosis minima coagulante en plasma de 0,37ug
(DHMP) previamente determinada (Mora-Obando et al., 2014), se establecié una
dosis reto igual a 2 DHMP. Se prepararon diluciones con cantidades variables de
antiveneno, iguales a las de la prueba de neutralizacion hemorragica, en volumen
final de 0,1 mL. Las mezclas de 0,1 mL fueron incubadas a 37°C por 30 minutos y
luego afadidas a 0,2 mL de plasma citratado previamente incubado durante 5
minutos a 37°C. Se realizaron 6 repeticiones por dosis y el tiempo de formacién
del coagulo fue registrado en segundos. Se realiz6 una curva de dosis-respuesta
(razon pL antiveneno/mg veneno en el eje de las abscisas (x) vs tiempo de

coagulacién en segundos en el eje de las ordenadas (y)). A partir del tiempo de
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coagulaciéon del control sin antiveneno, se calculé la dosis efectiva 50, la cual
correspondio a la razén de antiveneno/veneno en la que el tiempo de coagulacién

es 3 veces la del control sin antiveneno (Gené et al., 1989).

5.4.5 Neutralizacién de la actividad desfibrinante

Se prepararon mezclas que contenian una cantidad fija de veneno. Se determiné
una dosis reto de 2 dosis minimas desfibrinantes (DDM) a partir de la previamente
determinada (2 pg) por Mora-Obando et al. (2014). Para el experimento se
prepararon razones de pL de antiveneno/mg de veneno entre 31,25 y 1000, como
se menciona anteriormente. Se incluyeron dos controles, un control positivo con
veneno y un control negativo con solucion salina. Los ratones fueron inyectados
con 0,2 mL de cada solucion por via intravenosa en la vena caudal; una hora
después fueron anestesiados, y mediante puncion cardiaca se obtuvo
aproximadamente 0,2 mL de sangre. Posteriormente se coloco la sangre en tubos
eppendorf y se incubd a temperatura ambiente. Dos horas después se inclino el
tubo con extremado cuidado para la observacion del coagulo y se determiné la DE
(razdén de pL antiveneno/mg veneno minima en la que se neutralizé la actividad
desfibrinante) (Gené et al., 1989).

5.5 Disefio Experimental

Se trabajo con un grupo control y 2 tratamientos (suero de C. equatoriana y suero
producido por el INS). Se obtuvo una curva de tendencia de dosis/respuesta con
una regresion logaritmica puesto que los datos no son lineales, donde el valor 0
representa el control positivo (veneno). Para la elaboracién de las graficas se
utilizod el software GraphPad Prism 5, los datos obtenidos de estas gréficas se
utilizaron para encontrar la dosis en la cual se reduce a la mitad el efecto evaluado
(Dosis efectiva 50 (DEsp)).
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Para la comparacion entre el suero del INS y C. equatoriana se realiz6 un disefio
completamente al azar (DCA), donde se trabajo el veneno de B. asper, dos
tratamientos (suero comercial y suero de C. equatoriana) y el control positivo y
negativo. Una vez obtenidos los datos se analizaron en cuanto a su ajuste a la
curva normal y criterio de homogeneidad de varianza, si los datos cumplian con
estos criterios, fueron tratados con el test paramétrica de ANOVA de una via, de lo
contrario se utilizd el equivalente no paramétrico que es la prueba de Kruskal-
Wallis para encontrar la significancia entre los datos, utilizando el software
BioEstat version 5.3. Los gréficos en barras para la comparacion se realizaron con

el software GraphPad Prism 5.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Neutralizacion del efecto hemorrégico

La figura 4 representa la capacidad neutralizante del suero de C. equatoriana
frente al efecto hemorragico ocasionado por el veneno de B. asper. Es evidente
qgue en la mayor razon de antiveneno/veneno probada (1000), el suero de C.
equatoriana logra neutralizar por completo el efecto, por lo que no se forma area

hemorragica.

Diametro (mm)

O 1 1 1
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Log microlitros antiveneno / miligramos veneno

Figura 4. Neutralizacién del efecto hemorragico del veneno de B. asper por el suero
sanguineo de C. equatoriana. La linea punteada representa la regresién logaritmica
obtenida para calcular la DEsy (R2 = 0,9395). En el eje de las abscisas, las razones de
antiveneno/ veneno fueron transformadas a una escala logaritmica, asi: 0= control
positivo; 1,494=31,25; 1,796=62,5; 2,096=125; 2,397=250; 2,698=500; 3=1000. El eje de

las coordenadas muestra el diAmetro + desviacion estandar (n=3).

