Caracterizacion toxinolégica del veneno de Bothrops sanctaecrucis
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INTRODUCCION

El ofidismo en Bolivia se encuentra muy poco
estudiado. La poca informacién disponible
evidencia que estos casos se presentan
principalmente en zonas rurales (Chippaux vy
Postigo, 2014). Sin embargo, no se conoce el
género/especie mayoritariamente responsable de
tales casos. Debido a que la mayoria de los
accidentes ofidicos en Sudamérica son causados
por el género Bothrops, de la familia Viperidae
(Sant’Ana Malaque y Gutiérrez, 2015), es probable
que este género sea uno de los principales
responsables de los accidentes ofidicos en Bolivia.
Bothrops sanctaecrucis es la Gnica serpiente de su
género endémica de Bolivia, pero es escasa la
informacidn existente sobre ella, tanto en lo que se
refiere a sus limites de distribucion, su veneno y
sobre el cuadro clinico del envenenamiento
causado en las victimas de su mordedura (Gémez-
Murillo et al., 2020). Si bien su estado de
conservacion ha sido evaluado por entidades
internacionales, el libro rojo de la fauna silvestre de
Bolivia la clasifica como “casi en peligro” debido
a que las personas suelen cazarla por miedo y
compulsion. Afadiendo a este conflicto esta el
hecho de que, en el Unico estudio sobre accidentes
ofidicos que menciona esta especie, se determin6
gue es la que se encuentra con mayor frecuencia y
la principal causante de mordeduras en el Chapare,

una zona rural del departamento de Cochabamba
(Nieto-Ariza et al., 2022). Considerando que el
estudio del veneno de B. sanctaecrucis puede
ayudar a vislumbrar su real importancia sanitaria
en Bolivia, en este trabajo se realiz6 una
caracterizacién de su contenido proteico y
actividades enziméticas como una primera
aproximacién toxinoldgica de esta secrecion
glandular. Asimismo, se evalu6 su
inmunorreactividad cruzada con antivenenos
botrépicos (bivalente y tetravalente) disponibles en
Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Veneno: Un pool de veneno fue obtenido a partir
de 3 ejemplares adultos de B. sanctaecrucis
mantenidos en cautiverio en el Zooldgico
Municipal de Fauna Sudamericana Noel Kempff
Mercado y el serpentario privado de “Potrerillo del
Gtlienda.”

Perfil electroforético: Se determind mediante
SDS-PAGE siguiendo el método de Laemmli
(1970). Los geles fueron tefiidos tal como descrito
por Blum et al. (1987).
Actividad proteolitica: Se evalud la actividad del
veneno sobre los siguientes sustratos: caseina
mediante un método previamente descrito (Wangy
Huang, 2002), colageno mediante un ensayo
zimogréfico (Barbaro et al., 2005), sustrato



especifico de trombina (S-2238) siguiendo el
método de  Antunes et al. (2010),
fibrindgeno y fibrina tal como descrito en una
metodologia previa (Peichoto et al., 2007;
Quintana et al., 2017).
Actividad fosfolipasa Az: Se evalud la presencia
de este tipo de enzimas mediante un ensayo de
hemolisis radial (Gutiérrez et al., 1988) seguido de
un ensayo zimografico (Campos et al., 2012).
Actividad hialuronidasa: Fue evaluada tal como
descrita por Antunes et al. (2010).
Inmunoreactividad cruzada: Se evalu6é mediante
la técnica de western blotting utilizando
antivenenos botrdpicos bivalente y tetravalente
disponibles en Argentina (Antunes et al., 2010).
Actividad coagulante y su neutralizacion con
antivenenos botrépicos de Argentina: Se uso el
ensayo de recalcificacion de plasma humano de
acuerdo a una metodologia descrita previamente
(Chanhome et al., 2022).

