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RESUMEN




RESUMEN

En Uruguay ocurren entre 50y 70 accidentes por ofidios al afo, todos causados por las
especies Bothrops alternatus y Bothrops pubescens. El veneno de éstos ofidios es una
mezcla complegjade proteinas y péptidos bioldgicos act vos cuyo efecto téxico se
caracteriza principalmente por importantes alteraciones en la coagulacion y dafo local

pronunciado en el miembro afectado por lamordedura.

A los fines médicos, la identificacion de la especie del ofidio es secundaria puesto que
la sintomatologia es similar, el protocolo de aplicacion es el mismo para ambos casos e
incluye el mismo suero antiofidico polivalente o bivalente. Esto tiene considerables
ventajas a la hora del tratamiento ya que aunque no se pueda observar la mordedura del
ofidio (segun el tipo de terreno a veces solo se siente el dolor), la presencia de
sintomatologia y la realizacion de los analisis clinicos correspondientes p indicar
el inicio del tratamiento, que en todos los casos es a 0. Por otra parte esta
importante ventaja puede inducir a error de considerar ambas especies como la misma
y simplificar el accidente a solo una especie, cuando existen diferencias importantes

entre las mismas.

Segln su peso molecular y ensayos bioquimicos realizados las toxinas méas abundantes
en Bothrops alternatus corresponderian a la familia de metaloproteasas, principalmente

del tipo Pl1l. Estas toxinas corresponden a casi 1/3 del total del veneno. Por otra parte el




componente mas abundante detectado en Bothrops pubescens corresponderia a una

Fosfolipasa A2 con cerca de 1/3 del total de proteinas existente en el veneno.

En lo que refiere a la determinacion de veneno en los pacientes, la cantidad promedio
encontrada en la sangre de éstos al ingresar al sanatorio fue de 57 ng/mL, con un rango
de 20 a 140 ng/mL. Tanto en Colombia como en Martinica los resultados son similares

alos obtenidos en Uruguay .

Con relacion a la determinacion de la evolucion de los niveles de suero antiofidico en
los accidentados se detectan 2 tiempos de eliminacion sumado a informacion
perteneciente a referencia bibliograficas se puede presumir la existencia de al menos 4
tiempos distintos de eliminacion del suero antiofidico el de distribucion corporal, el de
neutralizacion del veneno existente en sangre, el de neutralizacion del veneno que

difunde delostejidos, y el de eliminacién del suero antiofidico excedente.

Por otra parte se pudo determinar la respuesta contra  suero antiofidico. Este genera
una respuesta humoral en IgM e 1gG contra las inmunoglobulinas de caballo en la
mayoria de los pacientes a los cuales se les administra La respuesta varia en un
incremento del titulo de anticuerpos de 4 a mas de 100 veces. Ademas existe una
relacion entre el titulo de anticuerpos anti suero antiofidico alcanzado en pacientesy la

cantidad de viales de suero antiofidico administrado.

El veneno ofidico también genera una respuesta humoral pero de menor proporcion que
el suero antiofidico y principalmente de tipo IgM, a los 15 dias. La respuesta humoral
frente al veneno es contra la mayoria de, o todos, los componentes del veneno,
detectandose reactividad cruzada entre anbos venenos en los anticuerpos desarrollados

contrael veneno de una especie.
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INTRODUCCION




1- INTRODUCCION

1.1 Especies peligrosas de Uruguay.

En e Uruguay existen 4 especies de ofidios potencialmente capaces de generar
accidentes en humanos. Ellas son: Cascabel (Crotalus durissus terrificus), Coral
(Micrurus altirostris), Crucera (Bothrops alternatus) y Yara (Bothrops pubescens). De

éstas solo las 2 ultimas son las causantes de accidentes ala fecha (Carreira et al. 2005).

La Coral pertenece a la familia Elapidae, de denticion proteroglifa, tamafio pequefio, y
habitos subterraneos. Esta serpiente se caracteriza por anillos completos claros y
oscuros formando triadas separadas entre si por anillos més gruesos de color rojo.
Debido a su pequefia apertura bucal, situacion que le impide morder a humanos en
zonas mas expuestas como piernas y brazos, no se han registrado accidentes por esta
especie. El riesgo aumenta considerablemente si la serpiente es manipulada o si tiene
contacto con bebés o nifios muy pequeiios en los cuales aguella puede encontrar sitios
delgados donde morder. Esta especie se encuentra distribuida por todo el pais en zonas

arenosas, pedregosasy praderas (M SP, 1989).

La Cascabel pertenece a la familia Crotalidae, posee denticion solenoglifa, un tamafno
gue puede superar el metro y medio, coloracion oscuray posee el cascabel caracteristico
en su cola, formado por escamas. Es una vibora potencialmente muy peligrosa, de la
cual no se registran casos a momento probablemente debido a su escaso numero,
encontrandose en peligro de extincion. Es de distribucion restringida, encontrandose
giemplares en zonas de Maldonado y Lavalleja en el sur. y en Artigas, Rivera y

Tacuarembd en el norte (Carreira et al. 2005).
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Cruceray Yara son dos ofidios muy similares que pertenecen a la familia Crotalidae, y
al género Bothrops. Debido a los cambios en la nomenclatura establecidos
recientemente de acuerdo al trabajo de Fenwick et al. (2009), lo que antes representaba
al genero Bothrops en el Uruguay y en la region, fue dividido en diferentes géneros
como son Bothrops, Bothropoides y Rhinocerophis. Actualmente se esta volviendo atras
con la nomenclatura por lo que ambos ofidios vuelven  denominarse Bothrops
(Carrasco et al., 2012) pero en alguna parte de esta tesis, asi como en los articulos
cientificos publicados en ese periodo, estas especies como Rinocerophis
alternatus (Crucera) y Bothropoides pubescens (Yara). Ambos ofidios poseen denticion

solenoglifa.

Bothrops alternatus llega a medir hasta 1,5 metros, se caracteriza por dibujosen C, vive
preferentemente en zonas bajas, bafiados o cercana a cursos de agua.

Bothrops pubescens generalmente no supera el metro de longitud, se caracteriza por
dibujos romboidales y vive preferentemente en zonas altas de sierras y pedregales
(Carreira et al. 2005).
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CORAL CASCABEL

YARA CRUCERA

Figurail. Ofidios peligrosos de Uruguay. foto: S. Carreira.

1.2 El accidente ofidico

El accidente ofidico, asi como sus tasas de mortalidad y morbilidad, son de relativa
importancia a nivel mundial, como se puede ver en latabla i2. El nimero de accidentes
esta relacionado con la existencia de zonas donde conviven los ofidios con  hombre.
Por lo tanto, la mayor cantidad de accidentes a escala mundial corresponden a zonas
rurales donde un gran niumero de personas comparten su habitat con los ofidios
(Blaylock 2004).



Un aspecto esencial, que guarda estrecha relacion con cifras de mortalidad y
morbilidad, es la capacidad sanitaria que tiene cada pais para resolver el accidente.
Como se puede ver en latabla i2, paises que tienen un buen sistema de respuestay una
buena disponibilidad de suero antiofidico tienen cifras bajas de mortalidad a pesar de
tener un alto niumero de accidentes, como es el caso de EE.UU, Brasil y Australia. La
situacién inversa se vive en paises del Africa subsahariana y algunos paises asiéticos,
donde una pobre respuesta sanitaria, sumada a la escasez de suero antiofidico, generan
un problema de salud grave, con tasas de mortalidad elevadas. En un gran ndmero de
estos paises se combinan las situaciones mas desfavorables: una alta tasa de poblacion
en contacto con los ofidios (situacion de riesgo) y una pobre respuesta. En el afio 2008
la Organizacion Mundial de la Salud declar6 al accidente ofidico dentro de la lista de
“neglected diseases” (WHO, 2007)

El accidente ofidico en Uruguay.

En Uruguay ocurren entre 50 y 70 accidentes por afio, todos causados por Cruceray
Yara (figura i3), (Carreira et al., 2008. La mortalidad es inferior al 1%, no
encontrandose registros disponibles de las secuelas transitorias o definitivas que son

caracteristicas de estos tipos de veneno (Gutiérrez et al., 2000).
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Tablai2. Distribucién del accidente ofidico.

Zona Promedio de Promedio de Tasade Referencia
casos anuales | muertes anuales | mortalidad
Mundial 2 - 5millones 20 - 125 mil 5-10% Theakston et al
2003
Senegal - 14/ 100 000 hab. - Laloo et al 2002
USA 10 mil 10 0,1 % Pinho et a 2001
Australia 5-10 mil 4 <0,1% White 1998
Stewart 2002
CostaRica 500 <5 <1% Sasaet al 2003
Brasil 20 mil 100 0,5 % Mariaet al 1998
Uruguay 60 Menosde 1l 0,2 % Carreiraet al 2005
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Con respecto a la distribucién geogréfica del accidente, los departamentos con mayor
namero de casos son: Tacuarembo y Cerro Largo y los de menor nimero son Flores y
Montevideo. Las estaciones del afio donde suceden mayor nimero de accidentes
corresponden al verano seguidos por la primaveray el en las cuales coinciden
una mayor actividad del ofidio y un mayor numero de personas en el medio ambiente

propio del ofidio

La posibilidad de accidente afecta a todas las edades, con mayor incidencia en personas
de entre 15 y 40 afos y preferentemente del sexo masculino. Gran parte de los casos
corresponden a accidentes laborales (trabajadores rurales) y el resto a accidentes en
ocasion de actividades de esparcimiento (campamentistas, cazadores, etc.).Las zonas de
mordedura son casi exclusivamente los miembros inferiores y superiores, en orden de

frecuencia: piernas, pies, manos, brazos (M SP, 1989, Carreira et al., 2008).

R. ALTERNATUS
CRUCERA

B. PUBESCENS
YARA

Figura i3. Especies causantes de accidentes en Uruguay .
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En caso de producirse una mordedura las primeras medidas a adoptar son las siguientes:
mantener a la persona mordida en calma y la zona de la mordedura en posicion de
descanso, desinfeccion de la herida mediante lavado, dar aviso al Centro de Informacion
y Asesoramiento Toxicologico (CIAT) y trasladar el pac al hospital méas cercano
gue disponga de suero antiofidico. En caso de ser posible es conveniente también
identificar el animal agresor (Carreira et al., 2008). Estan contraindicadas las incisiones,
ligaduras, succiones y torniquetes, asi como cualquier maniobra agresiva para el

miembro afectado.

El veneno de estos ofidios es una mezcla compleja de proteinas y péptidos biologicos
activos cuyo efecto toxico se caracteriza principalmente por importantes alteraciones en
la coagulacion y dafio local pronunciado en el miembro por la mordedura,
observable mediante la formacion de edema importante, pudiéndose en casos extremos

llevar ala amputacion del mismo.

El tratamiento a seguir se encuentra estandarizado a través de pautas elaboradas por la
Comision de Ofidismo del Ministerio de Salud Publica. reira et al., 2005). El
diagnostico de un accidente ofidico indica la necesidad de iniciar el tratamiento
especifico con suero antiofidico, Unico antidoto capaz de neutralizar el veneno
circulante. La administracion de suero antiofidico debe realizarse en ambiente
hospitalario con elementos de reanimacion y adrenalina al alcance, debido a la
posibilidad de desarrollar un cuadro de shock anafiléctico causado por las proteinas

heterélogas de equino presentes en € suero.

Al paciente se le practica un pretratamiento con corticoides 30 minutos antes de la
administracion del suero. El uso de pre-tratamiento con antihistaminicos o corticoides,
tal como se realiza en Uruguay, se encuentra actualmente en discusion a nivel
internacional, ya que los resultados obtenidos en ensa clinicos respecto a sus
beneficios no son contundentes (Pereira et al., 2004; Fan et al., 1999, Theakston et al.,
2003, WHO 2010). El suero antiofidico se administra en forma intravenosa junto con

suero glucosado, hasta un total de 4 frascos.
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El principal ensayo para determinar el avance del tratamiento es el tiempo de
coagulacion. Si alas 4 horas el tiempo de coagulacion no revierte a normal o levemente
alterado, se inyectan 4 frascos mas. Esimportante vi ilar al paciente frente a cualquier
ateracion derivada de la posibilidad de trombos que pueden obstruir vasos,
especialmente anivel renal (Pinho et al., 2001) o de otro érgano (Boviatsis et al., 2003).
Otro aspecto a considerar en todos los casos es la posibilidad de infeccion bacteriana en
el sitio de lamordedura. (Otero et al., 1998).

1.3 Componentes delos venenaos pertenecientes al ex género Bothrops

En general el veneno es una mezcla compleja de componentes que consiste en un 90 —
95 % de proteinas y péptidos. El otro 5 % estd compuesto por iones, carbohidratos,
aminas, nucledtidos y otros componentes minoritarios (Marckland 1998). Dentro de
las proteinas incluye mayormente enzimas, como por gje serin y metalo proteasas,
fosfolipasas, y L-amino oxidasas, entre otras (Ponnundurai et al., 1994; Du et al., 2002).
Entre los péptidos se encuentran neurotoxinas, miotoxinas y desintegrinas, péptidos

potenciadores de la bradikinina, entre otras (Marckland 1998; Junqueiraet al., 2002).
Tal como se menciono en el apartado anterior, el efecto toxico del veneno se caracteriza

principalmente por importantes alteraciones en la coagulacion y dafio local pronunciado
(Matsui et al., 2000; Markland, 1998).
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Entre los factores de coagulacion que son activados por e veneno botropico se
encuentran: el factor V, el factor X y la protrombina. Adicionalmente, el veneno posee
enzimas del tipo trombina (“trombin-like”) que conducen a la formacion de la fibrina
(figura i4) (Marckland 1998). Esta alteracion de la hemostasis, esta determinada por las
toxinas presentes en el veneno, principalmente por enzimas proteoliticas (proteasas).
Son varios los procesos fisiologicos afectados, entre la agregacion plaguetaria, la
coagulacion sanguinea, la fibrindlisis, el sistema com y la presion sanguinea.
Estudios recientes de protedmica de venenos (vendmica) muestran en varias especies
gue las principales enzimas proteoliticas identificadas pertenecen sblo a los grupos

cataliticos de las metalo y las serinoproteinasas (Calvete, 2010).
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Figura i4. Puntos de la cascada de coagulacién donde acttian diversas toxinas de los
venenos. Obtenido de Markland 1998.
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En el afio 2010 se ha completado el mapa protedmico del veneno de Bothops alternatus
(Ohler et al., 2010). La distribucion de los distintos tipos de toxinas se muestra en la
figura i5. Como se puede apreciar predominan principalmente las metalo y serino

proteasas.

