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RESUMEN

Las serpientes del género Bothrops, son las responsables del mayor nimero de accidentes ofidicos en
Argentina, cuyo envenenamiento se caracteriza por efectos proteoliticos, coagulantes y hemorragicos.
Bothrops diporus, Cope, 1862 (“yarara chica”) corresponde a una de las principales especies de importancia
sanitaria en la region. El proteoma de este veneno comprende toxinas pertenecientes a catorce familias, siendo
las mas abundantes las metaloproteinasas de venenos de serpientes (SVMPs). El tratamiento de los
accidentes ofidicos consiste en la administracion del antiveneno especifico. En los Ultimos afios se ha
propuesto la terapia combinatoria, anticuerpos e inhibidores (moléculas organicas pequefias). En este trabajo
se evaluo el potencial de tres moléculas organicas (MOs) [acido ascérbico (AA), rojo de alizarina S (Az) y
guercetina (Q)] para inhibir la actividad proteolitica in vitro del veneno de B. diporus. Se prepararon mezclas
de veneno: MOs y se ensayaron dos métodos cualitativos, electroforesis en geles de poliacrilamida y
zimografia y, dos cuantitativos, placas de agar-leche y actividad azocaseinolitica, para evaluar la inhibicién por
meétodo de pre-incubacién. Se realizé, el ensayo de actividad hemolitica indirecta para medir si estas moléculas
eran capaces de inhibir las fosfolipasas Az (PLA2s), segunda familia mas abundante de este veneno. Se realiz6
un andlisis densitométrico (ImageJ) y estadistico mediante ANOVA (Infostat). El andlisis electroforético
evidencié que las tres moléculas mostraron un efecto protector parcial frente a la degradacion proteolitica de
la caseina. Se pudo observar que tanto AA como Q duplicaron la intensidad de la banda as1 de la caseina
(as1-CN) respecto al veneno. Sin embargo, la relacion (masa:masa, m:m) de veneno:AA utilizada fue 10 veces
mas alta a la de veneno:Q. Asimismo, la relacion més alta de veneno:Az (1:20), mostré que la intensidad dicha
banda aument6 26 veces respecto al control. Este resultado muestra un efecto inhibitorio mayor de Az, seguido
de Q y AA. Se observaron dos bandas claras de degradacién, que corresponden a zonas donde se
posicionaron las SVMPs del veneno, por zimografia. Si bien se puede ver una leve disminucién de las bandas
en presencia de Q, no fue posible determinar una diferencia significativa por densitometria. Por otro lado, el
método cuantitativo en placas de agar leche, mostré que la mayor inhibiciéon observada fue también con Az, lo
gue permitio calcular la Concentracién Inhibitoria 50 (Clso), dando un valor tres veces mayor (Clso= 11,1 mM)
al previamente reportado para el veneno de B. alternatus con Az (Clso= 3,6 mM). El mayor valor de Clso
obtenido para B. diporus, probablemente se deba a que la Az se una mejor al sitio catalitico de las SVMPs PIII
(mayoritarias en el veneno de B. alternatus) que al de la clase PI. Sin embargo, este método resulté poco
sensible para evaluar AA o Q, debido a variaciones de pH o solubilidad de las mezclas. La actividad
azocaseinolitica, permitid6 ensayar relaciones mas altas de veneno:Q (1:0,75), observandose una reduccién
del 42% de la actividad del veneno. Sin embargo, este método no resulté adecuado para Az y AA debido a
interferencias metodolégicas. Finalmente, se evalud la inhibicion de la actividad hemolitica indirecta del veneno
de B. diporus, sin observarse inhibicion significativa con ninguna de las moléculas, bajo las condiciones
ensayadas. Si bien estudios previos reportaron efectos inhibitorios de Q y AA sobre PLA,s de otros venenos,
estas discrepancias podrian deberse a variaciones interespecificas en la composicion y tipo de isoformas. En
este sentido, el estudio de compuestos naturales (o sintéticos) como potenciales inhibidores de las SVMPs,
abre un nuevo abanico de posibilidades para explorar alternativas para el tratamiento complementario de los

accidentes ofidicos.
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1 INTRODUCCION

1.1  Generalidades del género Bothrops

Bothrops, el nombre de este género, deriva de bothros que significa «fosa o foseta» y ops «rostro» que significa
«con una fosa en el rostro» en referencia a la foseta termorreceptora que poseen. Es un género compuesto
por aproximadamente 45 especies de caracteristicas muy diversas y que viven en un amplio espectro de
habitats, desde bosques y selvas tropicales y subtropicales hasta regiones aridas, semiaridas y desérticas,
desde el nivel del mar hasta mas de 3000 msnm, siendo algunas endémicas de islas oceanicas (Carrasco et
al., 2012). El veneno es secretado por glandulas especiales localizadas a lo largo de la parte posterior y
superior del labio superior. Son glandulas salivales modificadas que secretan una mezcla de diferentes
sustancias, algunas de funcién digestiva y otras téxicas. La principal funcién de las toxinas es la inmovilizacién
y muerte de la presa, y al mismo tiempo, comenzar la digestién de la misma (Scrocchi et al., 2006). Las
glandulas se conectan por un conducto glandular a dientes especializados o “colmillos” para la inoculacion del
mismo (Kardong, 1983). La denticién solenoglifa de este género, estd compuesta por colmillos huecos (el
conducto es cerrado similar a una aguja hipodérmica) y estan fijados a un hueso maxilar movil.

El género Bothrops ha adquirido relevancia en el estudio de accidentes ofidicos al ser responsable del mayor
numero de accidentes ofidicos en Argentina (Marufak et al., 2010). El veneno botrépico posee principalmente
efectos proteolitico, coagulante y hemorragico. La caracteristica del envenenamiento es el prominente dafio
tisular local en el sitio de la mordedura, el cual se desarrolla rapidamente luego del accidente y puede resultar
en secuelas permanentes (Ribeiro & Tanus, 1997). Al comparar las distintas especies, se pueden observar
diferencias en la composicion de sus venenos, incluso dentro de una misma especie existen variaciones entre
poblaciones (regionales) y entre individuos de la misma especie de distintas edades e incluso en aquellas que
difieren en el tamafio, ya que hay factores que pueden influir, como la alimentaciéon (Casewell et al., 2020).
Esto puede explicarse debido a la ontogenia del organismo inoculador, condicionando significativamente la
toxicologia del veneno (Saldarriaga et al., 2003). Asimismo, la severidad y el tipo de sintomas estara
estrechamente vinculado con el estado de salud, tamafio y comorbilidades de la victima, siendo capaces de

modular las respuestas al envenenamiento (Bryan-Quirés et al., 2019).