La figura 5 representa el poder neutralizante del suero producido por el Instituto
Nacional de Salud de Colombia. En comparacion con el suero de C. equatoriana,
este suero es capaz de neutralizar con mayor eficacia el efecto hemorragico local,
ya que con una razén de 500 pL de antiveneno/mg de veneno es capaz de

disminuir completamente la hemorragia.
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Figura 5. Neutralizacion del efecto hemorragico del veneno de B. asper por el suero del
INS. La linea punteada representa la regresion logaritmica obtenida para calcular la DE s
(R2 = 0,9767). En el eje de las abscisas, las razones de antiveneno/ veneno fueron
transformadas a una escala logaritmica, asi: 0= control positivo; 1,494=31,25; 1,796=62,5;
2,096=125; 2,397=250; 2,698=500, este ultimo punto no fue representado graficamente ya
gue interfiere con el ajuste de la curva y su respectiva ecuacion. El eje de las

coordenadas muestra el diametro + desviacion estandar (n=3).

Uno de los principales efectos del veneno de B. asper es el hemorragico, el cual
es causante de muerte en muchos accidentes ofidicos (Chacoén et al., 2015). Esta
actividad esta dada principalmente por las enzimas metaloproteinasas (SVMPS),
las cuales generan este efecto como resultado de la degradacion de proteinas de
la microvasculatura (Bjarnason & Tu, 1978; Bjarnason & Fox, 1994; Fox &
Serrano, 2005), sobre todo en vasos capilares, y son capaces de degradar los
principales componentes de la membrana basal de los mismos, tales como
colageno tipo 1V, laminina y perlecan (Bjarnason & Fox, 1994; Gutiérrez et al.,
2005; Escalante et al., 2011).

Las metaloproteinasas estan agrupadas en tres clases principales: La clase PI,
comprende las que presentan Unicamente un dominio metaloproteinasa; las clases

Pll'y PIIl también lo presentan; sin embargo, la clase PIl tiene un dominio adicional
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de desintegrina y la clase Plll ademéas del dominio desintegrina tiene un dominio
rico en cisteina (Bjarnason & Fox, 1994; Fox & Serrano, 2005; Fox & Serrano,
2010). A pesar de que se ha aislado y caracterizado varias metaloproteinasas, su

mecanismo de accién no ha sido plenamente explicado.

Como se abord6 en el apartado de antecedentes, ha sido relevante la busqueda
de moléculas capaces de inhibir el efecto producido por las metaloproteinasas
(SMVPIs). No obstante, se desconoce cOmo actlian exactamente estas moléculas
encontradas en el suero de las serpientes. Algunos estudios han demostrado que
los SMVPIs actian en el dominio metaloproteinasa de las SMVPs e inhiben su
actividad enzimatica (Perales et al., 2005; Valente et al., 2001; Yamakawa and
Omori-Satoh, 1992).

En este sentido, los resultados obtenidos indican posiblemente la existencia de
factores que inhiben la actividad de las SMVPs en el suero sanguineo de C.
equatoriana debido a que en la razén 1000 (3 Log pL antiveneno/mg veneno) el
efecto hemorragico se inhibiéo por completo (Figura 4); la naturaleza de estos
factores es desconocida, por lo que a futuro serd importante caracterizarlos
bioquimicamente. El suero del INS presenté una mejor capacidad para neutralizar
el efecto hemorragico, puesto que desde la razé6n 500 (2.698 Log ML
antiveneno/mg veneno) (Figura 5) se disminuyd por completo el efecto producido
por las metaloproteinasas, eso explicaria la reducciéon de la mortalidad de las
victimas de accidentes botropicos cuando llegan a tiempo para ser tratadas en los
centros de salud (Gutierrez et al., 1981; Mufioz-Gémez et al., 2016). Los valores
de DEso encontrados a partir de la ecuacion de la regresion logaritmica fueron de
372 ul antiveneno/ mg veneno para el suero de C. equatoriana y 183 ul
antiveneno/ mg veneno para el suero producido por el INS, lo que demuestra su
capacidad de neutralizar los efectos hemorragicos ; sin embargo, cabe resaltar
gue se obtuvo una mejor neutralizacion con el suero del INS que con el suero
sanguineo de C. equatoriana, posiblemente este resultado este dado por

diferencias en la concentracién de proteinas o factores inhibitorios contenidos en
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el suero sanguineo de C. equatoriana, puesto que no estan purificados y

altamente concentrados como lo estan en el suero antiofidico comercial (Tabla 2).