5.9% LAACs
2.6% disintegrins
1.7% C-type lecting

13.8%

Subifs

Figurai5. Distribucion del venomade B. alternatus. SvSPs (serino proteasas); PLA2s
(fosfolipasas A2); LAAOs (I-amino oxidasas); svM Ps (metaloproteasas). Obtenido de
Oler et al, 2010.

M etal opr oteasas.

Las metaloproteasas presentes en lo venenos denominada SVMPs (Bajarnason, 1995),
son proteinasas con multiple dominios, cuyos principales ef ectos tdxicos se deben ala
perturbacion que producen sobre el sistema hemostético. Pertenecen a  subfamilia de
las reprolisinas y a la familia de las “metzincin”. Esta familia se caracteriza por una
secuencia consenso HEXXHXXGXXH, idéntica forma de unién al Zn y la presencia de
una metionina. Comparten esta familia entre otras las MMP, las serralisinas y las

ADAMs (Gutierrez & Rucavado, 2000).
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La mayor parte de los trabajos de investigacion se han concentrado en estos
componentes debido a su relevancia en la patologia del envenenamiento. Se las puede
clasificar de acuerdo a la organizacion de sus multidominios en cuatro clases: Pl a PIV.
Mientras las Pl son las mas sencillas y constan solamente de dominio metaloproteasa,
las PIl agregan un dominio desintegrina, las PIIl agregan ademas un dominio rico en
cisteina y por ultimo las PIV agregan también un dominio tipo lectina (Ramos et al.,
2003), Figura i6.

Es posible también clasificar las SVMPs en funcién de u actividad hemorragica.
Actban principalmente como factores generadores de hemorragia, por lo tanto
antiguamente se las llamé hemorraginas; éstas gjercen sus efectos al degradar proteinas
tales como laminina, nidogeno, fibronectina, colageno IV y proteoglucanos de las

membranas basales de los endotelio vascul ares.

Las proteinas de la cascada de coagulacion también pueden ser blanco de la actividad
proteolitica de estas enzimas, como €l fibrindgeno y el factor von Willebrand, lo cual
exacerba el estado hemorréagico (Markland, 1998). Adic las SVMPs pueden
inhibir la agregacion plaquetaria 'y disparar la liberacion de citoquinas. Actualmente se
cree que estos dos efectos junto con la digestion de las membranas basales son los
principales mecanismos por los cuales las SVMPs generan la hemorragia. Si bien la
mayoria de las SVMPs son hemorrégicas, algunas, una vez purificadas, no generan
hemorragia, pero conservan su capacidad activa en la hemostasis, como lo es el caso de
la metaloproteinasa aislada de B. neuwiedi brasilefia, la neuwidasa (Rodrigues et al.,
2000) y de otras (Ahmed & al., 1990; Toombs, 2001; Ramos &t al., 2003).
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Figura i6. Estructura de metaloproteasas

Serinopr oteasas

Estas proteasas estén entre las toxinas mejor caracterizadas de venenos que afectan el
sistema hemostatico. Actian en una gran variedad de procesos fisioldgicos como la
cascada de coagulacion, en el sistema fibrinolitico y  sistema kalicreina-kinina, y
sobre células para ocasionar un desbalance del sistema hemostético de la presa (Kini,
2005; Serrano & Maroun, 2005). Quizas la més representativa de este grupo de toxinas
es la conocida como “thrombin like”, una serino proteasa de accion similar a la
trombina que digiere el fibrindbgeno en sitios proximos a los de accion de la trombina,
desencadenando la transformacion en una fibrina anormal. Esta no es estabilizada por
otros factores de la coagulacion como el factor XIII, genera el consumo del
fibrinGgeno sanguineo provocando severas alteraciones  la hemostasis (Matsui et al.,
2000). Figurai7.
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Figurai7. Bothroxobina. Serino proteasa purificada de Bothrops.

Fosfolipasas A2

Las fosfolipasas A2 (PLA2) son enzimas que hidrolizan glicerofosfolipidos en la
posicion 2, liberando é&cidos grasos. En los mamiferos, estas enzimas participan de
varios fendmenos organicos ente los que se encuentran la proliferacion celular, la
fertilizacion, la hipersensibilidad y la inflamacion cronica. En el caso de las PLA2 de
los venenos de serpiente, ademas de participar en la digestion de la presa, poseen varios
efectos farmacoldgicos, alguno de ellos altamente especificos.

Las neurotoxinas presinpticas de los venenos ofidicos son en su totalidad PLA2, entre
las cuales encontramos la crotoxina, toxina caracteristica del veneno de cascabel
sudamericana. Otros efectos importantes de los distintos tipos de PLA2 son su
capacidad miotoOxica, anticoagulante y formadora de edema. Algunas PLA2 con estas
caracteristicas han sido purificadas de los venenos de origen bothropico (Kini, 2003).

Figurai8.
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Figurai8. Estructura de unafosfolipasa A2 del tipo Lys 49 aislada del veneno de B.

neuwiedii

L aminc-oxidasas

Las L amino-oxidasas (LAO) son flavoenzimas que catalizan la desaminacion oxidativa
de L aminoacidos a a cetoécidos, liberando peréxido de hidrégeno y amonio (Du &
Clemetson, 2002). Si bien esta enzima se encuentra en apreciables en
muchos de los venenos ofidicos, no se sabe exactamente su participacion en latoxicidad
del veneno. Se presume que tienen efectos sobre las plaquetas y que puede estar

vinculado con los efectos debidos al perdxido de hidrégeno.

Otros componentes

Existen otros componentes aislados en venenos bothropicos de menor importancia en lo
gue se refiere a su toxicidad o de accidn fisiolégica COMO son: enzimas
monoaminooxidasas, péptidos potenciadores de bradikinina, otros péptidos, DNAsas
entre otros (Du & Clemetson, 2002; Junqueira-de-Azevedo & Ho, 2002; de Roodt et al.,
2003).
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En resumen, en el envenenamiento botropico, la accion ca de los distintos grupos
de toxinas sobre la cascada de coagulacién en distintos puntos, conduce en Ultima
instancia al consumo de fibrindgeno y otros factores de la coagulacion nibles en
sangre, con lo que se produce una incoagulabilidad sistémica (Matsui et al., 2000).
Sumado a esto, la accion hemorragica de las SVMPs deriva en un cuadro grave de
alteraciones sobre el sistema hemostatico que si no se neutraliza puede ocasionar la

muerte.

A nivel local el veneno es causante de mionecrosisy e El importante dafio a nivel
tisular y celular, esta mediado principalmente por metaloproteasas (Gutiérrez &
Rucavado, 2000) y fosfolipasas del tipo A2. El mecanismo de accion de las SVMPs
consiste en parte en digerir las membranas basales de los pequefios vasos y junto con las
desintegrinas generar la ruptura de los vasos y las hemorragias a nivel local. Las
fosfolipasas actlan directamente sobre las membranas, aterando su estructura y

provocando en ultimainstancia la lisis celular (Kini, 2003).

1.4 Suer os antitoxina. Suer o antiofidico.

Antecedentes histoéricos.

El comienzo del uso de los sueros antitoxina heteroldgos, entre los que se encuentra el
suero antiofidico, se remonta al afio 1890 cuando von Behering y Kitasato, trabajando
con tétanos y difteria, demostraron que si se extrae suero sanguineo de un animal
infectado y se lo administra a animales sanos, éste le confiere proteccion contra la
misma enfermedad, confirmando lo sospechado por Roux y Yersin dos afios antes
(Chippaux & Goyffon, 1998; Berghman et al, 2005). Un afio después von Behering
acuio el término “antitoxina” y demostrd que éstas residian en el suero sanguineo libre
de células, ensayandose en humanos exitosamente, lo cual le valié a von Behering el

primer premio Nobel de M edicina de la historia (Silvertein, 2000).
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En 1893 se prepard el primer suero heter6logo antidiftérico comercial utilizando suero
de oveja previamente inmunizada con toxina diftérica. (Berghman et al., 2005).
Rapidamente, durante los primeros afos del siglo XX se comenz6 a investigar y
producir sueros antitoxina para combatir distintas enfermedades como tétanos
(Berghman et al, 2005) , meningitis (Jobling, 1909), neumonia (Bull, 1915) y otras. Asi
fue, como por ejemplo en 1904, una epidemia de Neisseria meningitidis (meningococo)
desatada en la ciudad de Nueva York se tratd con suero antitoxico especifico,

logrdndose reducir la mortalidad en unatercera parte (Berghman et al., 2005).

Sobre fines del siglo XIX, Albert Calmette desarroll6  produccion de antitoxinas
contra venenos ofidicos. Utilizando veneno de cobra, inmuniz6 equinos y obtuvo el
suero antitoxico respectivo a partir de su sangre, siendo utilizado por primera vez para
uso médico en pacientes mordidos en el sudeste asiético con singular éxito (Calmette
1894; 1895; Hawgood, 1999). Por esos afos, Vital Brasi hizo lo propio en Brasil,
desarrollando la produccion de sueros antiofidicos y antidiftéricos en Ameérica (Vital
Brasil 1898; 1901; 1902). Si bien todos los sueros generaban una respuesta positiva en
el tratamiento de las distintas enfermedades, los sueros desarrollados contra toxinas
como la diftérica, lateténicay contra los venenos ofidicos eran los que revestian mayor

éxito.

Como consecuencia del uso de suero entero o poco purif de caballo u oveja como
antitoxina, se producia una alta proporcion de reacciones adversas, algunas graves,
como el choque anafilactico (Theakston et al., 2003). En 1905 von Pirquet presentd un
extenso trabajo acerca de la enfermedad del suero, reaccion adversa tardia que se daba
luego de transcurridas 1 0 2 semanas en personas a las cuales se les habia inyectado
grandes volumenes de suero antitoxina. Las descripciones clinicas incluian fiebre,
sarpullido e incluso dafio renal. En particular llamaba la atencién que los sintomas
aparecian mucho més répido luego de una segunda exposicion a suero. La teoria
expuesta por von Pirquet acerca de como el sistema inmune reaccionaba contra el suero
fue adelantada para su época, confirmandose muchos afios después y manteniendo su

vigencia hoy en dia (Silverstein, 2000).
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En los afos sucesivos el esfuerzo se centro en la purificacion de la antitoxina a partir del
suero entero de animales hiperinmunizados, para disminuir de esta forma los efectos
adversos del suero antitoxico. En los primeros afos del siglo XX era posible separar la
fraccion albamina de la fraccion globulina, donde residia el poder antitéxico, mediante
precipitacion con sulfato de magnesio (Atkinson, 1900). En la década del 30 era comudn
la separacion de las proteinas plasméticas mediante precipitacion con sulfato de amonio,

purificandose la fraccion pseudoglobulina, donde residia la actividad antitoxica.

En 1938 Pope demostré que, mediante el uso de enzimas as, la molécula de
antitoxina se podia disgregar en dos partes (lasqueh  se conocen como F(ab’), y Fc),
de las cuales s6lo una mantenia su propiedad antitoxica (Pope, 1938; 1939). Nueve afos
después Harms (1948) perfecciond el método de Pope definiendo mejor las condiciones
de reaccion, agregando una nueva etapa para concentrar y purificar la antitoxina y
escalando el proceso (figura i9). Este desarrollo de  rms ha sido la base de la
produccion de antitoxinas por més de 40 afos, manteniéndose vigente hoy en dia con
modificaciones en muchas partes del mundo como en Brasil, Argentina e India entre
otros (Guidolin et al., 1990; Jadhav & Kapre, 1991; Raw et al., 1991; Theakston et al.,
2003).

Afos después Steimbuch y Audran (1969) desarrollaron nuevo sistema de
purificacion de anticuerpos a escala de laboratorio basado en la precipitacion por acido
caprilico (acido octanoico). Este &cido organico de ocho carbonos precipita la mayor
parte de las proteinas plasmaticas con excepcion de las inmunoglobulinas (anticuerpos),
generando asi en el sobrenadante un producto de alta pureza mediante un método

relativamente sencillo (figura i10).
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Figurai9. Procesamiento y purificacion de los anticuerpos mediante digestion pépticay
precipitacion con sulfato de amonio (Protocolo de Harms). El producto final en este

caso son fragmentos F(ab")2. (Morais, 2007)

Los estudios con &cido caprilico continuaron hasta que en 1994 el Instituto Clodomiro
Picado de Costa Rica lo adopta para la produccion de suero antiofidico (Rojas et al.
1994). La sencillez del procedimiento y un menor nimero de reacciones secundarias
demostradas en ensayos clinicos son las principales ventajas de este proceso (Dos
Santos e al., 1989; Otero-patifio et al., 1998; 1999). Recientemente, Moraisy Massaldi
(2012) han presentado un modelo plausible para el mecanismo de accion del acido

caprilico durante la precipitacion de proteinas del plasma.
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Figura i10. Purificacion de los anticuerpos mediante precipitacion con écido caprilico.

En este caso el producto final son inmunoglobulinas enteras (Morais, 2007).

La existencia de reacciones adversas, sumada a problemas de estandarizacion de la
potencia de las distintas antitoxinas, generaba una variacion considerable de la
efectividad segun los lotes. El advenimiento de los antibioticos para el tratamiento de
las infecciones bacterianas y la contencion de las epidemias gracias a la vacunacion,
[levaron al desuso de las antitoxinas en general (Berghman et al., 2005). Muy distinto
es el caso del tratamiento del accidente ofidico y otros envenenamientos de menor
cuantia, donde el suero antitoxina continia siendo el tratamiento eficaz.
(Theakston et al., 2003).