1.2  Clasificacion taxondmica (ITIS - Report: Bothrops diporus, 2017)
Reino: Animalia
Filo: Chordata
Clase: Reptilia
Orden: Squamata
Familia: Viperidae
Subfamilia: Crotalinae
Género: Bothrops

Especie: Bothrops diporus
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1.3  Especie Bothrops diporus, Cope, 1862

La serpiente B. diporus, conocida como “yarara chica” corresponde a una de las principales especies de
serpientes responsables de accidentes ofidicos debido a su abundancia y amplitud de distribucién en
Argentina. Tienen un tamafio relativamente pequefio, comparado a otras especies de Bothrops, y de
complexion mediana (los machos adultos tienen una longitud total promedio de 60 a 70 cm, y las hembras
adultas pueden llegar a medir hasta 100 a 110 cm). Una de las caracteristicas que las vuelven distinguibles a
simple vista, aunque no es exclusiva de esta especie, sino mas bien, considerada mas representativa de los
alethinophidia son las escamas quilladas (parte longitudinal saliente de la misma) que recubren su dorso y
parte de su cabeza, diferenciandose de las ventrales por ser lisas (Fig. 1. A-B). Sin embargo, estudios
realizados por Moore y Jackson, (2010) mencionan que no hay un patrén universal, en cambio, la ausencia o
presencia de las escamas quilladas en el dorso varia considerablemente entre familias, géneros y especies.
Esta especie es apreciable visualmente por su distinto color de fondo que varia dentro de una escala que va
desde distintos tonos de marrén, alcanzando incluso, tonos grisaceos, destacandose por el contraste existente
frente al patrén de manchas subtriangulares de color oscuro que se encuentran a ambos lados de la linea
vertebral, en contacto con el limite de la cabeza marcada por un patron de manchas irregulares también de
color oscuro, sin dejar de mencionar el par de ocelos con el que cuentan en ambos extremos de su base
(Stazzonelli et al., 2018).

Figura 1. (A) Escamas quilladas del dorso de B. diporus. (B) Detalle de la cabeza. Se aprecian las escamas lisas y quilladas (extraido de
Stazonelli et al., 2018).

1.4 Distribucién geogréfica en la Argentina

B. diporus, estd ampliamente distribuida en todo el pais, llegando hasta el norte de la Patagonia. En la Figura
2 se muestra la distribucion en Argentina (Stazzonelli, et al., 2018). Teniendo en cuenta la amplia distribucién,
se han llevado a cabo estudios para evaluar la toxicidad del veneno de B. diporus en distintas regiones del
pais. Un trabajo realizado por Maruiiak et al. (2010) reporté que especimenes del noroeste argentino
presentaron un veneno mas téxico que los del nordeste argentino, con valores de dosis letal cincuenta (DLso)
de 26,60 y 38,18 ug/20 g ratdn, respectivamente.
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Figura 2. Distribucion de B. diporus en Argentina. Las regiones coloreadas en naranja representas los sitios en los que se registro su
presencia (extraido de Stazzonelli, et al., 2018).

1.5 Composicion del veneno de B. diporus

El proteoma de este veneno comprende toxinas pertenecientes a catorce familias de proteinas, siendo las mas
abundantes aquellas pertenecientes a las familias de las metaloproteinasas de venenos de serpientes (SVMP,
de sus siglas en inglés), fosfolipasas Az (PLA2s), péptidos similares a BPP (péptidos potenciadores de
bradiquinina), L-aminoacido oxidasas y serina proteinasas (Gay et al. 2015). Este perfil de toxinas (Fig. 3).
explica en gran medida los efectos fisiopatolégicos caracteristicos de las mordeduras de serpientes botrépicas
observadas en pacientes envenenados por B. diporus. Las SVMP se pueden dividir en tres clases (Pl a PIIl)
segun la extensién de varios dominios estructurales. Las enzimas clase Pl comprenden Unicamente el dominio
metaloproteinasa, las enzimas PIl contienen un dominio desintegrina después del dominio metaloproteinasa,
y las enzimas de la clase PlIl contienen un dominio carboxilo terminal adicional rico en cisteina. La clase PIII
es la més importante de las clases de SVMPs en cuanto a su contribucion a la complejidad del veneno (Fox
et al., 2008).
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Figura 3. Composicion relativa del veneno de B. diporus (% de las distintas familias). Las metaloproteasas (SVMPs) representan el 34,2%
de la composicion total, distribuidas en dos clases: Pl y PIl (Extraido de Gay et al., 2015).

Las SVMPs constituyen la familia mas abundante de este veneno (34,2%), distribuidas en dos clases, tipo Pl
(14,7%) y PIII (19,5%) (Gay C., et al., 2015). Las SVMPs tipo P-I son enzimas fibrino(geno)liticas, es decir,
capaces de escindir distintas cadenas a del fibrindgeno y con actividad hemorragica casi nula a diferencia de
las P-1ll que son hemorragicas (Van de Velde, 2017; Gay, et al., 2005). Las SVMPs PIIl hemorragicas son
capaces de degradar el colageno tipo 1V, clave para la estabilidad de los componentes de la membrana basal
de capilares sanguineos, (Gutiérrez et al., 2016) y factores de coagulacién sanguinea, incluyendo el
fibrinégeno y el factor de von Willebrand (Marcussi et al., 2007). Debido al alto porcentaje de las SVMPs en el
proteoma de B. diporus y, a su marcada contribucion en la patogenicidad del veneno, resultan un blanco

atractivo al que deben apuntar el estudio y desarrollo de las nuevas terapias antiofidicas.

1.6 Tratamientos actuales y nuevas terapias contra el envenenamiento botrépico

En Argentina se produce un antiveneno bivalente, que es una solucion estéril y apirégena de Fragmentos
F(ab’)2 de inmunoglobulinas equinas purificadas, a partir de plasma equino hiperinmune para neutralizar
venenos de B. alternatus y de especies del grupo B. neuwiedi (B. diporus y afines), obtenidas por
termocoagulacién, precipitacién salina y digestién enzimatica (Ministerio de Salud de la Republica Argentina,
Direccién de Epidemiologia, 2025). El fundamento del uso de derivados de plasma equino, se basa en su alta
tolerancia hacia las toxinas pertenecientes a distintas especies de serpientes, y luego de ser inmunizados, se
obtienen los fragmentos F(ab”)2 por digestion con pepsina de las inmunoglobulinas (Dias da Silva et al., 2022).
Las nuevas terapias apuntan a una modalidad combinatoria que comprenda diferentes mecanismos de
inhibicién a fin de garantizar la neutralizacién de un amplio rango de toxinas. La tendencia actual en la
investigacion de la préxima generacion en terapia antiofidica es mejorar su eficacia y seguridad. En los ultimos
afos debido al descubrimiento de farmacos inhibidores, se ha propuesto la terapia combinatoria, anticuerpos
e inhibidores (moléculas organicas pequefias) como un nuevo enfoque en el tratamiento, de manera de

aumentar la eficacia y disminuir la toxicidad (Knudsen et al., 2019; Albulescu et al., 2020).

