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FOSFOLIPASAA,, L-AMINOACIDO OXIDASA Y HIALURONIDASA DE LOS
VENENOS DE SERPIENTES PERUANAS
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RESUMEN

Las serpientes Bothrops sp. causan el mayor numero de casos de ofidismo en el Perd, su veneno contiene enzimas que participan en la
difusion de la ponzoiia, asi como en sus efectos miotdxicos, edematicos y de alteracién en la agregacion plaquetaria. Objetivos. Evaluar
el efecto del antiveneno botrépico polivalente al estado liquido producido por el Instituto Nacional de Salud (INS) sobre la fosfolipasa
A, (PLA2), L-amino&cido oxidasa (LAO) y hialuronidasa (HA) de los venenos de B. atrox, B. barnetti, B. brazili y B. pictus. Materiales
y métodos. La PLA2 fue determinada por el retardo en el tiempo de coagulaciéon de una emulsién lipoproteica al 45%, LAO usando L-
leucina como substrato en presencia de O-dianisidina y HA empleando acido hialurénico y el reactivo turbidimétrico BCTA, se us6 para
cada enzima 2, 1y 2 dosis del antiveneno al estado natural o calentado a 37 °C durante cinco dias ensayados por triplicado. Resultados.
HA fue la enzima mas neutralizada por el antiveneno, todos los venenos con excepcion de B. brazili fueron totalmente inhibidos a cualquier
dosis. Para LAO se tuvieron valores de inhibiciéon de 68 a 100% usando dos dosis del antiveneno, mientras que PLA2 fue la menos
inhibida (70 a 80%) a dos dosis. Con el antiveneno calentado se registré una disminucién del efecto inhibitorio encontrado inicialmente.
Conclusiones. La medicion de la HA podria servir como indicador in vitro de la potencia del antiveneno, el antiveneno producido por el
INS guarda las condiciones in vitro de inhibicion de tres de las principales actividades de los venenos de serpientes peruanas.

Palabras clave: Venenos de serpiente; Hialuronoglucosaminidasa; L-aminodacido oxidasa; Fosfolipasas Az,'Antivenenos (fuente: DeCS
BIREME).

EFFECT OF POLIVALENT BOTHROPIC ANTIVENOM ON PHOSPHOLIPASE A,,
L- AMINO ACID OXIDASE AND HYALURONIDASE FROM PERUVIAN SNAKE VENOM

ABSTRACT

Bothrops sp. snakes causing the largest number of cases of ophidism in Peru, their venom contain several enzymes related to poison
spreading, miotoxic and platelet aggregation disturbances. Objectives. The inhibiting capacity of liquid polivalent bothropic antivenom
from Instituto Nacional de Salud (INS) has been evaluated on phospholipase A, (PLA2), L amino acid oxidase (LAO) and hyaluronidase
activities using B. atrox, B. barnetti, B. brazili and B. pictus venoms. Material and methods. In each case on 45% egg yolk lipoprotein, L-
leucina and O-dianisidine, as well as hyaluronic acid as substrates respectively, using for each enzyme %, 1 and 2 doses of either natural
and heated (37 °C during five days) antivenom, assayed in triplicate. Results. HA was more neutralized enzyme for antivenin, all venoms
with the exception of B. brazili were totally inhibited at any dose. For LAO had values of inhibition of 68 to 100% using two doses of the
antivenin, PLA2 was the least inhibited (70 to 80%) to two doses. With the heated antivenin was a decline of the inhibitory effect initially
found. Conclusions. The measurement of the HA might serve as an indicator of the in vitro potency of antivenins, the bothropic antivenin
produced by INS keeping in vitro conditions for inhibition of three major activities of the Peruvian snake venoms.