En los udltimos afos han aparecido nuevos desarrollos en el area de los sueros
antitoxinas, como el uso de la oveja como animal seroproductor (Sjostrom et al., 1994),
el uso del fragmento F(ab) obtenido mediante corte con papaina (Ariaratnam et al.,
1999; Jones et al 1999), la digestion exhaustiva por pepsina (Jones e al., 2002; 2003) y
el uso de columnas de intercambio ionico y afinidad en el proceso de purificacion
(Pepin-Covatta et al., 1997; Saetang et al., 1997; Raweerith et al., 2003). Muchos de
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estos avances han traido aparegjado un aumento considerable en el costo del producto, €
cual se ha vuelto inaccesible para los paises de menores recursos (Krifi et al., 1999;
Laloo et al., 2002, Laing et al., 2003) y que frecuentemente son los méas expuestos al

problema

Productos actuales.

La produccion de suero antiofidico, como la de otros sueros antitoxina, consta de las
siguientes etapas:. obtencién del veneno (antigeno), inmunizacion de los animales,
obtencion del plasma hiperinmune, procesamiento del plasma, purificacion de los
anticuerpos (inmunoglobulinas), estandarizacion de la y controles finales
(figuras i1l eil2). Los sueros antiofidicos son veneno-especificos, lo que significa que
son adecuados para neutralizar solamente el veneno para el que fueron desarrollados.
Sumado a esto, se han reportado variaciones intraespecificas en el veneno, por lo que es
de enorme importancia que el suero antiofidico sea desarrollado a partir de venenos
procedentes de ofidios de la region donde seradn usados (Chippaux & Goyffon, 1997,
Theakston et al., 2002; Morais et al., 2006).

Existen variaciones importantes tanto en el producto final como en los procesos de
purificacion y en la eleccion del animal seroproductor. En lo que respecta a producto,
éste puede constar de inmunoglobulinas enteras (Ig) o fragmentos de ellas como:
F(ab"), o Fab segun el proceso (Chippaux & Goyffon, 1997; Theakston et al., 2002) .

El animal seroproductor més usado es el caballo y en menor medida, la oveja y otros
(Sjostrom et al, 1994; Theakston et a, 2002). En lo que respecta a los sistemas de
purificacion y proceso, en la actualidad coexisten varios tipos, desde los mas modernos
basados en la purificacion de anticuerpos mediante columnas de intercambio ionico o
afinidad (Pepin-Covatta et al., 1997; Jones et al., 1999), pasando por la purificacion
mediante precipitacion con é&cido caprilico, hasta los antiguos, basados en la
purificacion mediante precipitacion con sulfato de amonio segun el protocolo de Harms
(1948).
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Figuraill. Etapas del proceso de produccion de suero antiofidico.

L os esfuerzos para mejorar la calidad de los productos apuntan a modificar los procesos
de purificacion con el fin de obtener productos mas puros, mas seguros y que presenten
reacciones adversas mas leves tanto cuantitativa como ivamente. A pesar de una
disminucién considerable de las reacciones adversas de los nuevos sueros en
comparacion con los usados en el siglo pasado, éstas han sido eliminadas por
completo, por lo cual se considera que todos los sueros heter6logos pueden generar
reacciones adversas en mayor o en menor grado. dependiendo de la calidad del
producto. Clinicamente se ha demostrado que los productos basados en la purificacion
de los anticuerpos mediante precipitacion con acido caprilico o mediante columnas de
afinidad o intercambio iénico presentan un menor nimero de reacciones adveras (Otero-
Patifio, 1998; 1999).
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Figura i12. Etapas de la produccion de suero antitoxina. (Morais, 2007)

Reacciones adver sas, mecanismos, prevencion y tratamiento.

Todos los sueros heterélogos son capaces de generar reacciones secundarias en mayor o
en menor grado. Estas se dividen desde el punto de vista clinico en dos tipos: reacciones
tempranas (EARS) y reacciones tardias (LARS) (Clark et al., 2002). Las reacciones
tempranas son las de mayor importancia clinica, se dan en tiempos cortos (pueden
comenzar a los pocos minutos de inyectado el suero), y pueden ser tan leves como
causar algo de fiebre y malestar general, hasta las mas severas, como la hipotension
grave y el choque anafilactico. Las causas de estas reacciones son variadas y dependen
también de la susceptibilidad del paciente, pero generalmente obedecen a: presencia de
pirdgenos en el suero, activacion del sistema complemento del paciente por parte de los
anticuerpos del suero, presencia de impurezas o agregados, presencia de IgE anti

proteinas de caballo en el paciente (Chippaux et al., 1998).
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L as reacciones tardias son de menor importanciay se dan luego de transcurrido varios
dias del suministro del suero. Se conoce poco de su incidencia ya que ocurren con €l
paciente dado de alta (por lo que no se conoce en real generalmente son
de carécter leve y se deben a la presencia de complejos inmunes (“enfermedad del
suero”) (Chippaux et al., 1998).

En lo que refiere a los mecanismos de accidon se pueden clasificar en: anafilacticas,
anafilactoides y pirogénicas. Las anafilacticas o hipersensibilidad del tipo | estan
mediadas por IgE reactivos contra componentes del suero. Estos anticuerpo inducen la
desgranulacion de los mastocitos y basbfilos ocasionando la liberacion de compuestos
activos, entre ellos la histamina, que determinan diferentes acciones como la
vasodilatacion, hipotension y aumento de la permeabilidad vascular. Esto se da a nivel
sistémico y sin duda es la reaccion adversa mas grave ocasionar shock y

muerte.

Las reacciones de tipo anafilactoide, si bien desencadenan efecto similar a las
anafilacticas, son de menor grado y muchas veces se desencadenan a nivel local. En
este caso, quien activa los mastocitos y basofilos son las anafilotoxinas (3A, 4A, 5A)
gue se producen por la activacion del sistema complemento. Este sistema se activa por
presencia de agregados moleculares y por inmunocomplejos que se depositan en
distintos sitios (Hipersensibilidad del tipo Il o enfermedad del suero). Estos
inmunocomplejos se forman al reaccionar el sistema inmune del paciente a las
inmunoglobulinas de caballo. Por ultimo las reacciones de tipo pirogénico se deben ala

presencia no deseada de endotoxinas bacterianas en el producto. Tabla i13.
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Tipo Clasificacion M ecanismo Causa Efectos
Desgranulacion _
IgE anti ) »
o de mastocitos y Hipotension,
Anafilactica Temprana componentes del
basdfilos Shock
) SAOF
mediada por IgE
Desgranulacion
de mastocitos y Rush, Malestar,
Andfilactoide| Temprana basofilos Agregados, FC | Broncoespasmo,
mediada por Varios
complemento
Desgranulacion
de mastocitos y N
) ) ) | Glomerulonefritis,
Anafilactoide Tardia basofilos Inmunocomplejos -
_ Artritis, Rush
mediada por
complemento
) ) Produccion de | Endotoxinas en i
Pirogénica Temprana Fiebre
TNF SAOF

Tabla i13. Reacciones adversas de los sueros antitoxina.

A nivel mundial se han desarrollado un nimero importante de ensayos clinicos con la
finalidad de poder interpretar la relacion entre los distintos tipos de sueros y las
reacciones adversas. Unade las principales observaciones que se presentan en varios
ensayos clinicos (Chippaux et al., 1998; Otero et al., 1998) es la importante diferencia
en el nimero de reacciones adversas entre sueros antitoxinas preparados bajo el mismo
proceso 0 procesos similares. Estos resultados dan la de que el factor més
importante en lo que respecta a las reacciones adversas es el proceso particular que
aplica cada productor. A pesar de que distintos productores utilicen el mismo protocolo,
otros factores importantes se suman, tales como: el disefio de la planta, |a calidad de los

reactivos, el equipamiento, la gestion en los procesos, la capacitacion del personal y los




controles de calidad. Todo lo anterior configura diferencias en los sistemas de calidad
de los productores.

La presencia de pirégenos en el producto tiene relacion con este punto, ya que
productores con protocolos generales similares obtienen productos con distinto nivel de
pirdgenos y por ende con diferencias sustanciales en  relacionado con el numero de

reacciones adversas generadas (Otero et al., 1998).

Otro aspecto de importancia a considerar es el sistema de purificacion aplicado, el cual
tiene relacion con el nivel de pureza obtenido. Los trabgjos de Otero y colaboradores
(1997; 1998) demuestran que los productos obtenidos por precipitacion con éacido
caprilico presentan un menor nimero de reacciones adversas que los que utilizan el
sulfato de amonio como sistema de precipitacion, sin importar el tipo de fragmento por
el que son compuestos. No se han realizado alin ensayos clinicos que vinculen los
sueros antitoxina purificados por columnas de afinidad o intercambio i6nico con los
producidos por precipitacion debido a lo relativamente reciente de su aparicion
comercial, aunque el registro de reacciones adversas q  presentan estos nuevos sueros
parecen ser los mas bajos de los productos de plaza (De Haro et al., 1998; Clark et al.,
2002).

Un tercer aspecto es el tipo de fragmento que constituye el antisuero. Tradicionalmente
se ha considerado que la eliminacion del Fc era de real importancia para reducir la
aparicion de reacciones adversas (Leon et al., 1999, 2001; Theakston et al., 2003). En
ensayos in vitro se ha podido demostrar que las inmunoglobulinas enteras activan el
sistema complemento humano en mayor medida que los fragmentos F(ab’), y F(ab), que
también lo activan aunque en menor grado (Leon et al., 2005). Sin embargo, estos
resultados ensayados in vitro, no se han podido confirmar en ensayos in vivo con
animales (Leon et al., 2005) ni en los ensayos clinicos (Otero et al., 1998), por lo cual,
si la presencia del Fc del anticuerpo efectivamente aumentara el nUmero de reacciones
secundarias, pareceria que la contribucidn no es de gran importancia. En la tabla i14 se
resumen las posibles causas de las distintas reacciones adversas asi como las posibles

soluciones que manejan los productores para minimizarlas.

Por ultimo cabe mencionar los aspectos vinculados al costo del producto. Los ultimos

avances en lo que respecta a la complejidad de los procesos han determinado un
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aumento del precio final del producto, de por si costoso. El precio del suero antiofidico

para el tratamiento de un accidente tipo en los Estados Unidos asciende a US$ 5000

(Mc Namee 2001).

Esta cifra es inabordable paraun

mero de paises, lo cual es

solucionado con la participacion en la produccion de Institutos de carécter publico, que

aplican protocolos mas simplesy econdémicos, con lo cual desciende considerablemente

el costo del producto (Morais & Massaldi, 2006). Lamentablemente en algunos paises

africanos y asiéticos la posibilidad de producir el suero es ain lejana, lo cual implica

problemas muy graves de abastecimiento para hoy y hacia el futuro préximo (Cheng et
al., 2001; Laing et al., 2003; Theakston et al., 2003).

Tipo de reaccion Acciones Procesos
Andfilactica Aumentar pureza Nuevos sistemas de
purificacion

Disminuir concentraciéon de

proteinas

Aumento de titulo inicial.

Nuevos adyuvantes

Anafilactoide. Temprana

Disminuir agregados

Introduccion de nueva

etapas de purificacion

Disminuir concentracion de

Aumento de titulo inicial.

proteinas Nuevos adyuvantes

Aumentar pureza Nuevos sistemas de
purificacion

Eliminar Fc ?? Digestion

Enfermedad del suero

Disminuir reactividad de

anticuerpos

Seleccionar subclases.
Cambio de animal
seroproductor.

Procesamiento anticuerpos

Disminuir concentracion de

Aumento de titulo inicial.

proteinas Nuevos adyuvantes
Pirogénica Evitar ingreso de| Implementacion de GMP.
endotoxinas Sistemas de HVAC y agua.

Tabla i14. Medidas paraminimizar el desarrollo de reacciones adversas




Produccion de suer o antiofidico en Uruquay

En Uruguay se comienza la produccion de suero antiofidico para uso humano en el
Instituto de Higiene de Montevideo en 1988. Esta iniciativa surgio de la necesidad de
obtener un producto indispensable para el tratamiento de buena calidad,
independientemente de la disponibilidad del mercado regional. Cabe destacar que el
suero antiofidico es veneno-especifico, es decir, es adecuado para neutralizar solamente
el veneno con el que fue preparado. Sumado a esto, se reportado variaciones
intraespeciificas en el veneno, por lo que es de enorme importancia que el suero
antiofidico sea desarrollado a partir de venenos procedentes de ofidios de la region
donde seran usados (Chippaux & Goyffon, 1998; Theakston et al., 2003; Morais et al.,
2006).

La produccion de suero antiofidico fue suspendida en a afio 2000 por no alcanzar los
nuevos estandares de calidad requeridos. A partir de ese momento la demanda nacional
ha sido satisfecha por sueros provenientes del Instituto Butantan y Vital Brazil del
Brasil (F(ab")2, protocolo de Harms modificado) de excelente calidad. Sin embargo, se
debe de considerar que es un suero polivalente, en el el 50% es realizado con
Bothrops jararaca, especie no presente en nuestro pais. Al testearse con uestro patron
de venenos, cada ampolla neutraliza en proporcién menor la sefialada en el rétulo,

gue es de 50 mg de veneno/ampolla.

En el afio 2002, en el Instituto de Higiene se comenz6 trabajar en el desarrollo de un
nuevo proceso de purificacion de las inmunoglobulinas basado en acido caprilico
(Morais & Massaldi, 2005) y en el mejoramiento de varios aspectos de la produccion
(Morais et al., 2006, Massaldi & Morais, 2007) y control (Rial et al., 2006) asi como en
el andlisis detallado de los costos del proceso (Morais & Massaldi, 2006). Las etapas de
laboratorio y escala piloto han sido superadas satisfactoriamente y para el afio 2010 se

procedio alaprimera produccién de suero antiofidico de este segundo ciclo.

36



1.5 Aspectos de la neutralizacion del veneno por parte del suero antiofidico.

El veneno es una mezcla compleja de toxinas que poseen distintos tipos de actividad
biologica. Para determinar la potencia de las antivenenos se utiliza el concepto de dosis
efectiva media (ED50). El protocolo més comun consiste en la preincubacion de 5 dosis
letales del veneno con diluciones decrecientes de antiveneno. La mezcla se inyecta en
forma intravenosa en grupos de ratones, se determina  numero de ratones muertos al
cabo de 48 horas y se determina mediante analisis estadistico la dosis del antiveneno
gue protege al 50 % de los ratones. Se puede utilizar medida para estandarizar los
antivenenos o calcular la potencia segun la siguiente (Farmacopea Europea,
1998):

P=(n-1) LD50/ ED50
Donde : P = potencia; LD50 = dosis letal media; ED50 = dosis efectiva media.