10
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1.7 Moléculas de interés en el presente TFG

Proponemos tres moléculas organicas (acido ascoérbico, quercetina y un derivado de la alizarina)
potencialmente inhibidoras de SVMPs para ensayar su capacidad neutralizante de la actividad proteolitica del
veneno de B. diporus. A continuacion, se describen algunas caracteristicas de las mismas:

Quercetina: la quercetina es un flavonol que pertenece al grupo de los flavonoides y generalmente se presenta
como glucosido (Salehi et al., 2020). Presenta actividad antiinflamatoria y antioxidante, representando un
complemento que favorece la eliminacion de especies reactivas del oxigeno (ERO), causantes del dafio
oxidativo (Vlachodimitropoulou et al., 2011). Asimismo, algunos autores reportaron actividad anti-veneno de
extractos de Nectandra angustifolia, rico en derivados glicosilados de quercetina, sobre enzimas de veneno
de serpientes (Torres et al., 2023).

Acido ascérbico: conocido como vitamina C, desde un punto de vista quimico, una cetolactona hidrosoluble
con dos grupos hidroxilo ionizables. A pH fisioldgico, el monoanién ascorbato es la forma predominante,
actuando como agente reductor mediante oxidacion de un electrén a radical ascorbato y deshidroascérbico
(Mastrangelo et al., 2018). El acido ascorbico, ademéas de su papel como antioxidante fisiolégico, ha sido
descrito como un modulador de enzimas metalodependientes debido a su capacidad de actuar como agente
reductor. En el contexto del veneno de B. diporus, el ascorbato podria interferir en la actividad catalitica de las
SVMPs [cuya funcién enzimatica depende de la presencia de un ion metélico (Zn2*)] pudiendo alterar la
reactividad de ese ion indispensable para la protedlisis. Ademas, la capacidad del acido ascérbico de donar
electrones y participar en reacciones redox, hace que pueda interactuar con los radicales libres generados en
consecuencia del proceso inflamatorio propio de la intoxicaciéon (Shen et al., 2021). De esta manera, el acido
ascorbico podria contribuir a la inhibicién parcial de la actividad proteolitica de dichas enzimas, reduciendo
consecuentemente los procesos de degradacion de proteinas y dafio tisular asociados al envenenamiento.
Alizarina: molécula proveniente de la raiz de una planta del género Rubia. Rubia cordifolia L. es una planta
trepadora herbacea perenne de la familia Rubiaceae, que esta ampliamente distribuida en India, Corea, Africa,
Asia tropical, Malasia, Europa y China (Humbare et al., 2022; Wen M. et al., 2022). Esta molécula corresponde
a una antraquinona, capaz de aceptar y donar electrones facilmente, lo que la vuelve sumamente importante
para las reacciones redox que ocurren en presencia de agentes oxidantes, como EROs producidas por el

mismo veneno o por células inflamatorias (Zhang et al., 2024).

11



Schwesig Ingrid Denise Trabajo Final de Graduacion 2025
Lic. en Ciencias Bioldgicas, UNNE

2  OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivos
Obijetivo general

Evaluar la capacidad neutralizante de moléculas organicas de la actividad proteolitica in vitro inducida por el
veneno de B. diporus.

Obijetivos particulares

- Ensayar diferentes proporciones de mezclas de solventes organicos (etanol, dimetilsulféxido) y de tampén
de fosfatos, donde mejor se disuelvan los compuestos tipo flavonoides (quercetina).

- Evaluar la capacidad neutralizante de acido ascorbico, quercetina o alizarina, de la actividad proteolitica in
vitro, utilizando métodos cualitativos, inducida por el veneno de B. diporus por método de pre-incubacion.

- Evaluar la capacidad neutralizante de &cido ascorbico, quercetina o alizarina, de la actividad proteolitica in
vitro, utilizando métodos cuantitativos, inducida por el veneno de B. diporus por método de pre-incubacion.
2.2  Hipdtesis

Moléculas organicas inhibidoras de SVMPs neutralizan la actividad proteolitica caracteristica de la intoxicacién
inducida por el veneno de B. diporus.

12
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Veneno

El veneno de cinco especimenes de B. diporus fue suministrado por el Serpentario CEPSAN, dependiente del
Ministerio de Produccién de la Provincia de Corrientes, ubicado en el Centro de Conservacion Aguara (Paso
de la Patria, Corrientes, Argentina). El veneno desecado se conservo en freezer a —20°C. Al momento de ser
usado, fue diluido en solucién de tampdn A (Tris-HCI 0,1 M; CaClz 0,5 mM; NaNs 0,02 %; pH 8,0), y para los
ensayos de hemdlisis indirecta se empled solucion salina de tampén de fosfatos (PBS) pH 7.2. El material
insoluble se centrifugé y se trabaj6 a partir del sobrenadante. También se llevé a cabo la cuantificacion de la
concentracién de proteinas por el método de Bradford (1976).

3.1.2 Inhibidores

Los inhibidores que se utilizaron fueron: quercetina (3, 5, 7, 3'-4'-pentahidroxiflavona), &cido L- ascérbico [(R)-
5-[(S)-1,2-dihidroxietil]-3,4-ihidroxi-5-(H)-furan-2-ona] y rojo de alizarina S (sal sédica del acido 3,4-dihidroxi-
9,10-dioxo-2-antracenosulfénico). Las soluciones de acido L- ascérbico (AA) y rojo de alizarina (Az) se
disolvieron en agua y/o en tampén A. Por otro lado, la quercetina (Q) es una molécula organica que debe ser
disuelta en un solvente organico previo a la mezcla con el tampén de trabajo. Esta molécula tiene una mayor
solubilidad en DMSO (dimetilsulféxido) que, en etanol, por lo cual se utilizé el primer solvente. Las soluciones
de Q se prepararon por sonicacion en mezclas DMSO y tampdn A o PBS. Se determiné la proporcion de
DMSO-tampén A (5, 10, 12,5y 20% de DMSO) en la que no se compromete la actividad proteolitica del veneno
por electroforesis SDS-PAGE 12% utilizando caseina como sustrato (segun método descripto mas adelante
en el item 3.2.1.1).

3.2 Evaluacion de la capacidad neutralizante de los inhibidores de actividades proteolitica in vitro por

método de pre-incubacién

Se prepararon mezclas que contienen una cantidad fija de veneno "dosis de reto" en base a resultados previos
obtenidos por el grupo de trabajo y se ensayaron por diferentes métodos cuali- y cuantitativos. Disponer de
diferentes métodos cualitativos permite por un lado conocer el perfil electroforético de la actividad proteolitica
sobre un sustrato determinado, y conocer el tipo de proteasa presente en el veneno que actda sobre un
sustrato proteico (zimografia). Asimismo, contar con diferentes métodos cuantitativos permite tener opciones
de medir actividad proteolitica teniendo en cuenta la coloracién que puedan presentar algunas moléculas
organicas.

