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1. RESUMEN:

En América del Sur existen diversas especies de serpientes que pueden provocar un
envenenamiento ofidico grave, entre ellas Crotalus durissus terrificus, (serpiente cascabel), responsable
de la mayor parte de las muertes por accidente ofidico en Sudamérica. En Argentina, esta especie de
importancia médica sanitaria es responsable del 2% de los accidentes ofidicos. Su veneno posee actividad
neurotdxica y miotoxica sistémica y a diferencia de otras serpientes de la familia Viperidae, carece de

actividad proteolitica por lo que no origina alteraciones hemorragicas.

Diversas investigaciones describen la variacion en las caracteristicas bioquimicas de los venenos
en ejemplares de Crotalus proveniente de diferentes regiones geograficas de Brasil, con las implicaciones
clinicas y terapéuticas que esto conlleva. Estudios recientes identificaron los principales componentes del
veneno crotalicos de especimenes de Corrientes crotamina, convulxina, serino proteasas o enzima
semejante a trombina, L-aminoacido oxidasa y fosfodiesterasa y el complejo crotoxina formado por

fosfolipasas y crotapotin.

En el presente trabajo se caracterizaron venenos de especimenes provenientes de diferentes
regiones fitogeograficas de Argentina, utilizando venenos obtenidos de especimenes adultos de Crotalus
durissus terrificus de diferentes regiones. Se realizaron pruebas bioquimicas para caracterizar los venenos,
incluyendo la cuantificacion de proteinas, Hemolisis Radial Indirecta, Actividad coagulante, Actividad
fosfodiesterasa, Actividad L-amino oxidasa, Electroforesis SDS-PAGE vy la evaluacion de la citotoxicidad.
Cada experimento se replico tres veces y los resultados se presentaron en términos de media * desviacion

estandar. Se aplicé un analisis estadistico a los resultados obtenidos.

Para llevar a cabo los ensayos pertinentes, se conté con un total de ocho muestras de veneno
obtenidas de especimenes adultos de Crotalus durissus terrificus, provenientes de diversas regiones
fitogeograficas de Argentina, distrito de las selvas mixtas (Selva Paranaense) (M4 y 7), distrito oriental
himedo (Provincia chaquefia) (M1, 6, 5y 8) y el distrito del cardonal (Provincia de monte) (M2 y 3). Los
venenos fueron disecados y conservados a -20°C, posteriormente fueron diluidos en una solucion de

tampon de fosfatos con un pH de 7,2 al momento de su utilizacion.



2. INTRODUCCION

2.1. DESCRIPCION E HISTORIA NATURAL.

La familia Viperidae incluye 53 especies del género Crotalus (Uetz 2023) distribuidas en gran parte de

América del norte, América central y en América del sur hasta el centro de Argentina (Williams et al. 2021).
Para la especie Crotalus durissus se consideran actualmente seis subespecies, de las cuales la Unica que
habita nuestro pais es Crotalus durissus terrificus (Laurenti 1768) (Williams et al. 2021) (Fig. 1). Esta es
una serpiente de gran tamano, que frecuentemente supera un metro de longitud, llegando en ocasiones a
1.80 m total. La cabeza es deprimida, con cuello marcado lo que la diferencia del resto del cuerpo. Este
esta cubierto por escamas romboidales fuertemente carenadas. La region caudal finaliza en un apéndice

corneo (crotalo) caracteristico.

Frecuenta ambientes de monte “sucio” (Meneghel. 1993b) (Williams et al. 2021), zonas pedregosas,
generalmente en quebradas, pero puede encontrarse también en zonas altas con pedregales y escasos
arbustos. En ambos casos prefiere regiones tranquilas de poco transito humano. No es una especie
particularmente agresiva y los accidentes provocados son muy escasos, ya que cuando se siente
amenazada produce un sonido caracteristico de advertencia, agitando rapidamente el apéndice cérneo de
la regién caudal. Esta “advertencia” permite generalmente que sea un animal visible o al menos localizable

y se eviten accidentes.