Estos resultados son Utiles para estandarizar el antiveneno pero no son extrapolables a
los casos humanos, ya que estd demostrado que la susceptibilidad al veneno es variable

segun la especie y segun el sitio de inoculacién (Christensen, 1966).

El problema es mas complejo ain si tenemos en cuenta la multiplicidad de toxinas
existentes en el veneno. En el afio 1966, Christensen demostré que el concepto de
neutralizacion proporcional no era correcto en el caso de veneno antiveneno,
confirmando lo sospechado en los inicios de la seroterapia por Vital Brazil. En otras
palabras en este caso no es correcto concluir que si una cantidad de veneno es
neutralizada por una determinada cantidad de antiveneno, una cantidad multiple de ese
veneno es neutralizada por la misma cantidad mdailtiple  antiveneno. En la figura i15
se muestran los resultados obtenidos por Christensen al evaluar distintas proporciones

de veneno-antiveneno. Estos resultados acufian la teoriade las toxinas dominantes.
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Figura i15. Curvas de neutralizacion de un suero antiveneno polivalente Bitis-Echis
contra veneno de Bitis lachesis (A) y Bitis gabonica (B). Ensayo realizado en ratones,

puntos blancos intravenoso, puntos negros subcutaneo. Obtenido de Christensen, 1966.

Tal como se aprecia en la figura i15, en cierto punto la gréfica cambia de pendiente.
Eso tiene como significado que, toxinas que a menores ncentraciones nNo eran
responsables del efecto letal del veneno, a partir de ese valor pasan atener incidencia 'y
el antiveneno las neutraliza de forma menos eficiente las dominantes. En caso de
gue existiera una toxina no dominante que no fuera neutralizada por el veneno, la curva
cambiaria a una pendiente tendiente a infinito. Si las toxinas secundarias son
neutralizadas por el antiveneno en mejor medida que las dominantes no se notaria

cambio ya que quedarian ocultas por la curva de las toxinas dominantes.



Por todo lo expuesto anteriormente, en esta tesis nos enfocamos en dos aspectos
complementarios. Por una parte se realiza una primera en lo que refiere a
la composicion de los venenos bothrépicos y las diferencias entre ambas especies. Por
otro lado se realiza un estudio clinico y bioguimico pormenorizado del accidente ofidico
en Uruguay y su tratamiento, que incluye los siguientes puntos: la determinacion de
veneno en sangre en los pacientes accidentados, la biocinética del suero antiofidico, y

la respuesta inmunologica humoral de los pacientes tanto al suero antiofidico como al

veneno
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MATERIALES Y METODOS




2 MATERIALESY METODOS

2.1 Dosis letal M edia (DL 50)

La DL50 se realiza segun protocolo de la Farmacopea Europea (1998). Se preparan 5
diluciones de veneno de las cuales se inyectan 0.5 mL por cada dilucion a 6
mediante via intravenosa. Luego de 48 horas se registran las muertes y se calcula la
dosis letal 50 mediante andlisis de Probit. Se expresa como la cantidad de veneno por

raton que mata al 50 % de la poblacién de ratones.

2.2 SDSPAGE

Se realiza mediante método de Laemmli (1969). Las muestras se hierven junto con €l
buffer de muestra y segln se especifique en cada caso muestras pueden reducirse
agregando para ello 0,1 M de DTT. Las muestras se cargan en el gel de acrilamida de
12,5 % y se corren en un sistema de electroforesis SE2  (Amersham Bioscience) a una
corriente constante de 20 mA por gel. Luego de lacorr  se tifie el gel mediante Azul

de Coomassie (Sigma).

2.3 Cuantificacién de las bandas.

Se realiza mediante el software Gel-Pro Analyzer 3.1 (Media Cybernetics). El andlisis
de densitometria se realiza sobre las respectivas imagenes obtenidas mediante scanner
de escritorio y mediante méquina fotogréfica digital. ~ seleccion de bandas se realiza
de forma manual, se aplica el mismo filtro para eliminar ruido en todos los casos y la
cuantificacion se determina mediante el porcentgje relativo de la banda en relacion a lo

cargado en el carril.
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2.4 Zimogr ama de gelatina.

Se realiza mediante a una técnica similar a la descripta por Hasson y colaboradores
(2004). Se realiza el gel de la misma forma que se describe en el punto 2.2 con el
agregado de gelatina (Difco) hasta alcanzar una concentracion final en el gel de 2
mg/mL. Las muestras se agregan en el gel sin reducir y sin hervir mezcladas con
buffer de muestra) y se corre aintensidad constante de 20 mA.

Luego de realizada la corrida el gel se lava 3 veces por 30 minutos con una solucién
conteniendo 2 % de Triton X-100 para eliminar el SDS. Luego de los lavados, el gel se

incuba por 16 Horas a 37°C en PBS. Por ultimo se tifie con Azul de Coomassie (Sigma)

2.5 Tiempo de coagulacion.

En una serie de tubos de vidrio se colocan 500 yL de sangre ovina conteniendo citrato
como anticoagulante. Se le agregan 50 yL de una solucion del veneno correspondiente
(50 pg/mL) y se incuba a 37 °C. A intervalos de 1 minuto un tubo de cada serie es
invertido. El tiempo de coagulacion se define como el tiempo en que el tubo de
cada serie genera un coagulo que no se cae a invertir el tubo. El ensayo se repite
también con el agregado de 10 mM de EDTA.

2.6 Actividad hemalitica indirecta.

Se realiza mediante hemolisis indirecta de glébulos rojos de origen ovino (Martins et al,
2009). Se agregan en varios tubos 200 pl de una suspension de glébulos rojos
previamente lavados con PBS, 100, 200 y 400 pug de ambos venenos y 0,4 mg/mL de
Lecitina (Sigma). Se completan los tubos con PBS hasta un volumen final de 0,5 mL.
Se incuba durante 1 hora a 37°C. Luego de transcurrido ese lapso, se centrifugan los

tubosy se mide la Absorbanciaa 420 nm del sobrenandante.
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2.7 Actividad fibrinogenalitica.

Se realiza mediante técnica similar a la descripta por Marufiak y colaboradores (2006).
A una solucion de 100 pL que contiene 2 mg/mL de fibrindégeno bovino (Sigma) se le
agrega 100 pg de veneno y se incuba a 37 °C. Se toman atiempo 0, 30, 80y
800 minutos y se corren en un gel de acrilamida en con reducidas, segun se

detallaen la seccién 2.2.

2.8 Muestras de veneno.

Las muestras de veneno correspondientes a las especies de Bothrops pubescens y
Bothrops alternatus corresponden a mezclas estandar de venenos pertenecientes a
ejemplares de la coleccion del Serpentario del Instituto de Higiene. Cada mezcla de
veneno esta compuesta por muestras provenientes de al s 20 ejemplares de cada

especie representativa de la poblacion natural.

2.9 M uestras de suero antiofidico.

Para la realizacion de los diferentes ensayos se utilizaron dos tipos de suero antiofidico.
Por un lado el suero antiofidico producido por el Instituto de Higiene, bivalente, Lote
2B, 2009, compuesto por 1gG, purificado mediante protocolo basado en precipitacion
con &cido caprilico (SAOF IH); por otra parte el suero antiofidico producido por €l
Instituto Vital Brazil, Polivalente, compuesto por el F(ab’),, producido
mediante digestion pépticay purificado mediante protocolo basado en precipitacion con
sulfato de amonio (SAOF VB).



2.10 M uestras de los pacientes.

El accidente ofidico es de notificacion obligatoria al CIAT (Centro de Informacion y
asesoramiento Toxicoldgico). Durante el periodo de estudio, al ser informado el CIAT
de un nuevo accidente, se invitaba al paciente y a equipo médico a participar del
estudio. ElI mismo consta de un estudio clinico observacional (Chippaux et al., 2010),
gue fue aprobado por el comité de ética de la Facultad de Medicina. En todos los casos,
se aplico el mismo protocolo de diagnostico y tratamiento. (Carreira et al., 2008). El
criterio de inclusion fue el siguiente: pacientes bajo tratamiento por accidente ofidico y
gue hayan enviado al menos una muestra de sangre correspondiente a su tratamiento al
CIAT (Hospital de Clinicas). Asi mismo los pacientes fueron invitados a concurrir a un
control con un médico especialista en Toxicologia alos 15 dias de ocurrido el accidente
para evaluar el tratamiento en general y obtener una n muestra de sangre. En total
se registraron mas de 50 pacientes participantes del estudio. Segun la existencia o no de
las muestras necesarias fueron incluidos en las determinaciones realizadas. El nUmero

de pacientes incluido en cada andlisis se detalla en los resultados.

2.11 Determinacién de veneno en sangre.

Se realiza mediante ELISA (Theakston et al., 1977; Bucher et al., 1997; O’ Leary et al.,
2006). Se sensibiliza las placas de ELISA de 96 pozos (Microlon, Greiner) con 100
pL/pozo de una solucién de PBS que contiene 1 mg/mL de IH durante 1 hora a
temperatura ambiente. Posteriormente se bloquea con una solucién de PBS-BSA 1%
overnight. Las placas se lavan 5 veces con una solucion de PBS-Tween 20, 0,05%
(PBS-T) y luego se incuban 100 pL/pozo de las muestras de sangre o una solucién
decreciente de veneno estandar ( 8 a 1000 ng/mL). Luego de transcurrido ese lapso se
vuelve alavar con PBS-T y se agrega una dilucién 1/1000 de conjugado antiveneno-PO
(Rial et al., 2006) durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente se vuelve a lavar
la placa con PBS-T y se le agrega una solucion de 100 pL/pozo del sustrato o-
Phenylenediamine (OPD) solution (Sigmafast, SIGMA).



El desarrollo de color se detiene mediante el agregado de HCI 3N y se mide la
absorbancia a 490 nm en un lector de placas de ELISA (MRX I1I, DYNEX
Technologies). Los limites de deteccion y cuantificacion se definen como la sefial dada
por el blanco mas 3 desvios estandar y por el blanco 10 desvios esténdar

respectivamente.

2.11 Determinacion de suero antiofidico en sangre.

Se realiza mediante ELISA (Theakston et al., 1977; Theakston & Reid, 1979). Se
sensibilizan las placas de ELISA de 96 pozos (Microlon, Greiner) con 5 ng/pozo de una
solucion que contiene una mezcla de ambos venenos en PBS (100 uL/pozo) durante 1
hora a temperatura ambiente. Posteriormente se bloquea con una solucion de PBS-BSA
1% overnight. Las placas se lavan 5 veces con una solucion de PBS-Tween 20, 0,05%
(PBS-T) y luego se incuban 100 pL/pozo de diluciones de las muestras de sangre (1/40
a 1/2560) muestras de sangre y una solucion decreciente de SAOF VB (32 a 4000
ng/mL). Luego de transcurrido ese lapso se vuelve a lavar con PBS-T y se agrega una
dilucion 1/4000 de conjugado anti 1gG equina —PO (SIGMA) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Finalmente se vuelve a lavar la aca con PBS-T y se le agrega
una soluciéon de 100 pL/pozo del sustrato o-Phenylenediamine (OPD) (sigmafast,
SIGMA). El desarrollo de color se detiene mediante el agregado de HCI 3N y se mide la
absorbancia a 490 nm en un lector de placas de ELISA (MRX I1lI, DYNEX
Technologies). Los limites de deteccion y cuantificacion se definen como la sefial dada
por el blanco mas 3 desvios estdndar y por el blanco mas 10 desvios estandar,
respectivamente. Se define como 1 U/mL ala cantidad de inmunoglobulinas especificas

presentesen 1 pg/mL de SAOF VB.

2.12 Determinacién de anticuer pos humanos anti-suer o antiofidico.

Se realiza mediante ELISA. Se sensibilizan las placas de ELISA de 96 pozos
(Maxisorp, Nunc) con 100 pL/pozo de una solucion de PBS que contiene 1 mg/mL de
SAOF [H durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente se bloquea con una

solucion de PBS-BSA 1% overnight. Las placas se lavan 5 veces con una de
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PBS-Tween 20, 0,05% (PBS-T) y luego se incuban 100 pL/pozo de diluciones de las
muestras de sangre (1/40 a 1/1280) en PBS durante 1 hora. Luego de transcurrido
lapso se vuelve a lavar con PBS-T y se agrega 100uL/pozo de una dilucién 1/4000 de
conjugado anti IgM humano-PO (Dako) o anti IgG humano-PO (Sigma) durante 1 hora
a temperatura ambiente. Finalmente se vuelve a lavar la placa con PBS-T y se |le agrega
una solucion de 100 pL/pozo del sustrato o-Phenylenediamine (OPD) solution
(sigmafast, SIGMA). El desarrollo de color se detiene  diante el agregado de 20
pl/pozo deHCI 3N y se mide la absorbancia a 490 nm en un lector de placas de ELISA
(MRX II, DYNEX Technologies).