3.2.1 Métodos cualitativos

3.2.1.1 Actividad proteolitica sobre caseina (SDS-PAGE)

El clivaje especifico de caseina se ensay6 por SDS-PAGE al 12% (m/v). Cien microlitros de caseina (Sigma)
(5 mg/ml, previamente hervida a 100 °C por 10 minutos Y filtrada) se incubé a 37 °C por 60 minutos con 100
ML de veneno (0,25 mg/ml) en tampén A, correspondiente a una relacion caseina / veneno de 20:1 (m/m). Las
muestras se desnaturalizaron y redujeron por ebullicion durante 5 minutos con solucién desnaturalizante

enriquecida en SDS (urea 5%, SDS 4% y 1% 2-mercaptoetanol en tampon de fosfatos 35 mM, pH 7,0) y se
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realizé la corrida electroforética. Para los estudios de inhibicién el veneno se pre-incub6 con diferentes
relaciones veneno: moléculas organicas (AA, Az, Q) en un rango de 1:4 - 1:20 (m/m) y hasta 1:100 (para AA)

por 30 minutos a 37°C antes de la electroforesis. Se utilizé el software ImageJ ( https://imagej.net/ij/ ), para

realizar el analisis densitométrico de las bandas de caseina.

3.2.1.2 Actividad proteolitica sobre gelatina (zimografia)

Se ensayo la actividad proteolitica de soluciones de veneno de B. diporus (16 ug/pocillo). Se preparé un gel
de poliacrilamida 12% (m/v) al cual se adicion6 una solucion de gelatina (0,1 mg/ml) en el gel de corrida. Las
muestras se mezclaron con tampén de muestra sin 2-mercaptoetanol. Se realizé la corrida electroforética y, al
finalizar la misma, se colocé el gel en solucién de Triton X-100 2,5% (v/v) durante 15 min a temperatura
ambiente, repitiendo este paso 2 veces. Se removié parcialmente el Triton X-100, dejandose 2-3 ml en la cuba.
Se adicionaran 20 ml de tampén de revelacion [Tris 50 mM; CaClz 5 mM; NaNs 0,02% (m/v); pH 8,0], con
agitacion durante 15 min a temperatura ambiente, y se incub6 a 37 °C durante 16 h. Para los estudios de
inhibicion, se agregd al tampdn de revelacion diferentes relaciones veneno: moléculas organicas (m/m), 1:3,75
(Bd:AA), 1: 0,93 (Bd:Az) y 1: 0,75 (Bd:Q). Finalmente, el gel se tifid6 con Azul de Coomassie R250. Se
observaron los diferentes patrones de bandas obtenidos para evaluar la actividad proteolitica con el software
ImageJ.

3.2.2 Métodos cuantitativos

3.2.2.1 Actividad proteolitica en placas agar-leche

Se prepararon soluciones de leche descremada al 1% (0,25 g de leche descremada en 12,5 ml) en tampén A.
Se agregé el mismo volumen de una solucion caliente (T° 55° aprox.) previamente preparada de agar al 1%
(0,25 g en 12,5 ml) en el mismo tampdn y se agregdé una pizca de azida de sodio. La mezcla se volcé
inmediatamente sobre una placa de acrilico, se dej6 solidificar y se realizaron pocillos con un micro-
sacabocado conectado a bomba de vacio. Para los estudios de inhibicion, el veneno (30 mg/ml) se pre-incub6
con diferentes relaciones veneno: moléculas organicas, en un rango de 1:0,03 — 1:1 (m/m) por 30 minutos a
37°C, y luego se realizé la siembra de 12 pl de las mezclas en los diferentes pocillos por duplicado. Se
realizaran los controles correspondientes de veneno y de solventes utilizados. Se incubd la placa por 18 horas
en estufa a 37° C y se leyeron los diametros de los halos de protedlisis. Se determind la concentracion
inhibitoria 50 (Clso) como aquella concentraciéon de inhibidor capaz de reducir un 50% el halo de protedlisis
inducido por el veneno entero (s6lo para Az). Antes de dar comienzo a los ensayos orientados a evaluar la
capacidad inhibitoria de las moléculas organicas frente al veneno, se realiz6 un ensayo empleando distintas
concentraciones del veneno (5, 10, 23 y 30 mg/ml), con el fin de seleccionar la concentracion éptima para los
ensayos siguientes. Asimismo, al utilizar concentraciones elevadas de veneno, se controlo el pH de las
mezclas de veneno:AA, para que este no interfiera en la actividad enzimatica.

3.2.2.2 Actividad azocaseinolitica

Se pre-incubé el veneno de B. diporus (2 mg/ml) con diferentes relaciones veneno: querecetina, 1:0,18 a 1:0,75
(m/m) por 30 minutos a 37°C. La actividad proteolitica sobre azocaseina (Wang y Huang, 2002) se midié
empleando como control de 100% de actividad veneno disuelto en tampdn A. Este método sélo se utilizd para

Q debido a limitaciones metodologicas con Az (color) y AA (sensibilidad).
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3.3 Inhibicion de la actividad hemolitica indirecta

Si bien no estaba contemplado en el plan original, se decidié ensayar si estas moléculas son capaces de inhibir
las PLAzs presentes en el veneno de B. diporus, segunda familia de importancia luego de las SVMPs. Se
realizé el método en placas de agar-sangre sugerido por Gutiérrez et al. (1988) para medir si las moléculas
organicas son capaces de inhibir las fosfolipasas A2 (PLA2), las cuales constituyen la segunda familia mas
importante del veneno de B. diporus. La inhibiciéon se indicé por la reduccion de los halos de hemdlisis que se
obtuvieron al comparar los halos producidos por una cantidad determinada de veneno entero (0,5 mg/ml) y la
misma cantidad de veneno pre-incubada (30 min a 37°C) con moléculas organicas. Se utilizaron las relaciones
veneno: moléculas organicas mas altas teniendo en cuenta la solubilidad de las mismas (1:10 para AA, 1:2,5
para Q y 1:4 para Az). En las placas de agar sangre se sembraron 12 pl de las soluciones de veneno entero
0 mezclas de veneno: moléculas organicas. Se midieron los diametros de los halos de hemdlisis luego de 18

hs de incubacion a 37°C en camara humeda.

3.4 Analisis estadistico

Para los ensayos cuantitativos se realizd el analisis estadistico mediante ANOVA seguido de la prueba de

Tukey (p < 0,05) utilizando el software Infostat ( https://www.infostat.com.ar/ ).
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4 RESULTADOS

4.1  Eleccion de mezcla solvente orgénico y tampon para ensayos con quercetina.

Se determind la proporcion de DMSO-tampén A en la que no se compromete la actividad proteolitica del
veneno por electroforesis SDS-PAGE utilizando caseina como sustrato (Fig. 4). Se decidio utilizar una
proporcién que no supere el 20% DMSO en el tampon de trabajo.