6.2 Neutralizacion del efecto miotdxico

La actividad miotdxica no fue neutralizada por el suero de C. equatoriana. Por el
contrario, se observo un incremento en los niveles de CK en las mayores razones
de antiveneno/veneno en comparacion con el grupo control, observandose incluso
gue el control negativo del suero sanguineo de C. equatoriana por si mismo causa
un elevado efecto miotoxico y alcanza el doble de los niveles de CK respecto al

control negativo con solucion salina (Figura 6).
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Figura 6. Neutralizacion del efecto miotdxico del veneno B. asper por el suero sanguineo
de C. equatoriana. En el eje de las coordenadas los niveles de CK representan la media

de 3 mediciones + la desviacién estandar.

El suero del INS, aunque por si mismo no causa miotoxicidad, ya que los niveles
de CK fueron similares a los del control negativo con solucién salina, no neutraliza
la miotoxicidad inducida por el veneno de B. asper en ninguno de los ensayos

probados (Figura 7).
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Figura 7. Neutralizacion del efecto miotéxico del veneno B. asper por el suero del INS. En
el eje de las coordenadas los niveles de CK representan la media de 3 mediciones + la
desviacion estandar.

La necrosis de tejidos blandos, principalmente de musculo esquelético
(miotoxicidad), es una de las manifestaciones caracteristicas del envenenamiento
local. Se debe esencialmente a una familia de proteinas basicas: fosfolipasas A,
de los tipos Asp49 y Lys49 las cuales coexisten en el veneno de B. asper
(Gutiérrez et al., 1984; Gutiérrez & Lomonte, 1995; Lomonte et al., 2003; Gutiérrez
& Ownby, 2003; Gutiérrez & Lomonte, 2003). Las PLA,s Asp49, presentan un
residuo de aspartato en la posicion 49, como es tipico de la mayoria de las
fosfolipasas A, de venenos e inflamatorias en mamiferos. Este residuo participa en
la hidrdlisis de los fosfolipidos de membrana, alterando la estabilidad de las fibras
musculares y desencadenando la miotoxicidad. Por su parte, las PLA,s Lys49
presentan una substitucion del residuo aspartato por uno de Lisina en la misma
posicion, por lo que son enzimaticamente inactivas; sin embargo, presentan un
sitio altamente catidnico que le confiere una importante actividad miotéxica

(Lomonte et al., 1994). Aungue estos subtipos de fosfolipasas tienen mecanismos
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de accion diferentes, ambas contribuyen fuertemente con la miotoxicidad e incluso
se ha demostrado la existencia de sinergismo in vivo entre estas proteinas (Mora-
Obando et al., 2014).

Al igual que lo encontrado por Lomonte et al., (1982) en su investigacion con C.
clelia, los valores de CK elevados, reflejan cierta miotoxicidad en los ratones que
al parecer es causada por el suero sanguineo de C. equatoriana (Figura 6). Este
fendmeno se ha presentado anteriormente en investigaciones que evaluaron el
poder neutralizante de distintos sueros de serpientes; aunque no se ha
caracterizado el componente responsable de la miotoxicidad, se reporta que estos
efectos pueden ser inhibidos con calor, pero como consecuencia generan una
reduccion de la neutralizacion (Clark et al., 1969; Deoras and Mhasalkar, 1963;
Lomonte et al., 1982). La falta de neutralizacion por parte del suero del INS (Figura
7)concuerda con estudios donde se ha demostrado que las PLA,s presentan un
bajo nivel de inmunogenicidad, posiblemente debido a su bajo peso molecular
(Kini, 1997).

