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Accion del veneno de Bothrops jararacussu de
Argentina sobre la coagulacion sanguinea

MARUNAK, S.L.%; RUIZ DETORRENT, R.M 2 TEIBLER, GP% GAY, C.C3;
LEIVA, L.3 ACOSTA DE PEREZ, O.2.

RESUMEN

Laintoxicacion por mordeduras de serpientes del género Bothrops (yarard) de Argentina se
caracteriza por causar efectos locales y sistémicos. Entre los sistémicos pueden generar
ateraciones en la coagulacion de la sangre, hemorragias, shock, insuficiencia renal. En este
trabajo se estudiaron los efectos que causa € veneno de Bothrops jararacussu de Misiones,
Argentina, sobre la coagulacion de lasangre. Se utilizaron métodosin vitro ein vivo paraevauar
la actividad coagulante, fibrinoliticay defibrinante, como asi también la capacidad de degradar
el fibrindgeno y laletalidad del veneno. El veneno mostro ser o-fibrinogenolitico y los resultados
para las actividades ensayadas fueron: concentracion coagulante minima (CCM) 18,5 pug/ml,
concentracion fibrinolitica minima (CFM) 9,5 mg/ml, dosis defibrinante minima (DDM) 1,56
ug, DL, 43,52 pg/raton, los que difieren de los obtenidos para otras especies de Bothrops e
incluso dentro de la misma especie, pero distribuidas en otras regiones sudamericanas. Se
concluye que el veneno de B. jararacussu de Argentina afecta marcadamente el sistema
hemostético, y que las actividades coagulantes y anticoagulantes exhibidas por esta secrecion
probablemente influyan en la letalidad del veneno, dado que contribuirian a la aparicién de
hemorragias que, de ser severas, conducen afallo renal y muerte de la victima.
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Activity of the venom of Bothrops jararacussu of Argentina on blood coagulation

SUMMARY

The envenomation by snakes of the genus Bothrops of Argentina causes local and systemic
signs. Among the systemic damages, bothropic venoms induce awide variety of effects on blood
coagulation, haemorrhage, shock and renal failure. In this paper the effects of Bothrops
jararacussu venom from Argentina on the hemostatic system were determined. In order to
estimate blood-clotting, fibrinolytic and defibrinating activities of the venom, in vitro and in
vivo tests were employed. The ability to degrade fibrinogen and the lethal dosis (DL ) aso
were determined. The B. jararacussu venom appears to be fibrinogenolytic and the values
obtained for assayed activities were minimum blood-clotting concentration 18,5 pg/ml, minimum
fibrinolytic dose 9,5 mg/ml, minimum defibrinating dose 1,56 ug, LD, 43,52 ug/mouse. These
results differ from those obtained for other species of genus Bothrops, or from the same species
that inhabits in different South American regions. It is concluded that Bothrops jararacussu
venom from Argentina largely affects blood coagulation system, and that the procoagulant and
anticoagulant activities exhibited by this secretion may contribute to the lethality of the venom,
since they could promote hemorrhages which could lead to renal failure and death of the victim
in severe envenomation.

Key words: (Bothrops jararacussu), (blood-clotting activity), (fibrinolytic), (defibrinating),

(lethal dosis DL,)

INTRODUCCION

La Republica Argentina cuenta con varias
especies de ofidios venenosos, entre ellos
Bothrops jararacussu que se distribuye en €l
noreste del pais, mas especificamente, en la
provincia de Misiones ©.

Estos animales poseen, desde e momento
del nacimiento, una secrecion salival que
consiste en una mezcla compleja de sustancias,
compuesta por una serie de enzimas 'y toxinas
utilizada para la captura de la presay digestién
de la misma. Dicha secrecion también es
utilizada por el ofidio, para defenderse
mordiendo ocasionalmente al hombre o
animales en cuyo caso se produce el
envenenamiento; € veneno afecta a los tejidos
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circundantes, ademas, por su distribucion
sanguinea y linfética, causa efectos toxicos
sistémicos.