CN (0%) +Bd (0%) CN (5%) +Bd (5%) CN (10%) +Bd (10%)  CN(12,5%)  +Bd(12,5%)  CN(20%) +8d (20%)

aS2-CN
aS1-CN

B-CN
k-CN

Figura 4. Andlisis electroforético (SDS-PAGE 12%) de la degradacion de CN por el veneno de B. diporus utilizando diferentes
proporciones de DMSO (%) disuelto en tampén A.

4.2  Actividad proteolitica por SDS-PAGE
Los resultados del screening para el control de la actividad proteolitica del veneno utilizando una solucién de
caseina (CN) con los dos inhibidores hidrosolubles (Fig. 5), AA y Az, mostraron, bajo las condiciones
ensayadas, una leve inhibicion por ambas moléculas de la degradacion de las bandas de caseina respecto al
control de veneno, lo que se decidié ensayar mayores concentraciones de AA 'y Az.

CN B.d. Bd:Az Bd+AA

1:2 1:12

ST TR T SRl

0 -
B - |

Figura 5. Andlisis electroforético de la degradacion de CN por el veneno de B. diporus pre-incubado con Az y AA. SDS-PAGE 12%. La
llave indica las bandas caracteristicas de CN.
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En la Figura 6 se muestra el perfil electroforético del efecto de AA sobre la degradacién de caseina por el
veneno. Se observo que en la relacion mas alta ensayada Bd: AA 1:96 (m:m), la intensidad de banda de as1-
CN fue de 93,7%, respecto al control de veneno (47,9%). Este ensayo, debido a la baja concentracién de

veneno utilizada (0,25 mg/ml), permitié probar relaciones altas de veneno: AA (1:96; m:m), sin comprometer
el pH de la mezcla.

90
80
70
60

as2-CN 0

as1-CN 20

30

Intensidad de bandas as1-CN (%)

20

10

CN B.d 1:24
Relacion B.d : AA (m/m)

100 47,9 41,7 55,4 93,7 %plot

Figura 6. Andlisis del patrén electroforético (SDS-PAGE 12%) de proteinas caseina digeridas por el veneno de B. diporus en presencia y
ausencia del inhibidor AA. A. Andlisis de intensidad de banda con software imageJ. B. Densidad relativa de banda as1-CN en funcion de
la relacién veneno: AA.

El ensayo de inhibicion de veneno de B. diporus pre-incubado con diferentes relaciones de Az (Fig. 7), mostré

gue a la relacion mas alta ensayada Bd: Az 1:20 (m:m), la intensidad de banda de as1-CN fue de 52%, respecto
al control de veneno (2%).

A B
Bd: Az

CN B.d 1:4
100 £
90
80
70
60
50
40
30
20
10 :
0 ; P R i 3 i 23
CN B.d 1:4 1:8 1:12 1:16 1:20

Relacién B.d : Az (m/m)

as2-CN
as1-CN

Intensidad de bandas as1-CN

100 2 5,2 21,4 42,4 32,4 52 %plot
Figura 7. Andlisis del patrén electroforético (SDS-PAGE 12%) de proteinas caseina digeridas por el veneno de B. diporus en presencia

y ausencia del inhibidor Az. A. Andlisis de intensidad de banda con software imageJ. B. Densidad relativa de banda as1-CN en funcién
de la relacién veneno: Az.
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El perfil electroforético de la degradacién de caseina por el veneno pre-incubado Q, se muestra en la Figura
8. Se observé que a la relacién mas alta ensayada Bd:Q 1:9,6 (m:m) la intensidad de banda de as1-CN fue
53,4%, respecto al control de veneno de (29,5%).

A B

CN B.d. (0,5mg/mi) 1:4,8 B.d. (0,25 mg/mL) 1:9,6

100
90
80
70
s T ?
50
40

30

Intensidad de bandas as1-CN

CN B.d (0,5mg/ml) 1:4,8 B.d (0,25mg/ml) 1:9,6
Relacién B.d : Q (m/m)

e s e

SR U P T R
100 17,5 46 29,5 53,4 %plot

Figura 8. Andlisis del patrén electroforético (SDS-PAGE 12%) de proteinas caseina digeridas por el veneno de B. diporus en presencia y
ausencia del inhibidor Q. A. Andlisis de intensidad de banda con software imageJ. B. Densidad relativa de banda as1-CN en funcién de
la relacién veneno: Q.

4.3  Zimografia

La zimografia utilizando gelatina como sustrato se muestra en la Figura 9. Se pueden observar dos bandas
claras de degradacion del sustrato, una superior y una inferior, mas tenue, en todas las calles (veneno y
veneno pre-incubado con las MOs). Si bien se puede ver una leve disminucion de las bandas en la calle que

contiene el veneno pre-incubado con Q, no fue posible determinar una diferencia significativa con el software
ImageJ.

Control 1: 3,75 (+AA) 1: 0,93 (Az) 1:0,75 (Q)

Figura 9. Andlisis por técnica de zimografia de la actividad proteolitica de SVMPs presentes en el veneno de B. diporus. Control: veneno

de B. diporus en ausencia de inhibidor. Las flechas indican zonas de degradacion del sustrato gelatina.
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4.4  Actividad proteolitica sobre caseina en placas de agar leche

En la Figura 10 se observan los resultados del screening de la actividad proteolitica en placas de agar-leche
llevado a cabo con cuatro concentraciones diferentes de veneno. En la Tabla 1 se muestran los halos de
protedlisis medidos para cada concentraciéon ensayada.

Figura 10. Actividad proteolitica en placas agar leche en funcién de la concentracion del veneno de B. diporus.

Tabla 1. Medicién de halos (mm) de la actividad proteolitica en placa agar leche funcién de la concentracion
del veneno de B. diporus.

Halos (mm)
Concentracion (mg/ml) Pocillo 1 Pocillo 2
30 16 16
23 15 15
10 13 13
5 9 9

Se seleccioné la concentracién de veneno de 30 mg/mL y se realizé un screening utilizando con las MOs en
estudio (Fig. 11; Tabla 2). Se observo que la mezcla veneno: Q en la proporciéon ensayada, 1:0,74 (m:m)

mostré un precipitado, por lo que se decidié continuar con concentraciones mas bajas.
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Figura 11. Screening de la actividad proteolitica en placas agar leche con diferentes relaciones veneno: molécula organica.

Tabla 2. Screening de la actividad proteolitica en placa agar leche de diferentes relaciones veneno: molécula

organica.
Halos (mm)

Bd:molécula Pocillo1 | Pocillo 2
organica

Bd control 16 16
B.d:AA (1:2,4) 12 10
B.d+Q (1.0,74) | 15 15

B.d + Az (1:0,48) | 13 13

Los resultados de la actividad proteolitica en placas de agar leche para el veneno veneno pre-incubado con
AA se muestran el Figura 12. Se observo que la mayor relacién ensayada de veneno: AA (1:0,67, m:m) inhibid

el halo de protedlisis respecto al control en un 25%, sin que se afecte el pH de la reaccion.