2.13 Determinacién de anticuer pos humanos anti veneno.

Se realiza mediante ELISA. Se sensibilizan las placas ELISA de 96 pozos
(Maxisorp, Nunc) con 100 uL/pozo de una solucién de PBS que contiene 5 nmg/pozo de
veneno de BP o RA durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente  bloquea
con una solucion de PBS-BSA 1% overnight. Las placas se lavan 5 veces con una
solucién de PBS-Tween 20 0,05% (PBS-T) y luego se incuban 100 plL/pozo de
diluciones de las muestras de sangre (1/40 a 1/1280) en PBS durante 1 hora. Luego de
transcurrido ese lapso se vuelve a lavar con PBS-T y se agregan 100 uL/pozo de una
dilucién 1/4000 de conjugado anti IgM humano-PO (Dako) o anti 1gG humano-PO
(Sigma) durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente se vuelve a lavar la placa
con PBS-T y se le agrega una solucion de 100 uL/pozo del sustrato o-Phenylenediamine
(OPD) (sigmafast, SIGMA). El desarrollo de color se detiene mediante el agregado de
20 pl/pozo de HCI 3N. Se mide la absorbancia a 490 nm en un lector de placas de
ELISA (MRX I, DYNEX Technologies).
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2.14 Western Blot

Se readliza electroforesis en gel de acrilamida tal como se detalla en el apartado 2.2. Se
siembran 50 pg de cada especie. Las muestras de veneno se corren de forma no reducida
mientras que las muestras de suero antiofidico, de forma reducida. Luego de la corrida,
las proteinas se transfieren a una membrana de nitrocelulosa de 0.22 um (Sigma). Los
sitios libres se bloquean mediante incubacién con PBS-Tween 20 1% overnight a4° C.
Trascurrido ese lapso se incuban con las muestras de sangre diluidas /10 en PBS-
Tween 20 1% durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego la membrana se lava 3
veces con PBS-T y se agrega una dilucion de 1/2000 del conjugado anti IgM humano-
PO (Dako) o anti 1IgG humano-PO (Sigma). Se incuba 1 hora atemperatura ambiente, se

lava 5 veces con PBS-T y serevelacon el sustrato 3 -cloro naftol (Sigma).
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OBJETIVOS GENERAVLES Y
ESPECIFICOS




OBJETIVOS GENERALES

- Realizar un estudio comparativo de composicion y funcional de los

venenos de importancia clinica en Uruguay.

- Analizar larespuestaclinicay bioguimica al veneno al suero

antiofidico del paciente mordido por ofidios ponzofiosos en Uruguay.

49



OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Buscar similitudesy diferencias de composicion entrelos venenos de

Bothrops pubescens y Bothrops alternatus.

- Determinar similitudesy diferencias de actividad entre los venenos de

Bothrops pubescens y Bothrops alternatus.

- Determinar, cuantificar y analizar la evolucién del veneno en los

pacientes mordidos por ofidiosen Uruguay.

- Determinar, cuantificar y analizar la evolucion del suero antiofidico

en los pacientesmordidos por ofidiosen Uruguay.

- Determinar, cuantificar y analizar la respuesta inmunol égica
humoral de los pacientes mordidos por ofidiosen Uruguay contra el

suer o antiofidico.

- Determinar, cuantificar y analizar la respuesta inmunol égica
humoral de los pacientes mordidos por ofidiosen Uruguay contra el

veneno ofidico.



RESULTADOS
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3 RESULTADOS

3.1 Anélisis compar ativo de los venenos de Bothrops alternatusy Bothrops

pubescens

Andlisisde composicion.

En la figura r1 se puede observar la electroforesis comparativa entre los venenos de
Bothrops alternatus (RA) y Bothrops pubescens (BP). La muestra esta compuesta de la

mezcla de al menos 20 ejemplares de cada especie.

PM B Pn red RAn red B Pred RA.red
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Figurarl. Perfil electroforético de ambos venenos.
PM (peso molecular). BPnred (Bothrops pubescens sin reducir). RAnred (Bothrops
alternatus sin reducir). BPred (Bothrops pubescens reducido). RA red (Bothrops

alternatus reducido).
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En principio ambos perfiles son distintos, pero si se los compara mediante densitometria
utilizando el programa GelPro 3.1 se nota que ambos venenos comparten gran parte de
las bandas (figura r2). Donde si se aprecian notables ias es en la distribucion de

las concentraciones de cada banda.
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Figura r2a. Densitometria de los carriles correspondientes a ambos venenos corridos de

formano reducida.
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Figura r2b. Densitometria de los carriles correspondientes a ambos venenos corridos de

formareducida.



En la tabla r3 se muestran las distintas concentraciones relativas de cada banda
obtenidas mediante densitometria de los carriles sin reducir. Mientras que la banda més
importante en Bothrops alternatus (RA) se ubica entre 49 y 51 KDay corresponde casi
con la tercera parte del veneno, la misma banda en Bothrops pubescens (BP)
corresponde solo con el 6 % del veneno. Por otra parte, la banda més importante de BP
se encuentra entre 18 y 20 KDa y corresponde también a un tercio del total de veneno

mientras que su contraparte en RA corresponde solo al

Tablar3. Concentracion relativa de los componentes mas abunda bos venenos
Banda (PM) Bothrops alternatus Bothrops pubescens
49-51 KDa 32 % 6 %
26 KDa 12 % 2%
23KDa 9% 20%
18 -20KDa 9% 33%

Al observar los perfiles electroforéticos reducidos se puede observar que la banda de
18-20 KDa de ambos venenos se divide en subunidades de 13 KDa. Por otra parte en
Bothrops alternatus la banda localizada a 23 KDa también se divide en subunidades de
17 KDa.

En una primera etapa es posible inferir la familia de toxinas a las que pertenece cada
banda segun su peso molecular mediante comparacion con toxinas de la misma especie

0 especies cercanas reportadas en la literatura.



En el caso de Bothrops alternatus la tarea se simplifica ya que en los ultimos afios se ha

realizado el andlisis protedmico detallado de su veneno (Ohler et al., 2010). En la tabla

r4 se observan las principales familias de toxinas que concuerdan con las bandas.

Tablar4. Posibles familias de toxinas relacionadas con cada banda.

Banda (PM)

Familia Toxinas Referencia
_ Onhler et al., 2010;
49-51 KDa Metaloproteasatipo Pll|
Gay et al., 2005
_ Onhler et al., 2010;
Metaloproteasatipo P _
26 KDa ) Rodrigues et al., 2000;
Serinoproteasa
Onhler et al., 2010;
) Geoghegan et al., 1999;
23KDsa Fosfolipasa A2
Ponce-Soto et al., 2007
Queiroz et al., 2008
Onhler et al., 2010;
_ Geoghegan et al., 1999;
18 -20KDa Fosfolipasa A2

Ponce-Soto et al., 2007
Queiroz et al., 2008
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Andlisis Funcional.

En latabla r5 se muestran los datos de dosis letal media (LD50) y de algunos ensay

bioquimicos. Se puede apreciar que el veneno de Bothrops alternatus es 50 % mas

letal que el veneno de Bothrops pubescens cuando es inyectado en ratones de forma

intravenosa.

Ambos venenos tienen una actividad coagulante similar, aunque la actividad de

Bothrops alternatus parece ser més sensible a la inhibicion por EDTA, lo

pauta de unamayor participacion de toxinas del tipo metaloproteasas.

daria

la

Por otra parte el veneno de Bothrops alternatus muestra una muy baja actividad

hemolitica indirecta en relacion con el veneno de Bothrops pubescens (figura r6). A

pesar de ello en el estudio de composicion y en las referencias bibliogréficas surge la

presencia de un importante nimero de fosfolipasas A2 en Bothrops alter natus.

Tablar5. Andlisis funcional comparativo de ambos venenos.

Bothrops Bothrops

alternatus pubescens
Dosis Letal Media (ug/mouse) 20+ 3 30+3
Actividad hemolitica indirecta especifica (UA/mg) 24+ 3 478 + 90
Tiempo de coagulacion (min.) 12+ 3 12+ 3
Tiempo de coagulacion + EDTA (min.) 22+ 3 17+ 3
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Figurar6. Actividad hemolitica indirecta para distintas concentraciones de ambos

venenos. Bothrops alternatus (BA); Bothrops pubescens (BP)

En la figura r7 se puede observar el zimograma de gelatina correspondiente a ambos
venenos. Mientras que en Bothrops alternatus (RA) se observan 2 bandas de digestion,
en Bothrops pubescens (BP) se observan 3. La banda de digestion adicional de BP esta
situada entre 25y 35 KDay no tiene contraparte en RA, lo que corresponde a otrade las
diferencias entre los venenos. Labanda N° 2 de digest  que ambos venenos tienen en
comun se localizan justamente sobre las bandas de 49-51 KDa, lo cual concuerda con
lo sospechado en el andlisis de composicion, acerca de la identidad de estas bandas

como metaloproteasas.
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Figurar7. Zimogranma de gelatina de ambos venenos.
PM (peso molecular). RA (Bothropsalternatus). BP (Bothrops pubescens). Los

numeros indican las distintas zonas de digestion.

Uno de los principales efectos de los venenos botrépicos sobre la coagulacion se debe
especificamente a su actividad sobre el fibrindgeno. En lafigurar8 se puede observar el
patron de digestion de las distintas cadenas que componen el fibrinbgeno. Ambos
venenos digieren las cadenas a y 3 en tiempos relativamente cortos (menos de 2 horas)
mientras que la cadena ? es digerida en tiempos mayores. Si bien la actividad de
digestion es similar en ambos venenos el patron de digestion es diferente, tal como se

observaen los carrilesdel 5y 9.
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Figurar8. Cinética de digestion de fibrindgeno.

PM (peso molecular). Carril 1. Fibrinégeno bovino (50 pg). Carriles 2 a 5. Fibrindgeno
digerido por Bothrops alternatus a 0, 30, 80, 800 minutos respectivamente. Carriles 6 a
9. Fibrindgeno digerido por Bothrops pubescens a 0, 30, 80, 800 minutos
respectivamente.

En lo que serefiere a la cinética de digestion, el andlisis por densitometria de las bandas
muestra que el veneno de Bothrops pubescens parece ser mas activo que el de Bothrops
alternatus en la digestion de cualquiera de las 3 cadenas de fibrindgeno. Esta diferencia

se hace mas notable en el caso de la cadena ? (figuras r9).
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Figurar9a. Cinética de digestion de la cadena a de fibrindgeno por parte de ambos

venenos.
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Figurar9b. Cinética de digestion de la cadena (3 de fibrindgeno por parte de ambos

venenos.
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Figurar9c. Cinética de digestion de la cadena ? de fibrindgeno por parte de ambos

venenos.
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3.2 Evolucion dela concentracion de veneno en los pacientes

Para el siguiente objetivo se contd con la participacion de 29 pacientes de los cuales se
obtuvieron 19 muestras de sangre obtenidas antes de iniciar el ratamiento con suero
antiofidico (pre-saof), 19 muestras de sangre a las 12 horas de iniciado el tratamiento
(post-12) y 15 muestras obtenidas a las 24 horas de iniciado el tratamiento (post-24).
Las manifestaciones clinicas de los pacientes, asi como sus caracteristicas al arribo al

hospital se muestran en latablar10.

En la gran mayoria de los casos €l accidente se considerd entre leve y moderado,
presentando al menos una de las caracteristicas del envenenamiento (edema,
ateraciones en el tiempo de coagulacion, tiempo de protrombina, niveles de
fibrinbgeno) (Pinho & Pereira, 2001). En dos de los casos fueron considerados como
muy leves o0 dudosos. Estos pacientes mostraban sefidles de mordedura pero sin la
presencia de edema. Uno de ellos presentaba parametros normales de coagulacion,
protrombina y fibrinGgeno mientras que el otro presentaba un minimo descenso en los
niveles de fibrindgeno sin cambios en el tiempo de coagulacion. Ambos recibieron 4

viales de suero antiofidico y fueron dados de alta 4 dias mas tarde.

Uno de los casos fue considerado como grave. El paciente presentaba edema
importante, sangrado, petequias y alteraciones serias la coagulacion. Ademés
presentaba una importante trombocitopenia. Recibié 8 viales de suero antiofidico al
ingreso y 8 viales mas al dia 5 de tratamiento. Estuvo internado en terapia intensiva por
10 dias y solo comenzo a recuperarse luego de recibir 8 viales al dia 5. Fue dado de
alta a las 2 semanas. Este paciente ademés present6 un efecto de envenenamiento tardio
gue se analiza més adelante en esta seccion. No se reg

Casos.
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Tablar10.

Caracteristica

Género (% masculino) 72
Edad (rango de anos) 14 - 68
Mordida en miembro inferior (%) 69
Tiempo trascurrido entre mordedura e inicio del tratamiento (% 97
menor de 3 horas)

Presencia de doble marca de mordida (%)? 93
Dolor (%)? 55
Edema (%)° 59
Tiempo de coagulacion (% més de 30 minutos o incoagulable)® 55
Equimosis (% alrededor de la mordida)® 34
Numero de viales de antiveneno recibido (% 4 viales) 76
Numero de viales de antiveneno recibido (% 8 viales) 21
Numero de viales de antiveneno recibido (% més de 8 viales) 3
Dias de internacion (% menor de 6 dias) 97

a) Al arribo a hospital




Capacidad neutralizante del suero antiofidico.

Durante la realizacion de este estudio el suero antiofidico utilizado en la clinica
correspondi6 al procedente del Instituto Vital Brasil fragmento F(ab’), , Instituto Vital
Brazil, Antibothropico Polivalente, RJ, Brazil).

Fueron realizados los controles de potencia expresados mediante dosis efectiva media
(ED50) de este suero para determinar su capacidad neutralizante frente a los venenos
nacionales. Los resultados se muestran en latabla rl11.

Los requerimientos de potencia de los sueros usados en Uruguay exigen una dosis
efectiva media minima de 2,5 mg/mL para Bothrops alternatus y 1,5 mg/mL para
Bothrops pubescens (Carreira et al., 2005). A pesar de que el suero Vital Brazil no
contiene el componente B. pubescens en su férmula, de todas formas posee una buena

neutralizacion cruzaday cumple con lo requerido.

Tablarll. Determinacion de la capacidad neutralizante de los sueros antiofidicos
utilizados en este estudio

Vital Brazil (lote 085106) Instituto de Higiene (lote 2B)
Antigenos incluidos en B. jararaca; B. jararacusu; B. alternatus; B. pubescens
suero antiofidico B. alternatus; B. neuwiedi;

B. mojeini
Veneno ED50 ED50
Bothrops alternatus 2,5 mg/mL 2,7 mg/mL
Bothrops pubescens > 2.5 mg/mL > 3mg/mL




Determinacién de veneno en sangre.

Para cumplir con este objetivo se desarroll6 el ELISA gue se detalla en la
seccion 2.11 de Materialesy M étodos.

Este ELISA tiene un limite de deteccion de 15 ng/mL y un limite de cuantificacion de
20 ng/mL y presenta una respuesta lineal entre 16 y 128 ng/mL. La curva de calibracion
hallada se solapa cuando se utilizd cualquiera de los venenos o la mezcla de los
mismos como curva. Por lo tanto se procedio a utilizar una solucién que contiene 50 %
de ambos venenos, siendo el resultado independiente de la especie que causo el

accidente.