6.3 Neutralizacion de la actividad edematizante

La figura 8 representa la neutralizacion del efecto edematizante ocasionado por el
veneno por parte del suero de C. equatoriana. Aunque es evidente su capacidad
de neutralizacion, la raz6n maxima de antiveneno/veneno no logra neutralizar este

efecto por completo, pero disminuye el efecto en un 30% respecto al control.
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Figura 8. Neutralizacion del efecto edematico producido por el veneno B. asper por parte
del suero sanguineo de C. equatoriana. La linea punteada representa la regresion
logaritmica obtenida para calcular la DEs, (R2 = 0,9549). En el eje de las abscisas, las
razones de antiveneno/ veneno fueron transformadas a una escala logaritmica, asi: 0=
control positivo; 1,494=31,25; 1,796=62,5; 2,096=125; 2,397=250; 2,698=500; 3=1000. EI

eje de las coordenadas muestra el % del grosor de la pata + desviacion estandar (n=3).

La actividad edematica puede desencadenar necrosis de tejidos, como resultado
del incremento de la presién compartimental. La figura 9, muestra la necrosis en la
pata de ratén inyectada con el veneno y las figuras 9B a 9D permiten observar el

efecto positivo de las mezclas de antiveneno/veneno.

Figura 9. Necrosis producida por el veneno de B. asper durante la determinacion de DEs
edemdtica: A. Control positivo (Veneno) y neutralizacion de los efectos con suero de C.
equatoriana con diferentes razones B. 250; C. 500; D. 1000.
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El efecto edematico por parte del suero del INS fue baja, disminuyendo cerca del
1% respecto al control. El estrecho rango de disminucién, asi como el margen de
error en las pruebas in vivo podrian explicar el valor de la razén 500 en la gréfica,

el cual fue similar al porcentaje de edema del control positivo.
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Figura 10. Neutralizacion del efecto edeméatico producido por veneno B. asper por parte
del suero del INS. En el eje de las abscisas, las razones de antiveneno/ veneno fueron
transformadas a una escala logaritmica, asi: 0= control positivo; 1,494=31,25; 1,796=62,5;
2,096=125; 2,397=250; 2,698=500; 3=1000. El eje de las coordenadas muestra el % del

grosor de la pata + desviacién estandar (n=3).

De igual manera, uno de los efectos locales que se presenta con mayor frecuencia
en los pacientes envenenados por B. asper es el edema, como resultado de la
alteracion de la estructura de la microvasculatura; lo que, desencadena el
incremento en la permeabilidad vascular y la extravasacion de fluidos; este efecto
ha sido atribuido a la accion de las SVMPs y las PLAs (Teixeira et al., 2003). La
liberacién de una serie de mediadores enddégenos, como resultado de la respuesta
inflamatoria frente al dafio tisular (Trebien & Calixto, 1989; Lomonte et al., 1993;
Chaves et al., 1995; Rucavado et al., 2002), explica la dificultad de neutralizar este
efecto con los antivenenos, ya que es complicado detener la cascada de eventos

inflamatorios una vez iniciada (Figura 6) (Gutiérrez et al., 1998).
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Los resultados muestran que los efectos edematicos fueron inhibidos por el suero
sanguineo de C. equatoriana (Figura 9). La neutralizacion del efecto edematico
encontrado en C. equatoriana se ve reflejado en la DEsp con un valor de 663 pl
antiveneno/ mg veneno, donde el valor de DEsy se encuentra por debajo de la
razon 1000 pL antiveneno/mg veneno (3 Log) (Tabla 2 y Figura 8). En cuanto a la
inhibicion del edema por parte del suero del INS, este fue incapaz de lograr una
mejor neutralizacién que el suero de C. equatoriana en todos las dosis evaluadas,
alcanzando a reducir la actividad en un 1,1 % (Figura 10), esto podria deberse en

parte a que las inmunoglobulinas presentes en el suero presentan un baja
inmunogenicidad frente a las PLA,s, tal como se explicd en el efecto miotoxico

(Kini, 1997).

6.4 Neutralizacion del efecto coagulante

El efecto coagulante producido por el veneno de B. asper fue neutralizado por el
suero de C. equatoriana de la cuenca del rio Cauca (Figura 11); no obstante se
obtuvieron mejores resultados con el suero de C. equatoriana del pacifico (Figura
12), ya que como se observa en la figura, a una razén de 1000 uL antiveneno/mg
veneno, el suero de C. equatoriana de la cuenca del rio Cauca duplica el tiempo
de coagulacion, mientras que la poblacion del pacifico es capaz de cuadruplicar el
tiempo de coagulacion respecto al control. EI suero del INS presenté mayor