Los venenos de serpientes de la familia
Crotalinae pueden inducir a una variedad de
alteraciones sobrela coagul acin sanguinea, por
contener componentes procoagulantes y
anticoagulantes™ 2. Algunosvenenos promueven
la coagulacion sanguinea por sus proteinasas
tipo trombina, otros poseen activador de factor
X ylo activadores de protrombina 7. Por otro
lado, los venenos de serpientes del género
Bothrops (yarara) poseen actividades
especificas tales como fibrinolitica y
fibrino(geno)litica?®. Con frecuencia los
envenenamientos causados por yarara afectan
la hemostasia e inducen a un sindrome de
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defibrinacion, que constituye una caracteristica
importante, entre los efectos sistémicos,
causados por estos venenos %,

La especie B. jararacussu, ademas de
encontrarse en la region noreste de Argentina,
esta ampliamente distribuida en Sudamérica,
abarcando sur de Balivia, norte de Paraguay y
centro y Sur de Brasil 8. Numerosos estudios
acerca de | as actividades toxicas de su veneno *
10.19. 23 como asi también sobre € asilamiento
de sus componentes %7, han sido redlizados a
partir de ejemplares que habitan regiones
brasilefias, especialmente, del estado de San
Pablo. Sin embargo poco es lo que se conoce
acerca de la toxicidad del veneno de
especimenes de laregion nordeste de Argentina.
Dado que ha sido demostrada la existencia de
variaciones en la composicion del veneno con
la distribucion geogréfica, alin dentro de una
misma especie & 13, es necesario estudiar el
comportamiento del veneno en nuestra region.
Por €ello, en este trabajo se propone caracterizar
aspectos toxicos, relacionados con la letaidad
y la coagulacion sanguinea, del veneno de B.
jararacussu que habitalaprovinciade Misiones.

MATERIALES Y METODOS

Veneno

Un pool de veneno perteneciente a
serpientes Bothrops jararacussu, fue cedido
por e Museo de Ciencias Naturales e Histérico
dependiente del Instituto Superior del
Profesorado Antonio Ruiz de Montoya,
Misiones (Argenting). Los animales median
entre 1,20 a 1,80 m, considerados adultos, sanos
por no manifestar anormalidades en lamuda de
piel, ademés de dimentarse norma mente, todos
ellos de la region noreste de Argentina.

Se lo extrajo, previa anestesia de los
animales con didxido de carbono, por
compresion manual delasglandulas de veneno,
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en recipiente de vidrio esterilizado. La
secrecion fue luego liofilizada, con Liofilizador
Alpha1-4 LD2 CHRIST. Antesde ser utilizada,
la secrecion fue disuelta en solucion salina
buffer fosfato, pH 7.2.

Animales

Se utilizaron ratones blancos de la Cepa
CF1 (18 a 20g de peso corporal) suministrados
por el «Bioterio de la Facultad de Ciencias
Veterinarias», Universidad Nacional del
Nordeste (UNNE) (Corrientes, Argenting). Los
animales fueron alimentados con dieta para
ratones y con acceso constante al agua. La
temperatura del bioterio fuede 23+ 2°Cy la
humedad relativa entre 35 y 65%. Se utilizaron
entre cuatro y seis animales por grupo, segin
las experiencias que se redizaron.

Actividad coagulante

Se utiliz6 el método de Theakston and Red
(1983)# modificado por Gené et al., 1989%,
Seobtuvo sangre delavenayugular de carnero
con citrato de sodio a 1% como
anticoagulante. Se prepararon diferentes
diluciones de veneno utilizando solucion salina
buffer fosfato (pH 7.2) para la dilucién. Para
la determinacion de la actividad se utilizo una
solucion madre de veneno de 500 pug/ml y se
efectuaron las siguientes diluciones 125, 62.5,
31.25, 15.62 y 7.81 pg/ml, de cada dilucion
setomd 100 pl a que se agregaron, 200 pl del
plasmade ovino previamente incubado a37°C,
luego el tiempo de coagulacién fue controlado
con crondmetro. Cada determinacion fue
realizada por triplicado. Las concentraciones
de veneno fueron relacionadas con el tiempo
de coagulacion para estimar la actividad. La
concentracion coagulante minima (CCM) es
definidacomo laconcentracién final deveneno
(ug/ml) que induce a coagulacién del plasma
en 60 segundos en las condiciones descriptas.
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Actividad defibrinante

El método usado fue descrito por
Theakston and Reid (1983)%, con algunas
modificaciones. Grupos de cuatro ratones (20-
25 g de peso corpora) fueron inyectados por
via intravenosa, se utilizd una solucion madre
de veneno de 500 pg/ml, selecciondndose las
siguientes diluciones de veneno 2.5, 1.25, 0.62
y 0.31 ug/ml. Unahora después de lainyeccion
del veneno, los animales fueron anestesiados
con hidrato de cloral (300 mg/kg) administrado
por viaintraperitoneal para extraer sangre de la
venacava posterior, lasangre col ectadaen tubos
fue mantenida a temperatura ambiente (20 +
2°C) durante dos horas. La dosis defibrinante
minima (DDM) fue definida como la cantidad
deveneno queinhibelacoagulacién delasangre
en cuatro ratones.