B
A A
100
90
_. 80 B
&
o 70
9
5 60
3
S 50
Q
T 40
he
2 30
<
20
10
0
B.d 1:0,67 1:0,33

Relaciénn B.d : AA (m/m)

Figura 12. Potencial inhibitorio de AA contra la actividad proteolitica del veneno de B. diporus en placas con agar-leche como sustrato.
A. Actividad proteolitica medida en mm (halos; relacion Bd:AA; m:m). B. Actividad proteolitica (%) en funcion de la relacion Bd:AA (m:m).
No se consider6 la relacion 1:1 en el grafico de barras ya el pH de la mezcla disminuyd. Letras distintas (A-B) indican diferencias
significativas (p< 0,05).
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En la placa donde se enfrent6 el veneno a Az (Fig. 13) se observé que la mayor relacién ensayada veneno:
Az (1:0,17; m:m) inhibi6 el halo de protedlisis respecto al control del veneno sin inhibidor, en un 40%.
A B
A
100
90
80
70 B B D
60 C
50
40
30

Actividad proteolitica (%)

20
10

0
B.d 1:0,17 10,13 10,1 1:0,06  1:0,03
Relacién B.d : Az (m/m)

Figura 13. Potencial inhibitorio de Az contra la actividad proteolitica del veneno de B. diporus en placas con agar-leche como sustrato. A.
Actividad proteolitica medida en mm (halos; relacion Bd:Az; m:m). B. Actividad proteolitica (%) en funcién de la relacién Bd:Az (m:m).

Letras distintas (A-E) indican diferencias signficativas (p< 0,05).

Se realiz6 en otra placa con el mismo control de veneno, usando una relacion mayor de veneno: Az (1:0,33;
m:m) de manera de poder calcular la Clso para esta molécula (Fig. 14). La Clso para Az fue calculada a partir

de los datos de las placas de las figuras 13 y 14 (Tabla 3).

Figura 14. Potencial inhibitorio de Az contra la actividad proteolitica del veneno de B. diporus en placas con agar-leche como sustrato.
Actividad proteolitica medida en mm (halos; relacién Bd: Az; m: m)

Tabla 3. Analisis de la actividad proteolitica en placa agar leche de diferentes relaciones veneno: molécula

organica. Medicion de halos (mm) junto con sus correspondientes promedios y concentracion de Az.

Halos (mm)

Muestras Pocillo 1 | Pocillo1 | Promedio Concentracion Az (mg/ml)
Bd control 15 15 15 0

Bd + 1mg/ml 12 13 12,5 0,5

Bd + 2mg/ml 12 12 12 1

Bd + 3mg/ml 11 10 10,5 15

Bd + 4mg/ml - 11 11 2

Bd + 5mg/ml 10 10 10 2,5

Bd + 10mg/ml 6 5 55 5
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En la Figura 15 se muestra la curva de los halos de protedlisis en funcién de la concentracion de Az, de la cual
se obtuvo un valor de Clsode 3,79 mg/ml (11,1 mM).

16

14

12

10

Halo proteodlisis (mm)
(o]

a4 y=-1,7109x + 13,984
R? =0,9482

0 1 2 3 4 5
Concentracion Az (mg/ml)

Figura 15. Relacion entre la concentracion de Az y la actividad proteolitica del B. diporus respecto del valor promedio de los halos (mm).

Finalmente, se enfrentd veneno a Q (Fig. 16) y se observé que la mayor relacién ensayada veneno: Q (1:0,1;
m:m) inhibio el halo de protedlisis respecto al control del veneno sin inhibidor (15 mg/ml), en un 5,6%.

A B
100 A

B.d (30mg/ml) B.d (30mg/ml) 90 c
\;Q - 80 D
. - 70

60
50

40

Actividad proteolitica (%)

30
20
10

0
B.d (30mg/ml) 1:0,05 B.d (15mg/ml) 1:0,1
Relacion B.d : Q (m/m)

Figura 16. Potencial inhibitorio de Q contra la actividad proteolitica del veneno de B. diporus en placas con agar-leche como sustrato. A.
Actividad proteolitica medida en mm (halos; relacion Bd:Q; m:m). B. Actividad proteolitica (%) en funcién de la relacion Bd:Q (m:m).

Letras distintas (A-D) indican diferencias significativas (p< 0,05).

4.5 Actividad azocaseinolitica
Se observé que la mayor concentracion ensayada de veneno Q (1:0,75; m:m) a través de este método (mas
sensible) y, teniendo en cuenta su maxima solubilidad (6 mg/ml) en DMSO 20% (v:v) disuelto en tampén A, Q

inhibio la actividad azocaseina del veneno en un 42% (Fig. 17).
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Relacion B.d: Q (m/m)

Figura 17. Actividad azocaseinolitica (%) de B.diporus pre-incubado con Q en diferentes relaciones (m:m). Letras

distintas (A-D) indican diferencias significativas (p< 0,05).

4.6  Actividad hemolitica indirecta

El diametro de los halos de hemdlisis en placa de agar-sangre,de las distintas concentraciones de veneno
ensayadas como screening, previo a la incubacion con las MOs, se muestra en la Figura 18 y en la Tabla 4.
Con la concentracion de veneno elegida (0,5 mg/ml) se ensayaron las relaciones veneno: MOs (m:m) mas
altas teniendo en cuenta la solubilidad de las mismas (1:10 para AA, 1:2,5 para Q y 1:4 para Az), y no se

observé inhibicién con ninguna de las relaciones testeadas (Fig. 19; Tabla 5).

Figura 18. Actividad hemolitica indirecta en placas de agar sangre en funcion de la concentracion del veneno de B. diporus.
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Tabla 4. Halos de hemdlisis (mm) para diferentes concentraciones de veneno.

Halos (mm)
Pocillo 1 Pocillo 2
Bd (1mg/ml) 20 20
Bd (0,5mg/ml) 19 18
Bd (0,25mg/ml) 17 17
Bd (0,125mg/ml) 15 15

Figura 19. Actividad hemolitica indirecta en placas de agar sangre en funcién de la relacién veneno de B. diporus: MO.

Tabla 5. Halos de hemdlisis (mm) a partir de la concentracién de veneno seleccionada (0,5 mg/ml) pre-

incubado con las distintas MOs.

Halos (mm)
Muestras Pocillo 1 Pocillo 2
Bd (0,5mg/ml) 19 19
Bd (0,5mg/ml) + AA | 19 19
Bd (0,5mg/ml) +Q | 19 19
Bd (0,5mg/ml) + Az | 19 19
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5 DISCUSION

En este trabajo final de graduacién (TFG) nos propusimos evaluar la capacidad neutralizante de moléculas
organicas de la actividad proteolitica in vitro inducida por el veneno de B. diporus, especie de importancia
sanitaria en la region nordeste de Argentina. Se seleccionaron tres moléculas organicas pequefias, la vitamina
C (acido L-ascérbico), un colorante rojo S de alizarina, y un flavonoide, la quercetina. Todas son moléculas de
origen natural, aunque la forma hidrosoluble del colorante natural alizarina, es la sal sédica obtenida
sintéticamente.