Son de habitos nocturnos, aunque se pueden hallar activas durante la mafiana y el medio dia (Argentina y
Uruguay). La dieta se basa fundamentalmente en roedores, aunque puede ingerir otros mamiferos e
incluso aves. Estas serpientes son viviparas, con un ciclo reproductivo extenso (Almeida-Santos y
Salomao, 1997 en Williams et al. 2021).

Figura 1: Crotalus durissus terrificus. Cortesia de Cinthia C. Calamante



2.2. DISTRIBUCION.

La distribucién de esta serpiente es muy amplia, en Argentina se encuentra en (Chaco, Catamarca,
Cdrdoba, Corrientes, Entre Rios, Formosa, Jujuy, La Rioja, Mendoza, Misiones, Salta, San Juan, San Luis,
Santa Fe, Santiago del Estero, Tucuman, con dudas en La Pampa, aunque Sage y Capredoni (1971)
sostienen la hipétesis de que alcanzaria el norte de la mencionada provincia (en su limite tripartito con las
provincias de Mendoza y San Luis) y en el sur de Brasil, Uruguay, Paraguay, Peru y Bolivia (Williams et al.
2021) (Fig. 2)

Figura 2. Mapa de distribucion de Crotalus durissus terrificus en Argentina con
localizacion especifica de las muestras analizadas en este trabajo.

En este trabajo, se llevé a cabo una detallada caracterizaciéon de los venenos extraidos de ejemplares de
C.d.terrificus procedentes de diversas regiones fitogeograficas de Argentina. Adoptando para ello, el
enfoque propuesto por Cabrera (1976) y su correspondiente actualizacién por parte de Almirén et al. (2022)
(Fig. 3), sobre la definicion de las regiones fitogeogréaficas en Argentina debido a consideraciones de
actualidad. Cabe sefalar que, si bien existen otras propuestas, como la desarrollada por Oyarzabal et. al.
(2018), quiénes han caracterizado el pais en términos de ecorregiones, hemos optado aqui por el esquema
concebido por Almirdn et al. (2022) por imprecisiones en los datos de geolocalizacion de las muestras

analizadas lo que constituye una restriccion significativa al momento de emplear otros esquemas.
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Figura 3. Provincias fitogeograficas argentinas.

2.3. VENENO.

Los venenos de serpientes son una mezcla compleja de componentes producidos por glandulas salivales
modificadas que tienen secreciones muy similares a las del sistema digestivo, en especial a la pancreatica,
con una amplia gama de acciones tanto para las presas como para eventuales victimas humanas
(Chippaux et al. 1991). Estas son las secreciones con mayor concentracién de enzimas y toxinas en la
naturaleza (Rocco D. M. 2013), que actuan desde el interior de las presas iniciando la hidrdlisis de tejidos,
hasta que los jugos digestivos puedan alcanzar la totalidad de los tejidos adecuadamente, debido a que

las serpientes no pueden procesar sus alimentos a través de la masticacion.

El envenenamiento provocado por esta especie causa efectos neurotoéxicos, coagulopaticos y miotdxicos
(Acosta de Perez et al. 1997). Segun lo expresado por da Silva-Junior et al. (2020), los venenos poseen
componentes inorganicos (poliaminas y alcaloides), organicos (péptidos, proteinas, glicoproteinas,
fosfolipidos, aminas y nucleétidos) y restos insolubles de tejidos. Las proteinas presentes presentan una
alta actividad bioldgica cuya funcion principal es paralizar, inmovilizar y matar a su presa, a la vez que da

inicio al proceso de digestion de la misma. La composicion de los venenos puede variar tanto en sus



caracteristicas bioquimicas como toxicologicas por diversas causas como: relaciones filogenéticas,
variaciones de orden estacional, ontogénico, individual o geografico o debido a otras causas dificiles de
individualizar o clasificar; no obstante, uno de los factores mas importantes que influyen sobre estas

variaciones es la localizacion geografica de los individuos (Rocco 2013).