Actividad fibrinolitica

Sangre de carnero citratada fue diluida en
relacion 1:2 con buffer conteniendo Tris 50
mM; (NH4),S0O, 70 mM; NaCl 90 mM; CaCl,
1,7 mM; MgCl, 0,70 mM pH 7.5. Se efectud
una solucion madre de veneno de 20 mg/mll,
utilizandose las siguientes diluciones 20, 10, 5
y 2.5 mg/ml. Veintidos mililitros fueron
transferidos a recipientes pléasticos (13 por 8
cm)y 3.0ml de CaCl, 0.25 M se agregaron para
producir la coagulacion. Se incubo a 37° C
durante 60 minutos, luego se efectuaron
perforaciones de 2 mm en el coagulo y se
agregaron 10 pl de las soluciones de veneno en
cada hoyo. Se incub6 luego a 37°C durante 18
horas para medir el diametro del halo de
fibrindlisis causada por las distintas diluciones
del veneno. La concentracion fibrinolitica
minima (CFM) es la concentracion de veneno
(mg/ml) que causa un halo de fibrindlisis de 12
mm de didmetro. Método de Gené et al.,
(1989) 2
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Clivaje especifico de fibrinégeno

La capacidad del veneno de B. jararacussu
de degradar €l fibrinbgeno fue ensayada por
electroforesis en un gel 12% de poliacrilamida
en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS
PAGE) seglin e método descripto por Laemmli
(1970)* con algunas modificaciones. Cien
microlitros de una solucion 5 mg/ml de
fibrinégeno humano (tipo I) en buffer Tris-HCI
0.1 M pH 8.0, conteniendo CaCl, 0.5 mM y
NaN, 0.02%, fueron incubados con 100 ul de
veneno (250 ug/ml del buffer mencionado). A
diferentes intervalos de tiempo se extrajeron
alicuotas de 30 pl de lamezclade reaccidn, las
qgue fueron desnaturalizadas y reducidas
hirviéndolas durante 5 minutos con unasolucién
desnaturalizante (5% urea, 4% SDSy 1% 2-
mercaptoethanol en 35 mM PBS, pH 7.0). Las
muestras tratadas fueron corridas en el gel
durante 1 horaa40mA, € que luego fue tefiido
con azul Coomasie R-250. Los marcadores de
peso molecular (Sigma) utilizados fueron:
albimina bovina (66 kDa), ovoabimina (45
kDa), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(36 kDa), anhidrasa carbonica (29 kDa),
tripsindgeno (24 kDa) e inhibidor de tripsina
(20 kDa).

Actividad letal

La capacidad letal fue determinada en
ratones blancos dela Cepa CF1 (18-20g de peso
corpord), utilizando seis animales por dosis. Se
utilizé una solucion madre de veneno de 5000
ug/5 ml de PBS, administrandose los siguientes
g totales de veneno 20, 26.7, 35.6, 47.4, 63.2
y 84.3 por via intraperitoneal vehiculizado en
0.5 ml de solucion salina (buffer fosfato, PBS).
La respuesta vida-muerte fue controlada hasta
las 48 horas y la Dosis Letal 50% (DL, fue
calculada por el método Sperman-Karber,
recomendado por la OMS (1981)%.
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Estadistica

Para el andlisis estadistico se utilizo el
programa Statistics 4.5 (statsoft Inc.USA).
Todos los experimentos fueron realizados por
triplicado. La concentracion de proteina que
causa coagulacion del plasma en 60 segundos,
actividad fibrinolitica y defibrinante fueron
estimadas por regresion lineal, gjustado por €l
método del minimo cuadrado.

RESULTADOS

El veneno de B. jararacussu de Misiones,
Argentina, exhibid actividades tdxicas capaces
de afectar alacoagulacién sanguinea. Indujo a
coagulacion del plasma ovino y defibrinacion
en ratones, a la vez mostré actividad
fibrinolitica y fibrinogenolitica in vitro. La
letalidad de esta secrecion fue elevada.