Tanto el rojo de alizarina S como el acido L-ascérbico, son moléculas hidrosolubles que se disolvieron sin
problemas en los tampones empleados para el desarrollo de este TFG. Sin embargo, la quercetina (una
pentahidroxiflavona) es una aglicona (también conocida como genina), que representa la fraccién no
azucarada de glucosidos (Clinica Universidad de Navarra, 2024), insoluble en agua, y soluble en solventes
orgénicos. Por esta razén se selecciono el solvente dimetilsulfoxido (DMSO) en el que su solubilidad es mayor
(aproximadamente 30 mg/ml). El DMSO es un liquido transparente e inodoro, producido a bajo costo como
subproducto de la industria de la pulpa de madera. Sus propiedades quimicas Unicas le permiten una amplia
gama de aplicaciones (ejemplo en problemas cutaneos). Penetra y se difunde facilmente a través de las
membranas bioldgicas y presenta un nivel de toxicidad relativamente bajo (Karim et al., 2023). En este trabajo
se utilizé en proporciéon menor al 20% de DMSO disuelto en los tampones de trabajo (v/v) y se lograron obtener
soluciones homogéneas de quercetina (en concentraciones finales no mayores a 6 mg/ml), sin que interfiera
en la actividad enzimética de las proteasas del veneno.

Se utilizaron métodos cualitativos (SDS-PAGE, zimografia) y cuantitativos (placas agar-leche, actividad
azocaseinolitica) para ensayar la accion inhibitoria de la actividad proteolitica del veneno de B. diporus pre-
incubado con las tres moléculas. Se eligieron cuatro métodos para tener diferentes opciones en cuanto a
sensibilidad o interferencias debido a la coloracion de las moléculas ensayadas.

El andlisis electroforético evidencié que las tres moléculas ensayadas mostraron un efecto protector parcial
frente a la degradacion proteolitica de la caseina inducida por el veneno de B. diporus. Midiendo la intensidad
de la banda as1-CN por densitometria, se pudo observar que tanto AA como Q mostraron un incremento de
aproximadamente el doble en la intensidad de dicha banda frente a los respectivos controles de veneno (a las
dosis mas altas de veneno: molécula organica ensayadas). Sin embargo, la relacion de veneno: AA utilizada
fue 10 veces més alta a la de veneno: Q, mostrando un mayor poder inhibidor de Q respecto al AA.
Asimismo, los resultados correspondientes al analisis electroforético de la degradaciéon de caseina muestran
gue a la relacion més alta ensayada para veneno: Az (1:20), la intensidad de la banda as1-CN aument6 26
veces respecto al control de veneno sin inhibidor. Este resultado muestra un efecto inhibitorio mayor de Az
sobre la hidrolisis de caseina por el veneno entero, respecto a AA y Q. El ensayo de degradacién de sustratos
especificos (caseina, fibrindgeno, gelatina, colageno) de las SVMPs por electroforesis SDS-PAGE, ha sido
ampliamente utilizado para estudios de inhibicién de la actividad proteolitica de venenos ofidicos (Yee et al.,
2016; Saravia Otten et al., 2021).

Por otro lado, los ensayos realizados por el método cuantitativo en placas de agar leche permitieron expresar

en valores numéricos la reduccién del halo de protedlisis por los diferentes inhibidores, respecto del veneno
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control. Nuevamente la mayor inhibiciéon observada, fue con Az que redujo en un 63% el halo de protedlisis
del veneno, a la mayor relacion veneno:Az ensayada (1:0,33). Esto permitié que se pudiera calcular la Clso,
dando un valor tres veces mayor (Clso= 11,1 mM) al reportado por Echeverria et al. 2025, para inhibir la
actividad proteolitica del veneno de B. alternatus pre-incubado con Az (Clso= 3,6 mM), utilizando el mismo
método de placas agar-leche. El mayor valor de Clso (mayor concentracion para inhibir el 50% de la actividad)
obtenido en este TFG para el veneno de B. diporus, probablemente se deba a que Az se une mejor al sitio
catalitico de las SVMPs de la clase PlIl que al de la clase Pl. Las SVMPs PIII constituyen la principal familia
del veneno de B. alternatus, representando el 43,1% de sus componentes (Olher et al., 2010). Sin embargo,
el veneno de B. diporus contiene SVMPs de la clase PIIl y de la clase PI, constituyendo un 19,5y 14,7% de
sus componentes, respectivamente (Gay et al., 2015). Echeverria et al. (2025), a través de estudios in silico,
reportaron que Az se une a través de numerosos enlaces a residuos clave y al ion Zn?* involucrado en el sitio
catalitico de las SVMPs PIll. Si bien ambas clases de SVMPs comparten el dominio catalitico, los dominios
adicionales presentes en las PIll (tipo desintegrina y rico en cisteinas) influyen en la conformacion final de
estas proteasas y en su unién a moléculas.

El método de difusion en agar resultd poco sensible (se necesitaron altas concentraciones del veneno para
obtener un 6ptimo halo de protedlisis), para evaluar las capacidades de AA o Q, limitando las relaciones de
veneno: molécula a ensayar, sin comprometer el pH de la mezcla (AA) o la solubilidad de las moléculas (Q).
AA y Q inhibieron en un 25% y 5,6% la actividad proteolitica del veneno a las mayores relaciones veneno:
inhibidor ensayadas, respectivamente. Oliveira et al. (2016) pudieron demostrar que el AA (relacién veneno:
AA 1:10) fue capaz de inhibir el 100% de la actividad proteolitica del veneno de otra especie de importancia
sanitaria en el pais como B. alternatus (yarara grande o vibora de la cruz), utilizando placas con medio soélido
conteniendo azocaseina como sustrato en vez de leche descremada.

Las diferencias observadas en cuanto a sensibilidad del método, proteasas o sustratos/inhibidores usados,
pueden atribuirse a la naturaleza difusiva del sistema en el medio agar/sustrato, donde el contacto entre el
veneno y el inhibidor depende del gradiente de difusién y del tiempo de exposicidn, lo que limita la formacién
completa del complejo enzima-inhibidor. Algunos estudios que emplean sustratos sintéticos han demostrado
que la incorporacién de DMSO como solvente puede introducir ciertas restricciones experimentales asociadas
a la solubilidad (Zia, 2012; Bastos et al., 2016), lo que explicaria las limitaciones de este método para evaluar
a quercetina.