2.4. VARIACION DE COLORACION DEL VENENO.

Desde hace algunas décadas se conoce sobre la variacién de coloracion de los venenos ofidicos en
serpientes como Vipera russelli (Dimitrov & Kankonkar 1968), Vipera ammodytes (Kornalik & Master, 1964;
Master & Kornalik, 1965), y C.d.terrificus (Schenberg 1959). La tonalidad amarillenta indica la presencia de
L-aminoacido oxidasa (Tu 1982). Deoras (1963), sefiald que un unico animal puede producir dos
variedades de veneno; esto fue corroborado por Johnson et al. (1987) quienes también observaron que un
ejemplar de Crotalus viridis helleri tenia glandulas que secretaban individualmente veneno amarillo y blanco
y que estos eran diferentes en cuanto a su actividad biolégica. Mas adelante,

Dos Santos et al. (1993), caracterizaron la actividad bioldgica de los venenos variedad “amarillo” y “blanco”

de Crotalus durissus ruruima, utilizando como referente el veneno de C.d.terrificus.

2.5. ANTECEDENTES.

El veneno de especimenes de C.d.terrificus del Nordeste argentino presenta en su composicion mas del
50% de la enzima fosfolipasas A2 (PLA2), por lo cual Tomaya et al. (2003) lo definen como neurotéxico.

Ademas, presentan toxinas de diferentes familias de proteinas: serina proteinasas, 5’ nucleotidasas,
metaloproteinasas, factores de crecimiento nervioso, fosfodiesterasas, glutaminilciclasa, lectina tipo C,
crotamina, L-aminoacido oxidasa y desintegrinas (Azevedo-Marques et al. 1985, Fusco et al. 2020).
Diversos estudios en venenos de especimenes brasilefios de C.d.terrificus, evidencian que su composicion
es variable si se compara entre especimenes de distintas regiones geograficas de Brasil (Schenberg et al.
1959, Saravia et al. 2002, Lourenco et al. 2013, Tasima et al. 2020).

En este sentido, estudios recientes realizados con técnicas protedmicas describen detalladamente, los
componentes del veneno de C.d.terrificus provenientes de especimenes de la provincia de Corrientes, en
la regién Nordeste de Argentina (Fusco et al. 2020). Por tal motivo en el presente trabajo se estudio la
variabilidad en la composicion de los venenos crotalicos provenientes de diferentes regiones
fitogeograficas de Argentina, para analizar si la variacién geogréfica podria influir en su composicién y por

lo tanto en sus propiedades.



3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

- Analizar el veneno de C.d.terrificus en especimenes de diferentes poblaciones y regiones

fitogeograficas de Argentina para evaluar posibles variaciones en su composicion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

A- Evaluar la actividad hemolitica indirecta, coagulante, fosfodiesterasa vy
Laminoacido oxidasa del veneno de C.d.terrificus de ejemplares procedentes de Distrito de
Selvas Mixtas (Provincia Paranaense), Distrito Oriental Hamedo (Provincia Chaquefa), Distrito

del Cardonal (Provincia del Monte).
B- Evaluar el perfil electroforético en muestras de veneno.

C- Evaluar la actividad citotoxica de los venenos en la linea celular de musculo
esquelético (C2C12).

4. HIPOTESIS

“La composicién del veneno de C.d.terrificus varia en las distintas poblaciones segin la region

fitogeografica que habitan los individuos.”



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. VENENO

Se dispuso de 8 muestras de veneno de especimenes adultos de C. d.terrificus provenientes de
poblaciones de distintas regiones fitogeograficas de Argentina como Distrito de Selvas Mixtas (SPProvincia
Paranaense M4 y M7), Distrito del Cardonal (PM-Provincia del Monte M2 y M3), Distrito Oriental Himedo
(PC-Provincia Chaquefia, M1, M5, M6 y M8), estos ultimos suministrados por el CEPSAN.