Actividad coagulante

El veneno posee actividad coagulante in
vitro, causd coagul acion del plasmade carnero,
cuando fueron confrontadas las distintas dosis
ensayadas. La respuesta fue proporcional (r =
0,998) d logaritmo de la dosis de veneno de
cada dilucién utilizada (Figura 1). La dosis
coagulante minima obtenida fue de 18.5 + 1.5
g/ml.

Actividad Fibrinolitica

El veneno de la serpiente B. jararacussu
también exhibi6 actividad fibrinolitica cuando
se enfrentd a un coagulo de fibrina. Los
diametros de los halos de fibrindlisis fueron
proporcionales a logaritmo de las dosis de
veneno utilizadas (Figura 2). La regresion
lineal obtenida (r= 0.988) permiti6 determinar
la concentracion fibrinolitica minima, con un
valor de 9,5 mg/ml.
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Figura 1: Actividad coagulante del veneno de
B. jararacussu de Argentina, confrontado con
suero de ovino. Curva dosis-respuesta, los
resultados son presentados como media £ DS
(n=3).
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Figura2: Actividad fibrinolitica del veneno de
B. jararacussu de Argentina. Curva dosis-
respuesta, 18 horas después de laincubacion a
37°C. Cada punto representa la media de tres
determinaciones, correspondientes a halo de
fibrindlisis causado por las distintas dosis de
veneno utilizadas.

Actividad Defibrinante

El veneno de B. jararacussu de Argentina
mostré actividad defibrinante, y la menor
cantidad de veneno que indujo a
incoagulabilidad sanguinea de |os ratones fue
1.56 mg. El rango de dosis utilizadas en la
experiencia fue de 0.31mg a 2.5mg.
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Clivaje especifico de fibrinégeno

El fibrinégeno humano fue degradado por
el veneno de B. jararacussu (Figura 3). Esta
secrecion rapidamente digirié la cadena Ao
mientras que las cadenas B y la'y permanecieron
intactas aln luego de 1 hora de incubacion.

Actividad Letal

La DL, obtenida para el veneno de B.
jararacussu de Argentinafue de 43.52 mg para
20g de raton, equivalente a la cantidad de
veneno que causd la muerte del 50% de los
animales en 48 horas.

DISCUSION
El veneno de B. jararacussu que habita el

nordeste argentino, posee varias actividades
téxicas que afectan a la coagulacion de la

sangre. Entre tales actividades, la coagulacion
del plasma implica consumo de fibrindgeno,
lo cua puede predisponer a hemorragias en
victimas intoxicadas por mordedura de esta
serpiente, las que pueden ser severas e incluso
poner en peligro la vida del paciente. Varios
trabajos relacionados con mordedura de
serpientes del género Bothrops han sido
publicados en este sentido 52024,

Es posible que este efecto pro-coagul ante,
por accion de enzimas del tipo trombina, sea
una de las causas de la defibrinacion en el
paciente intoxicado. Las enzimas fueron
aisladas de venenos botrdpicos de especimenes
de Costa Rica *y Brasil %, las que inducen a
incoagulabilidad sanguinea, como también se
demuestra en este trabajo, al provocar
defibrinacién de la sangre en los ratones. El
valor delaDDM obtenido para B. jararacussu

kDa A B

t (min)

Figura3: Andlisispor SDS-PAGE del clivaje especifico defibrindgeno humano producido por el veneno deB.
jararacussu. LineaA: marcadores de peso molecular. LineaB: fibrindgeno humano control, incubado a37°C
durante 1 h sin veneno. Las cadenas de fibrindgeno: Aca- (63 kDa), BB- (56 kDa) y 'y (47 kDa) seindican ala
derecha de laimagen. Lineas C: muestras de fibrindgeno incubadas a 37 °C con veneno de B. jararacussu

durante 5, 15, 30 y 60 min respectivamente.
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de Argentina (1,56 ug), es mucho menor
respecto a las serpientes del mismo género y
especie que habitan la region central de Brasil
(29 ng), por lo tanto es posible que menor
cantidad de veneno delaserpiente deArgentina
induzca a efectos més severos sobre la
coagulacion de la sangre, respecto a las
causadas por el veneno de serpientes del
Vecino pais. Por otro lado, nuestros resultados
comparados con los obtenidos de veneno de
serpientes de Centro América, demuestran que
algunas especies como B. schigellii y B.
godmani, poseen actividades semejantes a las
de Brasil en tanto que B. asper es més activa
(5ug) (Tabla 1).