capacidad neutralizante respecto a los sueros de las serpientes (Figura 13).
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Figura 11. Neutralizacién del efecto coagulante del veneno B. asper con el suero C.
equatoriana de la cuenca del rio Cauca. La linea punteada representa la regresion
logaritmica obtenida para calcular la DEs, (R2 = 0,9720). En el eje de las abscisas, las
razones de antiveneno/ veneno fueron transformadas a una escala logaritmica, asi: 0=
control positivo; 0= control positivo; 1,494=31,25; 1,796=62,5; 2,096=125; 2,397=250;
2,698=500; 3=1000; 3,301=2000. El eje de las coordenadas muestra el tiempo en

segundos + desviacion estandar (n=6).
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Figura 12. Neutralizacion del efecto coagulante del veneno B. asper con el suero de C.

equatoriana de la llanura pacifica. La linea punteada representa la regresion logaritmica
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obtenida para calcular la Degso (R%2 = 0,9547). En el eje de las abscisas, las razones de
antiveneno/ veneno fueron transformadas a una escala logaritmica, asi: 0= control
positivo; 1,494=31,25; 1,796=62,5; 2,096=125; 2,397=250; 2,698=500; 3=1000. El eje de
las coordenadas muestra el tiempo en segundos + desviacion estandar (n=6).
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Figura 13. Neutralizacion del efecto coagulante del veneno B. asper por el suero de INS.
La linea punteada representa la regresion logaritmica obtenida para calcular la DEs, (R2 =
0,9891). En el eje de las abscisas, las razones de antiveneno/ veneno fueron
transformadas a una escala logaritmica, asi: 0= control positivo; 1,494=31,25; 1,796=62,5;
2,096=125; 2,397=250; 2,698=500; 3=1000. El eje de las coordenadas muestra el tiempo

en segundos + desviacién estandar (n=6).

Los efectos producidos por el veneno en la coagulacién principalmente han sido
explicados por la presencia de serina proteasas del tipo trombina, las cuales
actuan de una forma similar a la trombina por lo que intervienen en la cascada de
la coagulacion. Actian sobre el factor Xlll de la cascada de la coagulacion
hidrolizando el fibrinbgeno vy liberando fibrinopéptidos A o B; los coagulos que se
forman estructuralmente no son estables y en cuestibn de tiempo se ven
aclarados. La cantidad de fibrindbgeno disponible en sangre se ve afectado por el
veneno, evitando asi la coagulacion (Hutton & Warrell, 1993; Pirkle, 1998).

También se ha encontrado que las moléculas de serina proteasas de Bothrops o
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también llamadas bothrombinas actdan en el factor VIII de la cascada de la
coagulacion, este factor es un cofactor esencial para que la protrombina se
transforme en trombina (Niewiarowski et al., 1979; Nishida et al., 1994; Watanabe
et al., 2002). Igualmente moléculas como metaloproteinasas (clase PIIl) activan el
factor 1l (protrombina) o el factor X, impulsando la formacién de fibrina y
generando pequefios coagulos que posiblemente podrian viajar por los vasos
sanguineos ocasionando isquemias en el sitio de la mordedura y en lugares

distantes a este (Loria et al., 2003; Malbranque et al., 2008).

Las moléculas naturales inhibidoras de SP en animales aun no han sido
estudiadas, asi que se desconoce su funcionamiento; sin embargo si se conocen
inhibidores de las metaloproteinasas tal como se describié en el capitulo de
antecedentes. Los dos sueros de C. equatoriana (Figura 11 y 12) presentan una
buena inhibicion de la actividad coagulante, lo que podria explicarse por la
presencia de factores anti-serina proteasas y SMVPIs. Cabe resaltar que la DEs
de C. equatoriana de la cuenca del rio Cauca presenté un valor de 1270 pl
antiveneno/ mg veneno mientras que la C. equatoriana de la llanura Pacifica tuvo

un valor menor de 221 ul antiveneno/ mg veneno, indicando mejor poder
neutralizante (Tabla 2); esto podria explicarse por la simpatria entre las

poblaciones de B. asper y C. equatoriana del pacifico, las cuales comparten la
misma area geografica. A nivel evolutivo, las poblaciones de B. asper podrian
haber ejercido presion selectiva sobre la poblacion de C. equatoriana, dando lugar
al reclutamiento de proteinas en el suero de C. equatoriana mejor adaptadas y con
mayor capacidad neutralizante frente a los efectos ocasionados por el veneno
(Janzen, 1980; Thompson, 1998).