Los venenos disecados y conservados en freezer a —20°C, al momento de ser usados, se diluyeron
en solucion tampoén de fosfatos, pH 7,2. ElI material insoluble se centrifugd y se trabajé a partir del

sobrenadante.

5.2 CARACTERIZACION DE VENENO DE C.d.terrificus

La caracterizacion de los venenos se realizé6 mediante una serie de estudios bioquimicos que pusieron

de manifiesto las actividades de las enzimas que componen el veneno.

5.2.1. CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE BRADFORD

Para esta prueba se agregaron a 5 yl de muestra de veneno 250 pl del reactivo Coomasie blue
(Bradford 1976) y luego de 2 minutos se midié la absorbancia a 595 nm. Se utiliz6 albimina bovina como

testigo.

5.2.2. HEMOLISIS RADIAL INDIRECTA
Se empled la técnica de Gutiérrez et al. (1988), consistente en medir el halo hemolitico que genera la

muestra de veneno, en placa de agarosa que contiene gldbulos rojos y yema de huevo.

5.2.3. ACTIVIDAD COAGULANTE

Se empled la técnica de Rodriguez et al. (2012). Se enfrentaron las muestras a plasma citratado

registrandose los tiempos de coagulacién a 37 °C.

5.2.4. ACTIVIDAD FOSFODIESTERASA (PDE)
Se utilizd la técnica de BJORK (1963). Se determiné la actividad PDE del veneno sobre sustrato

especifico bis(p-nitrofenil) fosfato.

5.2.5. ACTIVIDAD L-AMINO OXIDASA (LAAO)

Se empled la técnica de Lazo et al. (2017). Para determinar la actividad LAAO, las muestras fueron
enfrentadas a L-leucina generando H20:2 que es reducida por peroxidasa de rabano picante en presencia

de o-fenilendiamina (OPD), el producto coloreado resultante fue monitoreado a 490 nm.



5.2.7. CITOTOXICIDAD

La citotoxicidad es un parametro de toxicidad representado en la dosis citotéxica 50. En el objetivo C

nos propusimos analizar el efecto de los venenos enteros sobre la linea celular C2C12.

Para los ensayos de citotoxicidad in vitro se utilizaron linea celular de musculo esquelético C2C12
obtenidos de monocapas subconfluentes mantenidas en medio esencial Dulbecco (DMEM) suplementado
con 5% de suero fetal bovino inactivado por calor, L-Glutamina, Penicilina y Estreptomicina como
antibidticos. Las células suspendidas se sembraron en placas de 96 pocillos, en el mismo medio de
crecimiento. Al alcanzar la monocapa un 80 % de confluencia, se retiraron el medio de cultivo y diferentes
concentraciones de la lectina aislada, fueron adicionadas a las células en cultivo. Medio de cultivo sin
toxina y Tritén x-100 fueron controles negativo y positivo de citotoxicidad. Luego de un tiempo de incubacién
a 37 °C y 5 % de CO2 en atmdsfera hiumeda, la viabilidad celular se cuantificd por tinciéon con el colorante
cristal violeta. Por otro lado, se evalud si hubo citdlisis a través de la actividad de la enzima lactica

deshidrogenasa (LDH) liberada al medio utilizando un kit comercial (Wiener, LDH-P UV).

5.2.6. ELECTROFORESIS SDS-PAGE

Los ensayos descritos anteriormente permitieron evaluar las actividades enzimaticas caracteristicas
del veneno, sin embargo, hay otras proteinas que no son enzimas y las pudimos observar a través de un
perfil electroforético. Ejemplo de dicha proteina es la crotamina que puede estar o no presente en el veneno

siendo un veneno crotamina positivo o negativo.

Las diferentes muestras de veneno se analizaron en gel de poliacrilamida con el fin de comparar los
perfiles cromatograficos. Se corrieron muestras en un gel 12,5% de poliacrilamida bajo condiciones no

reductoras a 100 v durante 2 hs. El marcador de peso molecular fue el Amersham ECL (Cytiva, 12-225kDa).