Key words: Snake venoms; Hyaluronoglucosaminidase; Phospholidases A2; Hialuronidase; L-amino acid oxidase; Antivenins (source:
MeSH NLM)

INTRODUCCION

ARTICULO ORIGINAL

El Peru, por ser un pais amazoénico, debe afrontar los retos
de una fauna rica y variada, en la que se encuentran los
animales ponzofiosos; siendo las serpientes las que generan
la maxima atencion de los especialistas en salud ("2, Las dos
grandes familias de serpientes venenosas que habitan en
nuestro pais son las Familias Viperidae y Elapidae. Dentro de
la familia Viperidae estan la mayoria de las serpientes llamadas
comunmente viboras cuyo veneno posee accion hemorragica
proteolitica y necrozante; mientras que en la familia Elapidae
se encuentran las llamadas corales, serpientes con venenos
neurotoxicos ¢4,

No existiendo una estadistica prolija sobre los accidentes
ofidicos ya que muchos de ellos no son reportados ), es
claro que las poblaciones mas expuestas son las comunidades
nativas, los trabajadores eventuales en agricultura y mineria y
los turistas. Por tanto el requerimiento de antivenenos o sueros
antiofidicos se hace cada vez mas apremiante. El Instituto
Nacional de Salud (INS) es el unico centro especializado
que produce este tipo de compuesto biolégico obtenido por
hiperinmunizacién de caballos con el o los venenos que deben
ser neutralizados (7.
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Teniendo en cuenta que junto con las enzimas proteoliticas,
la hialuronidasa (HA), la L aminoacido oxidasa (LAO) y la
fosfolipasa A, (PLA2), son enzimas relacionadas con el
envenenamiento &' |a inhibicion que puede ejercer el
antiveneno sobre alguna de ellas puede servir como indicador
de la capacidad neutralizante del antiveneno utilizado.

Con este proposito, en la presente investigacion colaborativa se
han examinado los cambios en la actividad enzimatica de HA,
LAO y PLA, enzimas relacionadas con la difusién del veneno,
los procesos inflamatorios y la miotoxicidad respectivamente, al
interactuar in vitro con el antiveneno botrépico polivalente

MATERIALES Y METODOS
INSUMOS

Venenos

Los venenos en estudio procedieron del Serpentario del INS
y correspondieron a las siguientes especies: Bothrops atrox
“Jergon”, Bothrops brazili “Jergén shushupe”, Bothrops pictus
“Jergdn de costa” y Bothrops barnetti “Macanche”.

Antivenenos

El antiveneno botropico polivalente al estado liquido, fue
proporcionado por el INS en ampollas de 10 mL y contiene
anticuerpos equinos contra los venenos mencionados (Lote
300143). En cuanto al antiveneno botrépico polivalente
sometido a calentamiento por cinco dias a 37 °C correspondio
al lote: 01000376.

DETERMINACION DE PROTEINAS

El contenido proteico de cada veneno fue determinado tanto
por la absorbancia en el rango de luz ultravioleta a 280 nm,
en un espectrofotdmetro UV/visible Shimadzu (2. Asi mismo
se determiné también el contenido proteico por el método de
Lowry et al. '® modificado en este laboratorio (). Para ello se
utilizé una solucién alcalina, el reactivo de Folin Ciocalteus y
la albumina sérica bovina como proteina estandar, midiéndose
la absorbancia a 660 nm. Para el caso de los antivenenos,
la cantidad de proteina fue determinada por el método
cuantitativo de Biuret, utilizandose solucién de sulfato de cobre
0,15%, tartrato de sodio y potasio 0,6% e hidréxido de sodio
3%, midiéndose la densidad optica a 450 nm ('9).

ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Actividad de fosfolipasa A,. Se empled como sustrato 1,5 mL
de una emulsién lipoproteica de yema de huevo al 45% en buffer
Tris-HCI 10 mM con CaCl, 10 mM a pH 7,4. Luego de adicionar
100 pL de muestra, es decir, veneno o inmunocomplejo (veneno
+ antiveneno), se incubd por 10 minutos a 37 °C. Después las
mezclas fueron sometidas a un bafio de temperatura a 100 °C,
midiéndose el retardo del tiempo de coagulacién de la yema de
huevo (10™),

Actividad de L-aminodcido oxidasa. Se empled como sustrato
L-leucina 0,1 M en buffer Tris-imidazol 0,2 M pH 7,6 que contenia
0,0065% de O-dianisidina. La mezcla de reaccién conteniendo
2,9 mL de sustrato y 0,1 mL de peroxidasa comercial al 0,001%
fue preincubada a 37 °C por cinco minutos, luego se afiadié 0,1
mL de muestra registrandose el incremento en la absorbancia
a 436 nm ©16),

Tabla 1. Contenido proteico de los venenos estudiados.