L os resultados de las determinaciones de veneno en sangre en los pacientes se describen
en la tabla r13. De las 19 muestras obtenidas antes de comenzar el tratamiento (pre-
saof) solo una muestra estuvo por debajo del limite de cuantificacion del ELISA. Esta
muestra casualmente correspondio a uno de los pacientes considerados dentro del grupo
muy leve o dudoso. En este caso, teniendo en cuenta las manifestaciones clinicas y el
resultado del ELISA podria considerarse que el ofidio inyectd muy poco veneno, no
inyectd veneno o fue mordido por una especie no venenosa. En el otro caso
perteneciente a este grupo se pudo cuantificar una concentracion minima de veneno (20
ng/mL) y se pudo concluir que ese paciente efectivamente habia sido mordido por un

ofidio ponzofioso.
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Tablarl3. Determinacion de veneno en sangre obtenida de los pacientes tratados por

accidente ofidico.

Muestras Promedio* | Mediana* Rango
Muestra Total
positivas (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Pre-Saof
19 18 57 55 140-0
Post-12 hrs
19 3 20 20 20-0
Post-24 hrs
15 0 - - -

* Muestras positivas

En promedio se obtuvo una concentracion de veneno en sangre de 57 ng/mL con un

rango de 0 a 140 ng/mL. No fue posible relacionar la concentracion de veneno con la

gravedad del accidente debido a que la mayoria de los

ientes presentaron

manifestaciones clinicas que corresponden a accidentes leves a moderados. La

distribucién de la concentraciones de veneno en las muestra pre-suero se pueden

observar en el histogramade lafigura rl14.
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nimero de pacientes
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concentracion de veneno (antigenemia) (ng/mL)

Figurarl4. Histogramade distribucion de las concentraciones de veneno en las

muestras pre-saof
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En las muestras obtenidas a las 12 horas de iniciado el tratamiento (post-12 hrs), solo se
pudo detectar la presencia de veneno en 3 de las 19 muestras. En los 3 casos se
determind la concentracion minima cuantificable (20 ng/mL). Ninguno de los 3
pacientes manifesté particularidades en comparacion con € resto de los pacientes.

A las 24 horas de iniciado el tratamiento (post-24 hrs) no se detectd veneno en ninguno
delos 15 casos analizados.

Uno de los pacientes estudiados presentd un envenenamiento grave. Lamentablemente
no se pudo obtener la muestra pre-saof de este paciente, pero si muestras posteriores en
las que se determina un fendmeno de envenenamiento tardio que se detalla més adelante

en esta seccion.

3.3 Evolucion dela concentraciéon de suero antiofidico en sangre.

Con este proposito se desarrollé el ELISA de captura detallado en la seccion 2.12, que
tiene un limite de deteccion de 0,03 U/mL y un limite  cuantificacion de 0,06 U/mL
con una respuesta lineal entre 0,03y 0,5 U/mL. En este caso se utilizé como referencia
pararealizar la curva de calibracion el suero antiofidico proveniente de Vital Brazil, del

mismo origen que el usado en el tratamiento.

Se determinaron las concentraciones a las 12 hrs, 24 hrs 'y 15 dias. Los resultados se

presentan en lafigurarlb.
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Figurarl5. Evolucién de la concentracion de anticuerpos especificos del suero

antiofidico en sangre de los pacientes

Claramente se puede observar que la velocidad de desaparicion entre las 12 y las 24
horas es mucho mayor que entre las 24 horas y los 15 dias

Como forma de acercamiento al tema se plantea realizar los calculos de tiempo de vida
media en ambos periodos considerando una desaparicion primer orden utilizando

paraello las siguientes expresiones:

C. =G .e"“

C: (concentracion de anticuerpos especificos de SAOF atiempo t) ; C; (concentracion
de anticuerpos especificos de SAOF inicial) ; K (constante) ; t (tiempo)
y

Ty, =1In2/k

es el tiempo medio de desaparicion
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Serealizan los célculos para cada caso y se calculan los promedios. Los resultados se

muestran en latablarl16.

Tablarl6.
T % promedio T %2 mediana T Y2rango N
(hrs) (hrs) (hrs) (muestras)
12 —24 horas 20,0 19,8 12,7- 31,2 12
1-15 dias 115 100 46 - 223 6
PruebaT <0,05

Se comparan ambos grupos mediante una prueba T y esta indica claramente que los
tiempos de vida media (T %2) son distintos. De esta forma se puede considerar que los
mecanismos de desaparicion de las inmunoglobulinas especificas del suero antiofidico

en ambos periodos son distintos.

3.4 Envenenamientotardio

Desde el punto de vista clinico, este fenomeno se refiere a la aparicion tardia de
sintomas de envenenamiento luego de que el paciente comenzara a restablecerse (Ho et
al., 1990).

Este fendmeno puede darse hasta luego de varios dias de comenzado el tratamiento y
probablemente tenga relacion con un efecto del tipo “reservorio” desde donde el veneno
difunde lentamente hacia los vasos. De esta forma el suero antiofidico va neutralizando
el veneno hasta que se supera su capacidad de neutralizacidon y el paciente vuelve a

manifestar sintomas de envenenamiento.
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En lafigurarl? se observan los valores de anticuerpos especificos del suero antiofidico
y veneno determinados en un paciente con envenenamiento grave. En este caso €l
paciente siempre manifestd sintomatologia de envenenamiento hasta la segunda
administracion de suero antiofidico.

Notese la presencia de veneno en sangre entre los dias 2y 4 y también la presencia de
anticuerpos especificos anti-veneno en ese momento, lo que indica que no es necesario

la desaparicion de todo el suero antiofidico para que se manifieste este fenomeno.

o 1 M S— —| —
H antiveneno (U/mL)

200 B veneno (ng/mL)
600
500
400
300
200
100

0 . .

1 2 3 4 A 5
dias post antiveneno 2° administracion de
antiveneno

Figurarl?. Evolucién de los niveles de veneno y anticuerpos especificos del suero

antiofidico de un paciente con envenenamiento tardio.
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3.5 Analisisdelarespuesta humoral delos pacientes frente al suero antiofidico

Para llevar adelante este objetivo mediante un ELISA se determinan los titulos de
anticuerpos 1gG e lgM reactivos contra el suero antiofidico (origen equino).

El andlisis se realizd en 11 muestras de pacientes bajo tratamiento por accidente ofidico.
Todos los casos fueron entre leves y moderados y recibieron 4 u 8 viales de suero
antiofidico. Los pacientes (8 hombres y 3 mujeres) tenian edades de entre 10 y 58 afios
Serealiza una comparacion detitulo entreel diaOy el dia 15.

En la figura rl8 se observan los titulos de 1gG, mientras que en la figura r19 se
observan los titulos de IgM. En color celeste se muestran los pacientes que recibieron 4

viales mientras que en azul figuran los que recibieron 8 viales.
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Figurarl8. Evolucién de los titulos de IgG contra el suero antiofidico ( F(ab’), origen
equino). En celeste figuran los pacientes que recibieron 4 vialesy en azul quienes

recibieron 8 viales.
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Figurarl9. Evolucion de los titulos de IgM contra el suero antiofidico ( F(ab’), origen
equino). En celeste figuran los pacientes que recibieron 4 vialesy en azul quienes

recibieron 8 viales.

Si bien la respuesta es heterogéneay existen pacientes que no generan titulo, la mayoria
responde aumentando su titulo entre 4 y 50 veces con relacion al dia 0. A pesar de ello,
no se registrd en ninguno de estos pacientes sintomatologia relacionada con la
enfermedad del suero. El analisis estadistico de los datos se aprecia en la tablar20. Los
resultados expresan el fendbmeno en general, ain teniendo en cuenta que existen
pacientes que no generan titulo, de igual forma el andlisis en general indica un aumento

detitulo.
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Tablar20. Analisis estadistico de la evolucién de los titulos de anticuerpos contra el

suero antiofidico.

Aumento en €l titulo delgG

Dia0 Dia15
Promedio 20 265
Desvio estandar 12 299
Pruebat 0,02
ANOVA 0,01
Aumento en €l titulo delgM

DiaO0 Dia15
Promedio 32 230
Desvio estandar 50 309
Pruebat 0,06
ANOVA 0,05

Por otra parte en ambas gréficas se puede observar los titulos de los pacientes que
recibieron 4 viales (celeste) u 8 viales (azul). Tal como se aprecia en latabla r21, existe
una relacion entre el nimero de viales administrados el titulo de anticuerpos al dia 15
en el caso de las IgG, no asi para el caso de las IgM. Probablemente al aumentar €l

nuamero de pacientes se pueda apreciar unadiferencias  ificativaen ambos casos.
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Tablar21. Analisis estadistico de la evolucién de los titulos de anticuerpos contra el

suero antiofidico segun la cantidad e viales recibidos en el tratamiento.

Diferencias en el titulo de I gG segun el nUmero deviales

4 viales 8viales
Promedio 123 512
Desvio estandar 153 351
Pruebat 0,03
ANOVA 0,03

Diferencias en € titulode IgM segin € nimerodeviales

4 viales 8viales
Promedio 102 452
Desvio estandar 72 452
Pruebat 0,07
ANOVA 0,06
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Con €l suero de 2 pacientes con alto titulo, se procedié a realizar un Western Blot,
contra el suero antiofidico Vital Brazil (F(ab’), )el cual se detalla en la seccion 2.14 de

materiales y métodos,

El resultado se muestra en la figura r22. Se observa que la respuesta es contra toda la
molécula (cadenas pesadas y livianas) y también existe una respuesta contra elementos
de menor peso molecular. Estos probablemente correspon a fragmentos de
inmunoglobulinas generados en el proceso de digestion péptica que se utiliza en el

proceso de produccion de fragmentos F(ab’ ),

|
B B i PM

oG 1gM 196 o) IBG IBM IgG lgM
IgG IgM lgGlgM g g gG 19

dgila cﬂa dia (dia dia [dia |dia dia

0| 0/[15]15 0| 0 15 15

38

|.‘ Taﬁanas Pesadas |~ Ldunas Pesadas H =

Cadenas Livianas Cadenas Livianas 24 —

[ 17 —
b lfragmentos lg . Lragmantos lg

12 —
|

.u #T {{ —

Figurar22. Identificacion de la respuesta contra el suero antiofidico de 2 pacientes (A y

B) seleccionados con alto titulo, mediante Western Blot.
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3.6 Analisisdelarespuesta humoral delos pacientes frente al veneno.

Para llevar adelante este objetivo se determina mediante ELISA los titulos de
anticuerpos 1gG e IgM reactivos contra el veneno. El analisis se realizé en las mismas
11 muestras de pacientes incluidas en el andlisis anterior. El resultado de los ELISA se

detallaen lafigurar23.

Tal como se puede observar la respuesta es mucho méas heterogénea que en el caso
anterior. Es importante tener en cuenta que no es posible identificar inequivocamente
cual de los dos ofidios fue el causante de accidente por lo cual se analizan ambos.

El indice de pacientes que no responden a veneno es mayor que en el caso de la
respuesta contra los anticuerpos. La mejor respuesta en este caso se aprecia para las |gM
contra el veneno de Bothrops pubescens. En principio no se puede concluir si es que la
mayoria de los pacientes fueron mordidos por Bothrops pubescens o que esta especie
generaunamejor respuesta.

Por otra parte en el caso de la respuesta en IgM contra Bothrops alternatus, no se
detecta respuesta en ninguno de los casos, las posibles causas son las mismas que para
el caso anterior.

Es muy interesante notar que uno de los pacientes es quien reflgja una respuesta muy
importante en IgM e 1gG contra Bothrops pubescens y en 1gG contra Bothrops
alternatus. Este paciente no cuenta con antecedentes de haber sido mordido en alguna
oportunidad anterior y casualmente es uno de los que responde mejor también en el caso
de la reactividad contra el suero antiofidico. Como particularidad que puede tener
relacion con el titulo alcanzado por este paciente, se detalla en su historia clinica la

presencia de unainfeccién bacteriana concomitante con la mordedura.
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Figura r23. Evolucion de los titulos de anticuerpos contra el veneno de Bothrops
pubescens (BP) y Bothrops alternatus (RA). Arriba alaizquierda, respuestalgM
contraBP. Arribaa la derecha, respuesta de IgG contra BP. Abajo a laizquierda,

respuestade IgM contra RA. Abajo ala derecha, respuestade IgG contra RA
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Con €l suero de este paciente se procedio a realizar un Western Blot para determinar
contra que componentes se desarroll6 la respuesta (figura r24). Tal como se aprecia en
los carriles BP (veneno de Bothrops pubescens revelado con Fast Green) y BP 1gG
(Western blot) se puede afirmar que la respuesta es préacticamente contra todos los
componentes presentes en el veneno de BP. Incluso mediante el Blot se detectan bandas

gue no se detectan en latincion de proteinas de la membrana de nitrocelulosa.

Por otra parte al comparar los carriles de RA (veneno de Bothrops alternatus revelado
con Fast Green) y RA 1gG (Western blot) se puede apreciar que la respuesta no es tan
extensay solo se da en algunas bandas. Las bandas situadas a 22 KDay 32 KDa son las
gue mejor reaccionan existiendo también reaccion a 16 y componentes mayores a
100 KDa

Esto dala pauta que este paciente fue mordido por una Bothrops pubescens y que existe
una importante reactividad cruzada con Bothrops alternatus. En principio el Western
Blot generd mejores resultados que el ELISA para poder identificar el ofidio implicado

en el accidente.
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Figura r24. Identificacion de la respuesta contra el veneno de Bothrops pubescens (BP)
y de Bothrops alternatus (RA) de un paciente seleccionado con alto titulo mediante
Western Blot. PM, peso molecular. BPy RA perfil prote os revelado
con €l colorante Fast Green. BP/IgG y RA/IgG respuesta del paciente en 1gG contra

ambos venenos.



DISCUSION
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4 DISCUSION

4.1 Analisis compar ativo de ambos venenacs.

En promedio existen en Uruguay unos 65 casos de accidentes ofidicos por afio. Todos

son causados por Bothrops alternatus y Bothrops pubescens (Carreira et al., 2008).