5.3. ANALISIS ESTADISTICO

Pese al limitado numero de muestras (n), todos los métodos bioquimicos (tratamientos) se repitieron
3 veces por cada muestra (réplica), y los resultados pudieron expresarse como la media + DE. La
significancia de las diferencias entre las medias se evalué mediante ANOVA seguido de la prueba de Tukey
para comparaciones multiples entre grupos. Los valores de p <0,05 fueron considerados significativos.
Adicionalmente para comparar variables continuas obtenidas al estudiar venenos de diferentes regiones

fitogeograficas se realizo la prueba exacta de Fisher.



6. RESULTADOS

6.1. Actividad Fosfolipasa A:
Los resultados obtenidos en este estudio revelaron una marcada actividad hemolitica indirecta en todas
las muestras analizadas. Se destacé un aumento de 6mm en el halo de hemdlisis en la muestra 4 (+,
p<0,05), la cual pertenece a la region fitogeografica de Selva Paranaense en contraste con el promedio
(13.14mm) de las demas muestras. Asimismo, se evidencié que las muestras (3 y 7), correspondientes a
la Provincia del Monte y la Selva Paranaense respectivamente, no presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre si (**, p> 0,05); no obstante, exhibieron diferencias significativas con

respecto a las muestras restantes (fig 4).
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Fig. 4: Actividad PLA;. Representacion de los halos de hemolisis en mm. + p<0,05 con respecto a las muestras restantes. * p<0,05
respecto a las muestras 3, 4 y 7. ** p<0,05 con respecto a todas las demas muestras.
6.2. Serino/proteasa: Se observd que las muestras correspondientes a la Provincia del Monte (M
2) y la Selva Paranaense (M 7) exhibieron un tiempo de coagulacion inferior a 8 segundos,
revelando una significativa diferencia con respecto a todas las otras muestras (p< 0,05). Por otro
lado, la muestra originaria de la Provincia Chaquefa (M 1) presentd un tiempo de coagulacion
superior a 30 segundos, indicando una diferencia estadisticamente significativa con respecto a las

demas muestras (+, p< 0,05).

Las restantes muestras exhibieron un patrén temporal semejante entre si, con valores oscilando entre 14
y 19 segundos (p> 0,05) (fig 6).
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Fig. 5: Analisis de serino/proteasa (seg). + p<0,05 respecto al tiempo de coagulaciéon de las demas muestras. * p<0,05

respecto a las muestras restantes.

6.3. Fosfodiesterasas (PDE): En los ensayos de fosfodiesterasas (PDE), se evidencié la
presencia de la enzima en todas las muestras analizadas. Se destacé que la velocidad de
conversion de sustrato fue la mas alta (3,08 mAU/min) en la muestra proveniente de la Provincia
del Monte (M 2), que result6 ser estadisticamente diferente en comparacion con las demas
muestras (+, p<0,05). Por otro lado, se observé una actividad de 0,17 mAU/min en la muestra
correspondiente a venenos de especimenes de la Selva Paranaense (M 7), la cual también
demostrd ser significativamente menor (p<0,05) con respecto a las otras muestras, las cuales

exhibieron una actividad intermedia entre 1,5 - 2,6 mAU/min (fig 7).
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Fig. 6: Actividad PDE (mAU/min). + p<0,05 considerando el resto de las muestras. *, **, *** p<0,05 entre si.



6.4. L-aminoacido oxidasa (LAAO): En el marco del andlisis de la actividad de la enzima
Laminoacido oxidasa (LAAQ), la mayoria de las muestras exhibieron una actividad comparable
entre si, y esta similitud no fue estadisticamente significativa (*, p>0,05). No obstante, se observé
una reducida actividad enzimatica del veneno blanco de la Selva Paranaense (M 7) con una
actividad de tan solo 0.10 mAU/min equivalente al 2% en comparacién con el promedio de la

actividad de las restantes muestras que en promedio fue de 4.09mAU/min (p<0,05) (fig 8).
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Fig. 7: Actividad LAAO (mAU/min). *p<0,05 respecto a las muestras restantes.