Contenido proteico (mg/mL)

Serpiente
Abs 280nm Met. Lowry
Bothrops atrox 1,25 0,78
Bothrops barnetti 0,98 0,74
Bothrops brazili 1,30 0,83
Bothrops pictus 1,10 0,69

Actividad de hialuronidasa. La actividad de esta enzima
fue determinada usando como sustrato acido hialurénico 0,5
mg/mL en buffer acetato de amonio 0,05 M, NaCl 0,15 M, pH
5,0. Luego de agregar la muestra, se determind la reduccion
de la turbidez del sustrato por acciéon enzimatica al adicionarse
el reactivo de turbidez bromuro cetil trimetil amonio (BCTA),
realizandose la medicion espectrofotométrica a 400 nm (17:18),

Preparacion del antiveneno calentado. Los viales del
antiveneno botrépico polivalente (Lote 01000376) fueron
colocados a temperatura ambiente por 60 minutos y luego
sometidos a calentamiento de 37 °C por cinco dias en una
estufa incubadora (Gallenkamp). Posteriormente se verifico la
homogeneidad del producto antes de utilizarlo.

Ensayos de neutralizacion. Se prepararon mezclas que
contenian cantidades equivalentes a ’2, 1y 2 dosis neutralizantes
del antiveneno con cada uno de los venenos en estudio. Para
ello se usé como referencia la valoraciéon de la etiqueta del
antiveneno que indica que una dosis neutralizante corresponde
a 10 mL del antiveneno contra 25 mg del veneno de B. atrox.
Luego de 30 minutos de incubacién a 37 °C se ensayaron los
valores de actividad enzimatica por triplicado con respecto a una
muestra control de veneno. Se considero que un antiveneno fue
eficaz si una dosis neutralizante logré reducir a menos del 50%
la actividad enzimatica respectiva.

RESULTADOS
CONTENIDO DE PROTEINA EN VENENOS Y ANTIVENENOS

La Tabla 1 muestra los valores de proteina de los venenos en
estudio tanto por absorbancia a 280 nm como por el método de
Lowry. Se puede apreciar que los valores UV 280, considerando
1 mg de veneno, son mayores en la mayoria de los casos a una
unidad optica; en cambio, por el método de Lowry los valores
corresponden a cantidades de proteinas menores al peso del
veneno y pueden facilmente extrapolarse a porcentaje de proteina
en cada muestra. Asi tenemos que para B. atrox es de 78%, B
pictus 69%, B. brazili 83 %, y para B. barnetti es de 74%.

La Tabla 2 muestra los valores de proteina tanto por absorbancia
a 280 nm como por el método de Biuret de los antivenenos en
estudio. Al igual que los venenos, los antivenenos muestran
una mayor concentracion relativa por luz UV que por el método
de Biuret.

Tabla 2. Contenido proteico del suero antibotropico polivalente.

. Contenido proteico (mg/mL) (g/dL)
Antiveneno . .
Abs 280nm Met. Biuret Met. Biuret
No calentado 133,0 105,0 10,5
Calentado 103,6 78,0 7,8
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INHIBICION DE LAS ENZIMAS EN ESTUDIO

Accion del antiveneno sobre PLA2. La tabla 3 muestra que
usando dos dosis del antiveneno, se obtuvo una inhibicion
entre 70 a 80% de la actividad de PLA2, mientras que a dosis
menores, también se reducen los valores de inhibicién. Con
respecto al suero calentado a 37 °C por cinco dias, se observa
una reduccion del efecto inhibitorio de este antiveneno sobre
la actividad de la enzima ya que, a dos dosis los valores de
inhibicion estuvieron entre 58,2 y 82,4%. Notese que el veneno
mas afectado por la inhibicion fue el de B. atrox (dos dosis) con
un valor de 80% y el de B. barnetti (dos dosis) con un valor de
82,4%.