De todos estos casos no se tienen informacion concreta de cuantos se deben a una u
otras especie. El problema es que es dificil identific la especie por parte de personas
no expertas. En muchos casos el paciente no advierte el ofidio y en otros el contacto
visual es tan acotado que no permite la identificacion. Sumado a esto, la identificacion
por nombres comunes es confusa ya que si bien se considera como Crucera a Bothrops
alternatus y como Y ara a Bothrops pubescens, segun la region del pais se le denominan

Cruceras o Yaras atodos los ofidios ponzofiosos presentes en esa zona.

En la préctica clinica la discriminacion entre ambas especies no es relevante ya que la
sintomatologia es similar y el tratamiento es el mismo para ambos casos e incluye el
mismo suero antiofidico polivalente o bivalente. Esto considerables ventajas a la
hora del tratamiento ya que independientemente de cual de ambos ofidios es el
involucrado, la presencia de sintomatologia y la realizacion de los andlisis clinicos
correspondientes pueden indicar el inicio del tratamiento, que en todos los casos es lo
adecuado.

Esta importante ventaja puede inducir el error de considerar ambas especies como la

mismay simplificar el accidente solo a una especie cuando existen claras diferencias

entre ambas.
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En principio se consideraba que la especie Bothrops alternatus podia ser mas peligrosa
gue Bothrops pubescens debido a que en los ensayos de DL50, B. alternatus posee una
dosis letal media considerablemente menor que B. pubescens. Sumado a esto, el tamafio
de B. Alternatus es generalmente mayor que B. pubescens por lo que podria inyectar

mas veneno.

Sin dudas este Ultimo aspecto parece més importante que el primero ya que es dificil
proyectar la respuesta del veneno intravenosa en ratones la inoculacion intradérmica o
intramuscular en humanos. Existe otro aspecto importante a considerar que es la
capacidad neutralizante de suero antiofidico frente a ambos venenos lo que se discutira

mas adelante en esta seccion.

Toxinas de Bothrops alternatus.

Existen evidencias que las toxinas mas abundantes en B. alternatus corresponden a la
familia de las metaloproteasas, principamente del tipo PIIl. Estas toxinas se
corresponden con casi 1/3 del total del veneno aunque la incidencia de todos los tipos de
metaloproteasas en B. alternatus puede sobrepasar el 50 % del total de toxinas presentes
en el veneno (Ohler et al., 2010). La secuenciacion del n- terminal de la proteina o la
digestion triptica de las bandas y posterior identificacion por espectrometria de masas

serian necesarias para confirmar este punto.

Las metaloproteasas tienen efectos toxicos sistémicos o que se refiere a alteraciones
en la coagulacion y hemorragias (Bjarnason & Fox, 1993; Tanjoni et al., 2003) y locales
generando lesion en los tejidos (Gutierrez & Rucavado, 2000; Gay et al., 2005)

En el caso de este veneno las metaloproteasas parecen tener una importante
participacion en la actividad coagulante debido a la inhibicion producida al agregar
EDTA.



En relacion con las fosfolipasas A2 si bien se detectd muy baja actividad hemolitica
indirecta (ensayo general de fosfolipasas) en relacion con B. pubescens esto no resta
importancia a la presencia de estas toxinas en B. alternatus. Existen varias
publicaciones que detectan actividad de fosfolipasa utilizando otro tipo de sustrato,
como el 1,2-dithio andlogo de diheptanoy! phosphatidylcholine (Ohler et al.,2010).

Por otra parte Queiroz y colaboradores (2008) realizaron en Brasil un estudio extenso
acerca de la actividad de los venenos de ese pais. Ellos encontraron actividad
fosfolipasa en la B. alternatus brasilera utilizando el sustrato 4-nitro-3-octanoyloxy
benzoic acid. Sin embrago en comparacién con otros ofidios del género Bothrops poseia

una actividad mucho menor.

Otra informacion complementaria a este tema la brinda  equipo de Ponce-Soto y
colaboradores (2007). Ellos purifican, de Bothrops alternatus, una Fosfolipasa A2 del
tipo Lys 49. llamada BaTX. Esta toxina tienen un peso molecular de 13898,71 Da 'y
posee una alta actividad miotoxica y formadora de edema sin embargo no registra

actividad in vitro utilizando el sustrato 4-nitro-3-octanoyloxybenzoic acid.

Todos estos datos pueden llevar a plantear la posibilidad de que las Fosfolipasas de esta
especie son atamente selectivas 0 exhiben toxicidad a interaccionar con su célula
blanco. Un fendmeno que sucede con algunas Fosfolipasas es su activacion especifica
en el sitio de accion. Tal es el caso de la neurotoxina Crotoxina de Crotalus durissus
terrificus. Esta toxina esta compuesta por 2 subunidades, las cuales tienen baja o nula
actividad Fosfolipasa. Al encontrar su receptor en los axones de los nervios motores, las
unidades se separan y la subunidad B exhibe una importante actividad Fosfolipasa.
(Rangel-Santosa et al, 2004).

Otras toxinas informadas para el veneno de RA son: serinoproteasas (Ohler et al.,2010),
L- aminoxidasas (Stabeli et al., 2004), y Hialorunidasas (Queiroz et al., 2008).



Toxinas de Bothrops pubescens.

Existe muy poca literatura acerca de B. pubescens debido que hasta el afio 2000 estaba
incluida en el complejo “Neuwiedi” y luego este complejo se subdividio en 7 especies
(da Silva & Trefaut, 2008). B. pubescens es un ejemplar que queda distribuido
solamente en Uruguay y sur de Brasil. Debido a esto la discusion estara apoyada en

referencias de todo el complejo.

El componente mas abundante detectado en B. pubescens corresponderia al grupo de las
Fosfolipasas A2 con cerca de 1/3 del total de proteinas existente en el veneno. Este
resultado concuerda con el ensayo de actividad Hemolit  Indirecta donde el veneno de
B. pubescens posee una alta actividad. En principio las Fosfolipasas de este veneno

estarian activas y tendrian una especificidad amplia.

En lo que refiere a las gelatinazas ambas especies comparten similitudes, aunque a
distinta concentracion, sin embargo B. pubescens desarrolla actividad gelatinasa en el
rango de 25-35 KDa mientras que B. alternatus carece de actividad en esta zona. En la
region se encuentran reportadas la presencia de Pl metaloproteasas 0 serinoproteasas
(Rodrigues et al, 2000; Costa et al., 2009). En relacion a las serinoproteasas, Costa y
colaboradores (2009) describen una enzima tipo trombina de 35 KDa en Bothrops
pauloensis que podria estar relacionada con la banda detectada. toxina tiene una
importante actividad sobre el fibrinbgeno y podria corresponder a la degradacion
detectada en nuestro ensayo La secuenciacion del n- terminal de la proteina o la
digestion triptica de las bandas y posterior identificacion por espectrometria de masas

serian necesarias para avanzar en este punto.

Otros aspectos de la actividad de los venenos.

La actividad enzimética sobre el fibrinOgeno es de gran importancia tanto en los
aspectos toxicologicos, como en los aspectos biotecnoldgicos y de desarrollo de nuevos

farmacos. En lo que refiere a los aspectos toxicolégicos, la actividad hemostatica es una



de los principales y més graves efectos sistémicos producidos por los venenos de las
especies pertenecientes al género Bothrops.

Por otro lado la activacion de fibrindgeno tiene relevancia en una gran cantidad de
enfermedades, entre ellas las enfermedades cardiovasculares. La identificacion de
enzimas fibrinoliticas es una de las lineas de investigacion méas importantes para el
tratamiento de enfermedades vasculares ocluyentes como trombosis o infartos

cerebrales.

El fibrinégeno estd compuesto por 3 pares de cadenas polipeptidicas llamadas a, 3 y ?,
unidas por puentes disulfuro (Uitte et al., 2009). Cuando la Trombina es activada por
cualquiera de las vias de la coagulacion, esta proteasa corta 2 péptidos de las cadenas a
y B (fibrinopéptidos), lo cua hace que quede expuesta una zona hidrofébica en la
molécula de fibrindgeno, produciendo la agregacion del mismo debido a interacciones
hidrofobicas (Doolittle et al., 1996). La Trombina también activa el Factor X111, que es
una transglutaminasa que forma enlaces covalentes entre las moléculas de fibrina,

estabilizando el coégulo.

La presencia en el veneno de enzimas similares a la Trombina estéa publicado (Costa et
al., 2009) y es importante para el efecto pro-coagulante del veneno. Por otro lado, la
presencia de enzimas fibrinoliticas también ha sido sefialada (Marckland 1998;
Swenson & Marckland, 2005) en otras especies y, por |0 que se observa en el patron de

digestion de fibrindgeno, es posible que también estén presentes en estas especies.

4.2 Capacidad neutr alizante del suero antiofidico.

El protocolo de tratamiento para el accidente ofidico  ge que el suero antiofidico
tenga como minimo una dosis efectiva media de 2,5 mg/mL para Bothrops alternatus y
1,5 mg/mL para Bothrops pubescens (Carreira et al., 2007). La mayor exigencia de
potencia para B. alternatus no esta totalmente justificada pero se considera que fue
impuesta debido a en promedio un mayor tamafio de esta specie en relacion con B.
pubescens, por ende la capacidad de inocular mayor cantidad de veneno. Tal es asi que
unadosis de suero antiofidico (4 viales) esta pensada para neutralizar 100 mg de veneno

deB. alternatus y 60 mg de veneno de B. pubescens.

86



Sin embargo al desarrollar el suero antiofidico bivalente en los equinos, el veneno de B.
pubescens obtiene una mejor respuesta neutralizante que el veneno de B. alternatus,
como se muestra en la tabla r10. Como regla general, la potencia de los sueros
bivalentes es casi un 50 % mayor para e componente B. pubescens que para B.
alternatus. Mas interesante alin es que en los sueros polivalentes de origen brasilero,
gue no incluyen en su formula a B. pubescens, la regla se mantiene y neutralizan mejor

el componente letal de B. pubescens que €l de B. alternatus.

La posible explicacion sobre este punto es que, tal como se manifestd en la seccion
anterior, ambos venenos comparten gran parte de la identidad de las toxinas, por lo que
se genera también una importante reaccion cruzada. Sin embargo, B. alternatus debe
poseer un componente letal particular y de menor capacidad inmunogénica que los
componentes de B. pubescens y los componentes comunes a ambos venenos. Este
funciona como limitante o como toxina alfa segun los p ulados de Christensen

mencionados en la Introduccion.

En la préactica esto genera que en la clinica se disponga de sueros antiofidicos de mayor
potencia sobre B. pubescens que sobre B. alternatus. Entonces un suero antiofidico que
neutraliza 2,5 mg/mL del componente de B. alternatus (100 mg/dosis) neutraliza
alrededor de 3,5 mg/mL de B. pubescens (140 mg/dosis). Si a esto se le suma la
premisa que B. alternatus, al ser de mayor tamafio, puede inocular mayor cantidad de
veneno que B. pubescens, podemos llegar a la conclusion de que los casos que requieren
mas de una dosis de suero antiofidico probablemente correspondan a envenenamientos
por B. alternatusy no por B. pubescens. Esto conlleva también a esperar que los casos
més graves detectados, donde fue necesaria la administracion de hasta 4 dosis de suero

antiofidico, correspondan también a envenenamientos por B. alter natus.

4.3 Determinacion de veneno en sangre delos pacientes.

Se desarrollé un ELISA con el fin de obtener datos acerca de la concentracion de

veneno en sangre o la concentracion de antigenos de veneno en sangre. El ensayo
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desarrollado no posee una alta sensibilidad (20 ng/mL) pero es suficiente para poder
cuantificar los niveles de veneno presentes en los pacientes mordidos en Uruguay.

Si se desea aumentar la sensibilidad del ensayo el uso de anticuerpos biotinilados ha
demostrado aumentar la sensibilidad del ensayo hasta limites cercanos a 1 ng/mL
(Kulawickramaet al., 2010).

La concentracion de veneno detectada al arribo al hospital depende de varios factores
incluyendo la especie agresora, su tamaiio y el accidente particular (O’ Leary et al.,
2006; Kulawickramaet al., 2010.

El nivel promedio de veneno encontrado en los pacientes al ingresar al sanatorio fue de
57 ng/mL con un rango entre 20 y 140 ng/mL. Resultados comparativos con otras
serpientes del género Bothrops se muestran en latabla d1. Tanto en Colombia como e

Martinica los resultados son similares a los obtenidos en Uruguay .

Tabladl. Cuantificacion del veneno en pacientes en otros paises de América con

accidentes por ofidios del género Bothrops

Pais Especie Promedio Media Referencia
Brasil B.jararaca 224 ng/mL 113ng/mL  Francaet al. (2003)
Colombia B. atrox 67 ng/mL Otero et al. (1996)
Martinica B. lanceolatus 6-80ng/mL Bucher et al. (1997)




En el caso de Martinica fue posible relacionar la cantidad de veneno del paciente al
ingreso con la gravedad del accidente (Bucher et al., 1997). En nuestro caso no fue
posible debido a que la gran mayoria de los pacientes sufrieron un envenenamiento en el

rango de leve a moderado.

En Brasil se obtienen valores sensiblemente mayores en los accidentes de B. jararaca.
De todas formas, si se observan mejor los resultados y si se comparan con la mediana
obtenida, se puede concluir que la mayoria de los casos registrados en Brasil tienen un
nivel similar de veneno en sangre a los ocurridos en los otros paises (Franca et al.,
2003). Existen sin embargo casos particulares en los cuales se detectan muy altas
concentraciones de veneno en sangre (> 400 ng/mL), los cuales elevan el promedio.
Esto se deba posiblemente a la deteccion de casos excepcionales de rapida difusion del
veneno a la sangre debido a una mordedura en un tejido muy vascularizado que no se

detectan en nuestro ensayo debido al nimero de pacientes estudiados.

4.4 Evolucion delos niveles desuero antiofidico en | os pacientes

En la figura r15 de los resultados se puede apreciar ¢ ramente una mayor tasa de
desaparicion de los anticuerpos especificos del suero en el periodo que va

desdelas 12 a 24 horas que en €l periodo que vade las 24 horas a los 15 dias.