RESULTADOS Y DISCUSION

Perfil proteico del veneno: Se denoté una
distribucion de bandas mayoritariamente en el
rango de ~20 a 75 kDa. La banda de mayor
intensidad, con una masa cercana a 20 kDa
(correspondiente a un 55% en el ensayo
densitométrico aproximadamente), es
probablemente una metaloproteinasa de clase P-I.
También se observaron bandas en el rango de las
metaloproteinasas de la clase P-Il y P-Ill, aunque
estas Ultimas fueron de menor intensidad. En SDS-
PAGE-Tricina se obtuvo un patrén de bandas
similares, pero con una mejor resolucién para las
bandas < 15 kDa, especificamente compatibles con
masas moleculares de PLA., desintegrinas y
miotoxinas-no-PLA..

Actividad proteolitica: La actividad especifica
sobre caseina fue de 47,65 U/mg, muy superior a la
reportada para otros venenos botrépicos, como por
ejemplo el de B. jararaca con un valor de 0,51
U/mg (Antunes et al., 2010). La actividad

especifica sobre el sustrato S-2238 fue de 625,55
pmol/min/mg,  considerablemente  mayor a
aquellas reportadas para venenos individuales de B.
jararaca (Menezes et al., 2006). Por zimografia se
detect6 una banda con actividad gelatinolitica a
~28,5 kDa, correspondiente al rango de masas de
las metaloproteinasas de tipo P-Il. El veneno fue
también capaz de degradar tanto al fibrindgeno
como a la fibrina, observandose en el primer caso
la degradacién de la cadena Ao a partir de los 5 min
y de la cadena Bp a partir de los 30 min. En el caso
de fibrina se observé principalmente la
degradacion del mondémero 3 a partir de los 30 min
de incubacion con el veneno.
Actividad fosfolipasa A.: Mediante hemdlisis
radial indirecta se pudieron observar halos
hemoliticos, cuyos didmetros fueron dependientes
de la dosis de veneno aplicada en cada pocillo del
agar. Por zimografia se constaté una banda
hidrolitica entre 8,5 y 12 kDa con menor actividad
que el control positivo (veneno de B. diporus).
Actividad hialuronidasa: Se comprobé la
dependencia de esta actividad con el tiempo de
incubacion y la dosis de veneno usada en el ensayo,
obteniéndose una baja actividad especifica (0,443
pg/min/mg), lo cual estaria indicando una baja
capacidad de dispersién de las toxinas del veneno
en los tejidos de la victima.
Inmunoreactividad cruzada: la mayoria de las
bandas maés intensas observadas en el perfil
electroforético del veneno de B. sanctaecrucis
fueron identificadas tanto por el antiveneno
tetravalente y bivalente, con la excepcion de una
banda en el rango de las metaloproteinasas-P1 (~25
kDa). La cual fue la principal diferencia entre
ambos antivenenos al exhibir una mayor intensidad
con el antiveneno tetravalente que con el bivalente.
Actividad coagulante y su neutralizaciéon con
antivenenos botropicos de Argentina: El veneno
de B. sanctaecrucis exhibié una dosis minima
coagulante de 26 ng. En el ensayo de neutralizacion
se obtuvieron dosis efectivas de 15,1 nL y 30,7 nL
para los antivenenos tetravalente y bivalente,



respectivamente. Esto sugiere que el antiveneno
tetravalente fue elaborado utilizando venenos de
mayor similitud al de B. sanctaecrucis.

CONCLUSIONES

El veneno de B. sanctaecrucis esta constituido por
enzimas hemotdxicas y/o que degradan
componentes del tejido conectivo.
Presenta reactividad imunoquimica cruzada con los
dos antivenenos botrdpicos producidos por el
INPB-ANLIS Malbran de Argentina. Ambos
antivenenos son capaces de neutralizar una de sus
principales acciones téxicas. Estos hallazgos
proporcionan una guia para el abordaje clinico en
caso de envenenamiento por esta especie.
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