Accién del antiveneno sobra la actividad de LAO. Los
venenos de B. pictus y B. atrox fueron los mas severamente
inhibidos por el antiveneno no calentado con valores de
inhibicién de 100 y 96% respectivamente usando dos dosis del
suero. Siendo el minimo valor de inhibicion (68%) el encontrado
para B. brazili (Tabla 3).

Observando los datos obtenidos con el antiveneno calentado
a 37 °C, nuevamente encontramos una reduccién en la
capacidad inhibitoria del antiveneno ya que, por ejemplo a
dos dosis el valor registrado con el veneno de B. atrox fue de
78.5% en tanto que, para el veneno de B. barnetti se obtuvo un
porcentaje de 60%.

Accion del antiveneno sobre la actividad de HA. Los datos
registrados en la tabla 3, sefialan claramente que el antiveneno
botrépico polivalente no calentado a cualquier dosis utilizada
produjo una inhibicién total de la actividad hialuronidasa, con
excepcion del veneno de B. brazili que registré un valor de
93,2% usando %2 dosis del suero. En cuanto al antiveneno
calentado a 37 °C por cinco dias, se obtuvieron valores de
inhibicién menores, aun cuando a dos dosis del suero todos los
venenos fueron inhibidos en la actividad de HA.

DISCUSION

Como se ha demostrado en numerosos reportes, los venenos
ofidicos son complejos proteicos en los que predominan las
enzimas (Familia Viperidae) o las toxinas (Familia Elapidae).
Siendo la mayoria de serpientes peruanas especies de la familia
Viperidae y teniendo en cuenta que B. atrox es la causante del
mayor nimero de accidentes registrados ©, es conveniente
considerar que el envenenamiento por esta serpiente es
un proceso sumamente complicado en el que participan las
enzimas contenidas en la ponzofia, las cuales afectan en
diferente grado los distintos componentes bioldgicos de la
victima (1%20) En este sentido, es preciso conocer la actividad
enzimatica de las proteinas implicadas en cada veneno y
deducir a base de los efectos bioldgicos, la accion que ellas
ejercen en los diferentes 6rganos, tejidos y fluido sanguineo.

Asi tenemos que HA es la enzima responsable de la
difusion del veneno tal como lo han demostrado numerosos
autores entre otros, un reciente reporte para el veneno de la
serpiente peruana Lachesis muta ® en el que se demuestra
la purificacién y accion bioldgica de esta enzima. Esta enzima
es una glicoproteina alcalina de alto peso molecular que ataca
exclusivamente el acido hialurénico y que permite la difusion
continua y sostenida del veneno a través de los tejidos 2122,

Asi mismo, LAO es una enzima que si bien es cierto in vitro
solo produce la desaminacién oxidativa de los L- aminoacidos
generando con ello perdxido de hidrogeno, amoniaco y a-
cetoacido, in vivo muestra diferentes acciones dependiendo
del tipo de veneno, asi tenemos que puede estar implicada
en el proceso edematico ¥, en la induccion ?* o inhibicién
de la agregacion plaquetaria ?®, asi como en el fenémeno de
apoptosis o muerte celular ).

Por otro lado, PLA2 es una enzima mucho mas variada que
LAO en su accién bioldgica, ya que en algunos venenos se

Tabla 3. Inhibicion de la actividad de fosfolipasa A, L-aminoacido oxidasa y hialuronidasa por el antiveneno (%).