Sin embargo, los métodos de difusién radial en agar han sido utilizados previamente para demostrar el efecto
inhibidor de otros sistemas proteasas/sustratos. Se utilizé este método para demostrar un claro efecto inhibidor
de soybean trypsin inhibitor frente a tripsina (Shukle R. H., Murdock L. L., 1983). En ese caso, los autores
demostraron que los ensayos de difusion radial en agar presentan ventajas sobre aquellos que implican la
separacion electroforética, los cuales requieren cantidades mayores del inhibidor para que el efecto sea visible
(bandas de degradacién en SDS-PAGE), y en otros, como la zimografia, donde la actividad enzimética debe
resistir condiciones de separacion, efecto del detergente SDS o alto voltaje.

Con el fin de evaluar cuantitativamente la actividad proteolitica del veneno de B. diporus frente a Q y ensayar

mayores relaciones de veneno:inhibidor, se utilizo el ensayo de actividad azocaseinolitica (medio liquido). La
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mayor sensibilidad de este método, que cuantifica espectrofotométricamente la liberacién de fragmentos azo-
peptidicos solubles, (productos de la degradacion proteolitica por las SVMPs del veneno), permitié demostrar
que Q produjo una reduccién significativa (42%) de la actividad proteolitica del veneno. Se ha descrito la
capacidad de diferentes grupos de flavonoides para inhibir la actividad hemorragica de venenos de serpiente
o de sus SVMPs purificadas de los mismos, entre ellos isoquercitrina, y la quercetina-3-O-ramnésido aisladas
de diferentes especies vegetales (Vale et al., 2011; Gémez-Betancur et al., 2014, Gopi et al., 2016). Se reporto,
ademas, que otro flovonoide como la miricetina, fue capaz de inhibir la actividad proteolitica y hemorragica del

veneno de B. atrox (Preciado et al., 2018).

Este método, sin embargo, no pudo ser usado para evaluar la capacidad proteolitica de AA y Az por
interferencias metodolégicas. La baja fiabilidad observada para el AA podria deberse a su capacidad
reductora, que interfiere en ensayos colorimétricos basados en la deteccion de compuestos azo. Se ha descrito
que el ascorbato puede revertir el color de los indicadores al reducir sus formas oxidadas (White-Stevens,
1982) lo cual podria explicar la pérdida de linealidad o la subestimacion de la actividad proteolitica observada.
Por su parte, la Az, con una estructura conjugada altamente croméfora (Springsteen & Wang, 2001), absorbe
en un rango espectral lo suficientemente amplio (430-527nm dependiendo de las fluctuaciones del pH)
(Jelinski et al., 2013) como para generar un solapamiento con la absorbancia de los fragmentos azo liberados
durante la hidrélisis de la azocaseina. Esta interferencia espectral dificulta distinguir el color derivado de la
actividad proteolitica del color intrinseco del inhibidor, afectando asi la linealidad de las mediciones. En cambio,
la Q, compuesto fendlico que presenta una absorciébn maxima desplazada hacia el rango de 370-380 nm,
permite una lectura mas estable y representativa de la actividad proteolitica real al no generar una interferencia
con los picos de lectura generados por los grupos azo (= 450nm), pudiendo utilizar sin inconvenientes esta
técnica.

En relacion con la actividad hemolitica indirecta inducida por el veneno de B. diporus, no se observé inhibicion
por ninguna de las tres moléculas, en las condiciones ensayadas. Otros autores, sin embargo, reportaron
inhibicion de actividades inducidas por las PLA2s presentes en otros venenos. Un estudio evalud los efectos
de Q sobre una PLA: de Crotalus durissus terrificus (Cotrim et al., 2011). La Q inhibié la actividad enzimaética
y algunas actividades farmacoldgicas de esta PLA2, incluyendo su actividad antibacteriana, su capacidad para
inducir la agregacion plaquetaria y su miotoxicidad 40%, pero no logré reducir las actividades inflamatorias y
neurotoxicas. Por otro lado, De Moura et al. (2016), reportaron una reduccién del 30 % de la actividad
fosfolipasica del veneno B. alternatus en proporciones de veneno:AA superiores a 1:15. Estas diferencias
podrian atribuirse a una variabilidad interespecifica en la composicion y tipo de isoformas de PLA, presentes
en cada veneno, ya que la familia de estas enzimas incluye multiples grupos con diferencias estructurales y

funcionales que pueden influir en la afinidad del inhibidor por el sitio activo (Barrera-Luna & Cazar, 2023).
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6 CONCLUSIONES

- En el presente trabajo se demostré la inhibicién parcial de la actividad proteolitica in vitro inducida por el
veneno de B. diporus mediante el empleo de tres moléculas organicas pequefias: dos compuestos
hidrosolubles (AA y un derivado sintético del colorante natural rojo de alizarina S) y un flavonoide soluble en
solventes orgéanicos (Q).

- Se determind que el dimetilsulféxido (DMSO) constituye un solvente adecuado para los ensayos con Q,
estableciéndose la proporcion solvente/tampén éptimo para mantener la solubilidad del compuesto en las
condiciones experimentales ensayadas. Dadas sus propiedades quimicas y su baja toxicidad, el DMSO podria
considerarse en futuros estudios in vivo.

- Se aplicaron exitosamente cuatro metodologias complementarias para la determinacion de la actividad
proteolitica en presencia y ausencia de las moléculas ensayadas, 10 que permitié disponer de alternativas
metodolégicas ante posibles interferencias asociadas a la solubilidad, el color o el pH de las mezclas
veneno/inhibidor. Se utiliz6 un método cualitativo, la electroforesis SDS-PAGE, que permitié evaluar por
densitometria la degradacion de la caseina, sustrato de referencia de las SVMPs, y fue mas sensible que la
zimografia. Ademas, se implementaron dos métodos cuantitativos: la difusién radial en placas de agar-leche
(medio solido) y la actividad azocaseinolitica (medio liquido).

- El andlisis electroforético evidencié que las tres moléculas ensayadas ejercieron un efecto protector parcial
frente a la degradacion proteolitica de la caseina inducida por el veneno, siendo Az la mas efectiva, seguida
de Q y AA. Asimismo, el método de difusién en agar-leche confirmé que Az produjo la mayor reduccién del
halo de protedlisis, permitiendo calcular una Cls, de 11,1 mM, valor aproximadamente tres veces superior al
previamente reportado para la inhibicion del veneno de B. alternatus (Clso = 3,6 mM).

- Por su parte, la actividad azocaseinolitica, permitié6 demostrar que Q produjo una disminucion significativa
(42 %) de la actividad proteolitica del veneno a la mayor relacion veneno:inhibidor evaluada, sin comprometer
su solubilidad. Sin embargo, este método no resulté adecuado para Az y AA debido a interferencias
metodolégicas, tales como la reduccién de compuestos azo y la interferencia espectral por coloracion,
respectivamente.

- El estudio de compuestos naturales (o sintéticos) como potenciales inhibidores de las SVMPs, abre un nuevo
abanico de posibilidades para explorar alternativas para el tratamiento complementario de los accidentes
ofidicos.
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