La Tabla 2 muestra el valor de DEs por parte del suero del INS, el cual fue de 126
Ml antiveneno/ mg veneno, demostrando la capacidad neutralizante de las
inmunoglobulinas contenidas en el suero del INS, esto ha sido corroborado en
otros estudios de neutralizacion, donde los efectos sistémicos son bien inhibidos
por el suero comercial (Gené et al., 1989; Ledn et al., 2001); ademas el suero del

INS en la razén 1000 pL antiveneno/mg veneno (3 Log) prolongé indefinidamente
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el tiempo de coagulacién, hecho por el cual luego de los 1800 segundos se dej6
de observar la formacion del coagulo (Figura 13). Aunque los 3 tratamientos
fueron efectivos en la neutralizacién del efecto coagulante, el suero del INS
neutralizé eficazmente los efectos coagulantes del veneno de B. asper que las dos

C. equatoriana.

6.5 Neutralizacion de la actividad desfibrinante

Tabla 1. Formacion del coagulo por accion del veneno de B. asper después de 2 horas de
la inyeccion de los ratones con las mezclas veneno/antiveneno (suero sanguineo de C.
equatoriana y suero producido por el INS). v' : representa la formacion del coagulo y x: la

no formaciéon de este.

Razones
Antivenenos 31,25 | 62,5 | 125 | 250 | 500 | 1000
C. equatoriana X x X X X v
INS X x x v v v

In vitro, las SPs y metaloproteinasas participan en la coagulacion del plasma como
se menciond anteriormente, no obstante in vivo la accion coagulante de estos
componentes prolonga la coagulacibn en la sangre indefinidamente por la
formacion de microtrombos (accién metaloproteinasas) y consumo de fibrinbgeno
(accion SPs), generando problemas en la agregacion plaquetaria y la formacion de
la red de fibrina (Niewiarowski et al., 1979; Hutton & Warrell, 1993; Nishida et al.,
1994; Pirkle, 1998; Watanabe et al., 2002; Loria et al., 2003; Malbranque et al.,
2008).

La Tabla 1 muestra que después de dos horas, la dosis eficaz (DE) para C.

equatoriana fue la razén 1000, corroborando lo encontrado en la anterior prueba,
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posiblemente debido a la accién de las moléculas naturales de inhibicién
anteriormente mencionadas; sin embargo la DE encontrada para el instituto fue de
250, lo que demuestra que las inmunoglobulinas neutralizan apropiadamente las
alteraciones sistémicas encontradas en la coagulacion, esto concuerda con otros
estudios donde los efectos sistémicos son eficientemente neutralizados por el
suero antiofidico comercial (Gené et al., 1989; Leon et al., 2001). Al igual que en la
prueba de neutralizacion de los efectos coagulantes, los valores del suero del INS
al ser mayores que los encontrados para el suero sanguineo de C. equatoriana,
demuestran la efectividad con la que cuenta el suero comercial para neutralizar los

efectos sistémicos provocados por el veneno de B. asper.

A continuacion, la Tabla 2 presenta una sintesis de las DEsg obtenidas a partir de
las curvas de regresion logaritmica de cada una de las gréaficas anteriores y la DE

de la prueba de neutralizacion del efecto desfibrinante. .

Tabla 2. Comparacion entre las Dosis efectivas del suero de C. equatoriana y el
suero producido por el INS obtenidas para cada una de las pruebas de

neutralizacion de los efectos producidos por el veneno de B. asper.

ANTIVENENO

PRUEBAS INS C. equatorianadela C. equatoriana de
cuencadel rio Cauca lallanura pacifica

Neutralizacion del efecto

hemorrdgico local 183 372 ]

DEsy(ul antiveneno/ mg veneno)

Neutralizacion del efecto
miotoxico
DEsy(ul antiveneno/ mg veneno)

Neutralizacion del efecto

demadti
edemadtico ) 663 ]

DEso(ul antiveneno/ mg veneno)

Neutralizacion del efecto
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coagulante 126 1270 221
DEso(ul antiveneno/ mg veneno)

Neutralizacion de la

actividad desfibrinante
250 1000 -

DE (ul antiveneno/ mg veneno)

6.6 Comparacion entre los sueros

La Figura 12 muestra una comparacion estadistica entre los datos obtenidos a

partir de los ensayos de neutralizacion.
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Figura 14. Comparacion de la neutralizacion de los diferentes efectos ocasionados por el

veneno de B. asper por parte del suero sanguineo de C. equatoriana y del suero
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producido por el INS. A. representa el efecto hemorragico. B. Efecto edematizante. C.
Efecto Coagulante. Ningun valor se ajusté a la curva normal, ni a la homogeneidad de
varianza, por lo tanto se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para

determinar si existia o no diferencia significativa entre los grupos.