Suero no calentado

Suero calentado

Veneno
Y. dosis 1 dosis 2 dosis > dosis 1 dosis 2 dosis

Actividad de fosfolipasa A,

B. atrox 11,0+ 0,6 27,0+1,5 80,0+ 3,5 156 £1,2 42,2+ 3,1 58,2+ 3,4

B. barnetti 34,021 57,0+ 3,2 70,0+£3,2 46,1+25 69,1+ 3,6 82,4+45

B. brazili 50,3+ 3,4 72,6 +4,3 742+34 58,8+ 3,4 76,4 +4,0 771 +£3,9

B. pictus 91+0,6 59,7 +2,1 779142 40,3+2.2 51,1+2,8 69,8 + 3,6
Actividad L-aminodcido oxidasa

B. atrox 58,0 + 3,1 55,0+2,9 96,0 £4,9 58,9+2,9 69,6 £4,5 78,5+3,9

B. barnetti 67,0+ 3,6 750+25 83,0+4,2 30,0+£1,7 40,0 + 3,2 60,0 £ 3,2

B. brazili 73,7+3,8 68,4+ 3,2 68,4 + 3,1 50,0+2,9 61,1+2,9 722+34

B. pictus 0 90,0 4,7 100,0 +4,8 454 +26 63,6 £2,9 72,7+ 3,6
Actividad hialuronidasa

B. atrox 100,0 £ 5,2 100,0 + 3,2 100,0 £ 6,1 85,0+ 3,9 75,0+ 3,6 82,0+ 3,1

B. barnetti 100,0 + 4,8 100,0+2,9 100,0+ 5,9 36,0 £ 2,1 52,0+1,8 770+£29

B. brazili 93,2+4,4 100,0+2,8 100,0 £ 4,5 76,0 £ 3,6 80,0+25 82,0+3,2

B. pictus 100,0 + 4,3 100,0+ 3,5 100,0 + 3,9 87,0+ 4,1 91,0+ 34 98,0+ 3,4
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comporta como una neurotoxina tal como la crotoxina de
Crotalus durissus terrificus ?”), y en otros como cardiotoxina,
miotoxina ?® o una proteina anticoagulante ®®. Empero, su
actividad sobre fosfatidilcolina y otros sustratos analogos en los
ensayos in vitro es relativamente semejante.

Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran en
forma diafana que el antiveneno botrépico polivalente al estado
liquido no calentado, tiene una fuerte capacidad inhibitoria de las
tres enzimas. En el caso de PLA2 y LAO (Tabla 3), la inhibicion
alcanzada siendo muy alta no llega al 100% y es dependiente
de las dosis del antiveneno usado. En cambio al ensayarse el
efecto del antiveneno sobre HA (Tabla 3), la inhibicion fue total
con excepcion de lo observado para el veneno de B. brazili aun
cuando el valor obtenido fue muy alto, es decir 93,2%. Notese
también que someter al antiveneno al calentamiento exprofeso
por cinco dias a 37 °C origino una reduccion en la capacidad
inhibitoria del suero antibotropico.

Estos datos permitirian considerar a HA como un posible
indicador de la potencia del antiveneno sobre todo teniendo en
cuenta que la prueba enzimatica es rapida y sencilla. Ademas,
los efectos marcados sobre las actividades de LAO y PLA2
sefialan la eficacia de este producto y refuerzan el concepto
de calidad expresada en varios reportes 739, Por ltimo la
exposicién del suero a temperaturas mayores a 25 °C como por
ejemplo 37 °C rango térmico que es usual en nuestra amazonia
sefiala que la falta de cadena de frio si afecta al antiveneno al
estado liquido aun cuando no anula su potencia antitdxica.

Concluimos de esta investigacion que un dosaje de las tres
enzimas estudiadas, pero principalmente HA, podria servir
como indicador in vitro de la potencia del antiveneno mediante
un ensayo rapido de laboratorio y ademas que el antiveneno
producido por el INS guarda las condiciones in vitro de
inhibicién de tres de las principales actividades de los venenos
de serpientes peruanas, implicadas en la difusion de la ponzofia
asi como en sus efectos sistémicos.
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