6.5. Citotoxicidad: En el analisis de citotoxicidad, se reveld que, todas las muestras de veneno
exhibieron actividad citotéxica. La muestra proveniente de la Selva Paranaense (M 7) redujo la
viabilidad celular un 29.5% con respecto a todas las demas muestras (*, p< 0,05). En contraste,
las muestras originarias de la Provincia Chaquefia (M 6 y 8) exhibieron una actividad citotoxica

mas marcada, con una reduccion al 20% (**, p< 0,05) de la viabilidad celular (fig 5).
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Fig. 8: Andlisis de Citotoxicidad. Representacién grafica de la viabilidad celular expresados en porcentaje. + muestra control.

* p<0,05 respecto a las demas muestras. ** p<0,05 con respecto al resto de las muestras.

6.6. Electroforesis SDS-PAGE: El analisis electroforético pone en evidencia la ausencia de
proteinas de alto peso molecular, en las muestras 1 y 3 correspondientes a especimenes de la
Provincia chaquefia y provincia del monte. Adicionalmente, se puede observar en la electroforesis,
en las calles 5y 6, ausencia de proteinas de bajo peso molecular compatibles con menor contenido

de fosfolipasa A2 en comparacion con los otros venenos estudiados (fig. 9)

PC PM PM SP pPC PC SP PC

Fig. 9: Perfil electroforético (SDS-PAGE 12,5%) de veneno de C.d.terrificus de diferentes regiones fitogeograficas.



7. DISCUSION

Las actividades bioldgicas de los venenos pueden variar drasticamente segun el origen geografico de

los especimenes (Santoro et al. 1998).

Gutiérrez (1991) sefiala que los venenos de especimenes adultos de Crotalus durissus durissus de
Centroamérica, tienen alta actividad proteolitica, hemorragica y edematdégena, pero carecen de actividad
neurotoxica. Contrariamente a esto, nuestros resultados coinciden con lo hallado por Rosenfeld (1971),
Sanchez (1992) y Tan (1991), quienes destacan que los venenos de especimenes de C.d.terrificus de
Sudamérica, tienen alta actividad neurotodxica y falta de actividad proteolitica, hemorragica y edematégena.
Este hallazgo resalta la relevancia de la variabilidad en la actividad citotdxica entre las distintas regiones

geograficas estudiadas.

Dos Santos et al. (1993) compararon la actividad citotoxica de veneno blanco y amarillo de
C.d.ruruima y C.d.terrificus; sefialando una mayor toxicidad de la variante de color blanco del veneno de
C.d.ruruima sobre la de color amarillo en esta especie y en C.d.terrificus. Sin embargo, nuestros ensayos
de citotoxicidad del veneno, evidenciaron que, aunque todas las muestras presentaron actividad citotéxica,
el veneno de color blanco (muestra 7), proveniente del Distrito de las selvas mixtas, tuvo menor actividad

citotoxica que el resto de las muestras de color amarillo.

En cuanto a la actividad hemolitica indirecta Dos Santos et al. (1993), sefialaron que el veneno
de C.d.terrificus fue menos activo para convertir la lecitina en lisolecitina y favorecer la lisis de los globulos
rojos que el de C.d.ruruima. La medicién del halo hemolitico que realizamos en este trabajo, indica que
todas las muestras producen hemdlisis bien marcadas destacandose las provenientes del Distrito de las

selvas mixtas.