La comparacion entre los datos de neutralizacion de la hemorragia por el suero del
INS y el suero de C. equatoriana mostrd que no existen diferencias significativas, a
pesar de que la grafica muestra que el les mas eficaz en la neutralizacion, esto
indica que aunque con algunas variaciones, ambos sueros tiene la capacidad de
neutralizar el efecto (Figura 14 A.). En cuanto a la neutralizacion del edema, el
suero de C. equatoriana mostro una diferencia significativa con un valor de P<
0,01, que se ve reflejado en las graficas y los datos encontrados, puesto que el
suero del INS solo pudo neutralizar un 1,1% el edema en cambio el suero de C.
equatoriana logro neutralizar mas de 30% del edema causado por el veneno
(Figura 14 B). Los valores de neutralizacion de coagulacion si mostraron diferencia
significativa entre los grupos con un valor P< 0,05. En la gréafica es evidente que
en la razon 250, el tiempo de coagulacion por parte del suero del INS se prolonga
considerablemente frente al del suero de C. equatoriana, siendo incluso mayor
gue el valor reportado para la razon 2000 del suero de C. quatoriana (Figura 14
C.). Lo anterior confirma que el suero del INS es mas eficiente en la neutralizacion
de efectos sistémicos como la coagulacion; sin embargo se debe tener en cuenta
gue en el suero sanguineo C. equatoriana las proteinas o factores que inhiben los
efectos ocasionados por el veneno, no estan purificadas, ni concentradas como si

lo estan en el suero comercial.
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7. CONCLUSIONES

El suero sanguineo de C. equatoriana inhibi6o los efectos locales como
hemorragia y edema, asi como también los efectos sistémicos del veneno de B.
asper. El efecto hemorragico fue el mejor neutralizado con una DEsy de 372 pl

antiveneno/ mg veneno.

La neutralizacion del efecto miotéxico presentado por el suero sanguineo de C.
equatoriana fue deficiente, por el contrario, su administracion increment6 los

valores de CK.

La poblacion de C. equatoriana simpatrica con la poblacion de B. asper
neutralizd mejor el efecto coagulante, con un valor 5.7 veces menor que la

poblacién de C. equatoriana de la cuenca del rio Cauca.

El suero del Instituto Nacional de Salud neutraliz6 mejor los efectos sistémicos
en comparacion con el suero sanguineo de C. equatoriana. El efecto coagulante
fue el mejor inhibido, en el cual el tiempo de coagulacion se prolongo

indefinidamente con la razon 1000 pl antiveneno/ mg veneno.
El suero del Instituto Nacional de Salud no logré neutralizar los efectos

edematico y miotoxico, lo que concuerda con lo reportado hasta el momento

respecto a su capacidad neutralizante.
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8. RECOMENDACIONES

Se sugiere estudiar la respuesta inmune de C. equatoriana contra los venenos,
puesto que se desconoce que otros componentes actdan, ya que los estudios

realizados in vivo solo han evaluado la supervivencia de los individuos.

Se recomienda aislar las proteinas inhibidoras de C. equatoriana de efectos
hemorragicos, edematicos y coagulantes para realizar una mejor comparacién con
el antiveneno comercial y estudiar mejor los mecanismos de inhibicién
involucrados en la neutralizacion de las diferentes actividades biolGgicas
producidas por los venenos, con la finalidad de mejorar el antiveneno comercial

con las proteinas inhibitorias.

Ademas se sugiere estudiar por que se dan los efectos miotoxicos con el suero
sanguineo de las serpientes, es decir que componente esta generando dichos

inconvenientes.

Es necesario, ademas, probar ambos antivenenos (suero de Clelia e INS) en

conjunto para verificar si se aumenta el poder neutralizante.
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