La actividad defibrinante de los venenos
de serpientes de Argentina (Tabla 1) no
muestran grandes variaciones entre ellos,
pequefias cantidades provocan el efecto, sin
embargo veneno de serpientes de la misma
especie, en regiones mas cdlidas (Centro
América) son menos activas, al inducir a
defibrinacion con dosis més altas. Estos
resultados demuestran la adaptacion de los
venenos ofidicos a las regiones geogréficas
que habitan estos animales'?.

Tabla 1: Actividad defibrinante y fibrinolitica
de venenos de serpientes de Costa Rica (CR),
Brasil (B) y Argentina (A)

ESPECIE DDM (pg) |CFM (mg/ml)
B. jararacussu (B)* 29 ND
B. schigellii (CR)** 25 345
B. godmani (CR)** 20 1.50
B. asper (CR)**

Atlantic 5 3.59

Pacific 5 1.99
B. moojeni (A)*** 312 ND
B. jararacussu (A) 1.56 9.5
B. jararaca (A)*** 0.78 ND

* Sanchez et al., 1992 2, ** Genéet al., 1989 ?,
*** Resultados no publicados, ND: no determinado.
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Por otro lado € veneno de B. jararacussu
mostro ser o-fibrinogenolitico, a perder el
fibrinbgeno parte de su estructura proteica se
torna incoagulable a la trombina y ha de
contribuir con la coagulopatia, al sumarse €l
efecto pro-coagulante de las enzimas tipo
trombina con la pérdida estructural antes
mencionada, potenciacion que se demuestraen
este trabajo en los animales inoculados con €l
veneno y a través del método SDS-PAGE.
Asimismo, otros componentes de venenos de
serpientes de Bothrops alternatus, son las
hemorraginas (metaloproteinasas) que
hidrolisan las cadenas o y B del fibrindgeno
sin afectar la cadena 6 (Gay et al., 2005)™.

La accion del veneno sobre la fibrina,
resultd ser sensiblemente menor quelaactividad
fibrinoliticainducida por lamayoriade venenos
de serpientes centroamericanas (Tabla 1). No
obstante, la existencia de esta actividad
posiblemente sea la que evite la permanencia
de los coagulos generados por la enzima tipo
trombinay explicarian en parte las razones por
las cuales en la intoxicacion botrépica, no se
produce lamuerte delavictimaen los primeros
minutos (30 min) posteriores a la intoxicacion,
tiempo en que ocurre €l consumo masivo de
fibrin6geno?, presumiblemente ambas
actividades pro-coagulante y fibrinolitica
ocurran cas en simultaneo.

La DL, de venenos Bothropicos *  varia
conforme la via de inoculacion, el animal
experimental, género y especie de la serpiente y
con la region geogréfica que habitan. B.
jararacussu de Argentinaes de elevadatoxicidad
por laletalidad manifestada (DL, 43.52 pg/raton)
respecto a mismo género'y especie de serpientes
que habitan Brasil (Tebla 2).

En conclusion € veneno de B. jararacussu
de Argentina afecta la coagulacion de modo
complejo, ejerciendo actividad coagulante,
defibrinante, fibrinolitica y fibrinogenolitica.
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Tabla 2: Actividad letal de venenos de
serpientes de Brasil y Argentina

ESPECIE DL50 (ng/ratén)
1 *
Mir?ésJaGr:;gu(SBsrasil) 4t
S;J;Sr o ?gigl) 7825
1 *
Regi%r: ggtg?:ﬁg rasil) 11628
e | o

* Sanchez et al., 1992 %
**Perrone et al., 1989 %

Ademas es capaz de causar la muerte de la
victima, dada la elevada letalidad manifestada,
superior, incluso, a la que presenta la misma
especieen otrasregionesde Sudamérica. Si bien
la composicion del veneno es heterogénea, la
marcada actividad coagulante y defibrinante
exhibida por el veneno de g emplares de la
region nordica de la Mesopotamia Argentina,
pone en evidencia la contribucion directa a la
letalidad del veneno quetienen los componentes
procoagulantes y anticoagulantes, que inducen
al agotamiento del fibrindgeno. Este efecto
puede conducir a hemorragias severas con la
concomitante falla renal y muerte del
intoxicado, dafios tipicos en este tipo de
intoxicacién botropica.
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