Las enzimas del veneno de serpiente pueden inducir efectos farmacoldgicos y contribuir
significativamente a la toxicidad total. Georgieva (2009) sefiala la ausencia de actividad de L-aminoacido
oxidasa en el veneno de C.d.terrificus; coincidentemente con Calvete et al. (2009) quienes evaluaron los
componentes del veneno de Crotalus en diferentes lugares de América del Sur, destacando la ausencia de
esta enzima como resultado de sus andlisis. Sin embargo, Georgieva (2009) sefiala que la ausencia de
esta enzima corresponde a la variante blanca de los venenos. Los resultados de determinacion que
obtuvimos en este trabajo para la enzima LAAO, indican su presencia en todas las muestras analizadas,
excepto en la muestra (7), esta variacion puede atribuirse a la coloracién blanca del veneno de la Selva
Paranaense, la cual, como se esperaba, demostré ser la responsable de la significativa diferencia
observada. Se ha identificado que dicha coloracién blanca esta asociada con la presencia de la enzima
LAAO, la cual confiere el caracteristico tono amarillento al veneno. Este hallazgo subraya la importancia
de considerar no solo la actividad enzimatica en si misma, sino también las caracteristicas fenotipicas y
composicionales que pueden influir en la interpretacion de los resultados obtenidos en el contexto de la
tesina.

Esta observacion coincide con lo propuesto por Tu (1982) y Oliveira et al. (2021) que sugieren que la

enzima L-aminoacido oxidasa seria responsable de la tonalidad amarilla de los venenos.



Uzawa (1932) revela una aparente asociacion entre la enzima fosfodiesterasa y los venenos de Vipéridos,
aunque esta se encuentra en menores proporciones en venenos de Crotalus. Si bien no es muy clara la
funcion que cumple esta enzima en el veneno de C. d.terrificus, hay indicios de que esta siempre presente
entre los componentes del veneno de esta especie, como lo sugieren los estudios realizados por Georgieva
et al. (2009) que demuestran la presencia de fosfodiesterasas y nuestros resultados que muestran
diferencias en la velocidad de conversion del sustrato entre las diferentes muestras analizadas, sugiriendo
asi una variabilidad significativa en la actividad de las fosfodiesterasas, lo que destaca la importancia de

estudiar las particularidades bioquimicas de los venenos de cada region fitogeografica.

Las serino proteasas forman la segunda gran familia de proteinas del veneno de C.d.terrificus. Esta
enzima del veneno de serpiente posee una alta especificidad de sustrato y afectan importantes funciones
fisiologicas como coagulacion sanguinea y presion arterial, fibrindlisis, agregacion plaquetaria, el

complemento y los sistemas nerviosos. (Georgieva et al. 2009).

Estudios previos demostraron que esta enzima causa alteraciones en la coagulacion produciendo
alargamiento del tiempo de protrombina (Passero et al. 2007). Estos hallazgos y lo planteado por varios
otros autores como Ramos da Cruz Costa (2018), sustentan nuestros resultados respecto a la actividad de
esta enzima, que mostro variabilidad en los tiempos de coagulacion segun la muestra analizada, sugiriendo

variaciones significativas entre los venenos de las distintas regiones geograficas estudiadas.

El bajo numero de muestras que hemos podido analizar en este trabajo, comparando las distintas
actividades del veneno, entre otras causas, podria explicar las diferencias halladas entre nuestros

resultados con los citados por otros autores.



8. CONCLUSION:

Si bien el analisis del veneno de C.d.terrificus, proveniente de especimenes de distintas regiones
fitogeograficas de Argentina, indican algunas diferencias significativas en cuanto a las actividades
enzimaticas in vitro, consideramos que tales variaciones no son significativas para establecer un patrén de

relacion con la distribuciéon geografica de los individuos.

Esto podria atribuirse al limitado numero de muestras analizadas. No obstante, se observé que el veneno,
caracterizado por su color blanco y una reducida actividad LAAO (L-aminoacido oxidasa), exhibié una
actividad citotoxica baja. Consideramos que es fundamental en futuros estudios, aumentar el nUmero de
especimenes muestreados en cada region fitogeografica considerada, para confirmar y profundizar estos

hallazgos preliminares y validar estos resultados.
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