Ho y colaboradores (1990) reportaron una caida de la concentracion del suero
antiofidico del tipo bifasica en pacientes mordidos en Asia por Calloselasma
rhodostoma. Ellos identificaron una primera fase de eliminacion répida que
denominaron de distribucion y una segunda fase mas lenta con una caida de primer
orden gque denominaron fase de eliminacion. Los tiempos de vida media informados
para cada fase fueron de 0,3 a 1,96 horas para la primera fase dependiendo del tipo de
suero antiofidico usado, y de 45 a 96 horas para la segunda fase. En la primera fase se
darian los fendmenos de distribucion compartimental y izacion del veneno
presente en sangre, mientras que en la segunda etapa se daria la eliminacion del suero

antiofidico excedente.

89



Por otra parte Véazquez y colaboradores (2005), trabajando con suero antiescorpion en
pacientes sanos, lograron determinar 4 componentes de pariciobn usando una
ecuacion tri-exponencial. Las dos primeras fases fueron relacionadas con la distribucion
corporal (0,25 y 3,3 horas) mientras que las dos restantes se relacionaron con la

eliminacion del suero (14,2 y 161 horas).

Teniendo en cuenta los antecedentes publicados por Ho  al. (1990) y que el ensayo de
ELISA detecta principalmente anticuerpos especificos| , se puede determinar que la
desaparicion de los anticuerpos entre las 12 y 24 horas corresponderia a la
neutralizacion del veneno que difunde de los tejidos hacia los vasos, lugar donde se da

principalmente esta reaccion.

En cambio, la desaparicion entre las 24 horas y los 1 dias corresponderia a la
eliminacion de los anticuerpos remanente, probablemente debido a un proceso de
endocitosis y de una respuesta humoral contra el suero antiofidico, tal como se detect

en este trabg 0.

Los procesos de desaparicion por distribucion corporal y el de desaparicion por
neutralizacion del veneno presente en sangre cuando se administra el suero antiofidico
se dan en tiempos menores a las 12 horas (Ho et al., 1990), por lo que no fueron

cubiertos por este estudio.

En conclusion, existirian a menos 4 tiempos distintos de eliminacion de los anticuerpos
especificos del suero antiofidico: el de distribucion el de neutralizacion del
veneno existente en sangre, el de neutralizacion del veneno que difunde de los tejidos, y

el de eliminacion del suero antiofidico excedente.

4.5 Envenenamiento tardio
En el caso considerado como severo (resultados 3.4), en la sangre del paciente se

detect0 la reaparicion de veneno en presencia de una importante cantidad de suero

antiofidico (anticuerpos especificos) a partir del segundo dia de ingresado (figurarl7).
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Ho y colaboradores (1990) observaron que, en pacientes con sefiales de envenenamiento
tardio, se comenzaba a detectar veneno en sangre cuando los niveles de suero
antiofidico descendian por debajo del 20 % del nivel medido al ser administrado.

Este fendmeno es confuso, ya que los ensayos de ELISA, tanto para la determinacion
de veneno como de anticuerpos especificos del suero antiofidico, detectan
principalmente ambos compuestos en forma libre. Esto ifica que en un momento
dado coexisten veneno y anticuerpos especificos anti-veneno, que no interaccionan

entresi.

La explicacion de este fendbmeno se basa en la multiplicidad de toxinas que componen
el veneno y la multiplicidad de anticuerpos que componen el suero antiofidico. Sin duda
existen anticuerpos contra toxinas importantes del veneno que se agotan en primera
instancia, por lo que esas toxinas circulan en sangre sin poder ser neutralizadas son
detectadas por nuestro ensayo de determinacion de veneno. Por otra parte existen
anticuerpos excedentes que reaccionan contra otras toxinas que fueron completamente
neutralizadas en el paciente y son detectadas por nuestro ensayo de determinacion de
suero antiofidico.

L as toxinas que agotan los anticuerpos en primerainstancia, pueden ser consideradas las
toxinas dominantes del veneno y su identificacion es de crucial importancia para
entender los mecanismos de toxicidad de los venenos y para desarrollar nuevos sueros

con mayor y mejor poder neutralizante.

4.6 Desarrollo de anticuer pos contra el suero antiofidico.

El accidente ofidico y su tratamiento implica el ingreso al organismo del paciente de 2
tipos distintos de antigenos que pueden generar una respuesta inmune: suero antiofidico
de origen equino (inmunoglobulinas equinas) y toxinas provenientes de las serpientes.

La respuesta humoral contra el suero antiofidico esta ionada con la mayoria de las

reacciones adversas causadas por este farmaco (Morais & Massaldi, 2009).
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La enfermedad del suero fue reportada por primeravez principios del siglo XX, pocos
anos después de comenzar el uso de los sueros heterélogos por Pirquet and Schick
(Silvertein, 2000). Esta es una enfermedad tardia causada por inmunocomplejos
(complejos formados por una red de antigenos multivalentes y anticuerpos). En el caso
de que el paciente haya estado expuesto anteriormente  suero antiofidico puede
desencadenarse una enfermedad del suero temprana que se da a unos pocos dias de

recibido el suero antiofidico.

Estos reportes de principios de siglo son la prueba clinica de la respuesta en anticuerpos
del paciente al suero antiofidico. En nuestro caso, si bien la mayoria de los pacientes
mostraron respuesta contra el suero antiofidico, ninguno de los pacientes mostro
sintomatologia de enfermedad del suero ya que no solo  necesario la presencia de
anticuerpos anti suero antiofidico sino que deben enco en la proporcion correcta

para producir los inmunocomplejos.

De todas formas es importante reducir o evitar esa respuesta ya que se evita esta
reaccion secundariay se minimizan también las posibil de que el paciente genere
IgE anti suero antiofidico y aumenten las posibilidades de un shock anafiléctico

sistémico.

La premedicacion con corticoides es una practica antigua que aln se encuentra en uso
en Uruguay Yy otros paises con €l fin de reducir la respuesta inmune. En nuestro caso, en
principio los corticoides no impidieron el desarrollo de una respuesta contra el suero
antiofidico. La literatura hasta el momento es controversial acerca de este procedimiento
aunque cada vez aparecen mas pruebas que ponen en duda su utilidad. (Williams et al.,
2007; Caron et al., 2009).

Otra alternativa muy usada para disminuir las reacciones adversas es el uso de
fragmentos de inmunoglobulinas en lugar de la molécula entera. Esta hipotesis no ha
podido ser comprobada mediante la realizacion de ensayos clinicos. (Otero-Patifio et
al., 1998; Leodn et al., 2008). Por otra parte Ledn et al. (2001), ensayando  ratones,
encontrd que las inmunoglobulinas enteras generaban una mayor respuesta humoral que
los fragmentos F(ab”),. En nuestro caso el uso de F(ab"), no solo no evitd la respuesta

contra las inmunoglobulinas de caballo sino que ademés la respuesta se generd contra
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ambas cadenas. En una proxima etapa de investigacion se plantea comparar en humanos
la respuestaa las Ig enteras y al fragmento F(ab”), y poder determinar si la eliminacion

del Fc tienen algunaimplicancia en este aspecto.

Por dltimo la relacion existente entre el nivel de la y la cantidad de viales
administrados da la pauta de lo importante que seria la reduccién de la cantidad de
proteina inyectada manteniendo el poder neutralizante. Se cuantifico la cantidad de
proteinas de uno de los lotes del suero Vital Brazil y se obtuvo una concentracion de 45
mg/mL. Esto implica que un paciente recibe 1,8 g de inmunoglobulinas equinas cuando
se le administran 4 frascos de suero antiofidico y 3,6 g cuando se le administran 8
frascos. Estos valores reflejan la cantidad importante de proteina heteréloga inyectada al
paciente de forma intravenosa. Por todo esto se vuelve importante el desarrollo de
protocolos de inmunizacion que mejoren los titulos y ademés  desarrollo de sistemas
de purificacion gue seleccionen principalmente los anticuerpos neutralizantes con el fin

de reducir la cantidad de proteina heter6loga inyectada al paciente.

4.7 Desarrollo de anticuer pos contra el veneno.

El conocimiento de la respuesta inmune humoral contra  veneno es importante para
entender cOmo el sistema inmune interacciona con las toxinas. También puede ser util
para desarrollar sistemas de diagnostico que identifiquen la especie involucrada en un

accidente en particular.

Uno de los primeros trabajos realzados en este area fue realizado por Theakston y
colaboradores en Nigeria en el aflo 1981 (Theakston et 1981). Ellos detectaron
anticuerpos contra el veneno de Echis carinatus s0lo a los 2 meses después del

accidente, pero no lograron detectarlos a las 2 semanas.

Afos después, Domingos y colaboradores (1990), realizaron un extenso trabajo acerca
de la respuesta en 1gG e IgM en pacientes mordidos por Bothrops jararaca. Ellos
encontraron una respuesta en 1gG a partir del décimo luego del accidente y una

respuesta mas tempranaen IgM pero que desagparecia partir del dia 20.

93



En nuestro caso, solo un paciente tuvo unaimportante contra ambos venenos.
El resto en general muestra una respuesta nula o baja en IgM. En este
caso se obtuvo una mejor respuesta contra Bothrops pubescens que contra Bothrops
alternatus. Las causas de este resultado pueden ser que B. pubescens tenga
componentes mas antigénicos que B. alternatus y por lo tanto genere mejor respuesta
(tal como se observa al inocular los equinos para la produccion del suero antiofidico) o

gue simplemente la mayoria de los pacientes hayan sido mordidos por B. pubescens.

Este ultimo punto es muy dificil de comprobar, ya que es dificil icar la especie
por parte de personas no expertas. Sumado a esto, la identificacion por nombres
comunes es confusa ya que si bien se considera como Crucera a B. alternatus y como
Yara a la B. pubescens, segun la region del pais se le denominan Cruceras o0 a

todos los ofidios ponzofiosos presentes en esa zona.

En lo que refiere a la identificacion de las especies, Oliveira y colaboradores (2010)
encontraron una banda caracteristica de Bothrops erythromelas a 38 KDa. Esta banda
era reactiva mediante Western Blot con las IgM de los  pacientes mordidos por B.

erythromelas a partir de las 24 horas.

En nuestro trabajo el Western Blot mostré una reaccion extensa contra B. pubescens,
reaccionando contra todas las bandas presentes en el veneno, no asi contra el veneno de
B. alternatus. Esta técnica en principio podria permitir una mejor iminacion de la

especie causante del accidente que el ELISA.



CONCLUSIONES
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5 CONCLUSIONES

L os venenas de Bothrops pubescens y Bothrops alternatus tienen similitudes en

composicion perovarian en laabundanciarelativa de cada toxinas.

L os venenos de Bothrops pubescens y Bothrops alternatus son similares en actividad
en términos generales pero tienen unaimportantevariacion en loquerefiereala

actividad de Fosfolipasas A2.

El accidente por Bothrops alternatus en general parece ser mas peligroso que el de
Bothrops pubescens no solo por la toxicidad sino principalmente por la cantidad de
veneno que pueden inocular y sobretodo por ladiferen acion del

suero antiofidico frente a ambos venenos.

L os niveles deveneno circulantes en pacientes mordidos por Bothrops en Uruguay

son similares alos obtenidos en otros paises con ejemplares del mismo género.

Teniendo en cuenta nuestros resultados y publicaciones anteriores se puede
concluir que existen al menos 4 etapas de desaparicion de los anticuer pos
especificos del suero antiofidico en sangre, que se dan en forma secuencial y
simultanea: distribucion corpor al, neutr alizacion de veneno en sangre,
neutralizacion de veneno que difunde delos tejidos, eliminacion del suero

antiofidico excedente.
El suero antiofidico genera una respuestahumoral en IgM elgG contra las

inmunoglobulinas de caballo en la mayoria delos pacientes alos cuales seles

administra.
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Existe unarelacion entre el titulo de anticuer pos anti suer o antiofidico alcanzado
en pacientesy la cantidad de viales de suero antiofidico administrado. Quienes

recibieron mayor numero de viales generaron un titulo mayor de anticuer pos.

El veneno ofidico genera una respuesta humoral de menor proporcion que el suero

antiofidico y principalmente en IgM alos 15 dias.

Larespuestahumoral contra el veneno es contralamayoria o todos los

componentes del veneno.

Existe unareactividad cruzada entre ambos venenos en los anticuer pos humanos

desarrollados contra el veneno de una especie segun se evidencia por Western blot.
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6 PERSPECTIVASFUTURAS

Estatesis es el primer estudio acerca de los venenos de los ofidios que causan
accidentes en Uruguay. Previamente el Gnico estudio que existia cosnsistiaen la
determinacion de variaciones intraespecificas del veneno de B. pubescens (Moraiset.al.,
2006).

La proxima etapa a ser abordada es el analisis protedmico de ambos venenos. Mediante
técnicas de electroforesis en 2D y espectrometria de masas, asi como secuenciacion del
n-terminal de proteinas. Esto permitira confirmar varias de los puntos tratados en esta
tesis asi como comenzar con € estudio particular de cadatoxina.

Este dltimo punto es de gran importancia en el area biotecnoldgicaya que muchas
toxinas de ofidios figuran como candidatos a potenciales farmacos en un futuro cercano,
para el tratamiento de diversas patologias como enfermedades cardiovasculares o

cancer.

En lo querefiere al mejoramiento del producto suero antiofidico, actualmente se
encuentra en marcha un ensayo clinico doble entre el suero antiofidico producido por €l
Instituto de Higieney el suero antiofidico Vital Braz |I. Se propone la comparacion en
efectividad, reactogenicidad y reacciones adversas. Este es un desafio importante para

el suero local ya que los sueros Brasilefios son reconocidos por su gran calidad.

Otros aspectos a abordar en un futuro es lo que refiere a laidentificacion de las toxinas
limitantes para el suero antiofidico (las que se consu primero) con €l fin de poder
enriquecer estos antigenos en el protocolo de inmunizacién y asi obtener un aumento en
la potencia.

En conclusién, muchas lineas de investigacion tanto en el &rea clinica como béasica se
abren a partir de esta tesis esperando puedan ser |levadas adelante en un futuro no muy
lgjano.
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