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En este Trabajo Final de Grado se evalud bioquimica y biolégicamente el veneno de serpientes juveniles
de la especie Bothrops alternatus del nordeste argentino. Para ello se realizaron ensayos in vivo e in vitro al
veneno de ejemplares con longitud rostro-cloaca o SVL® de =30 cm.

El veneno entero fue evaluado en su potencia letal por la via intramuscular. Se calculd, con base en la
metodologia descripta por Randhawa (2009), la LDso (i.m.) que arrojé un valor de 6.9 pg/g. Ademas, la accion
miotoxica local fue estudiada y analizada bajo MO a fin de observar las lesiones deletéreas sobre las fibras
musculares de gastrocnemio de ratén. Se corroboré mionecrosis en el sitio de la inoculacion mas manifiesta
luego de 3 h, observandose ademas zonas de desorganizacion fibrilar, edema e intensa hemorragia. Esta
capacidad miotdxica fue corroborada in vitro cuando se utiliz6 la linea muscular C2C12, especifica para
visualizar la accion de familias de proteinas de fosfolipasas A2 y metaloproteasas tipicas de la intoxicacion
botrépica.

Ademas, el veneno de individuos juveniles exhibié actividad hemolitica indirecta sobre glébulos rojos y
accioén coagulante, efectos principales involucrados en la fisiopatologia del envenenamiento por Bothrops.

Los antivenenos de uso comercial antibotrépico y bivalente, producidos en caballos a partir de dosis
subletales de veneno completo de ejemplares adultos en todos los casos, presentaron una sola banda de
precipitacion frente al veneno de juveniles. Sin embargo, se observaron dos bandas nitidas de precipitacion
cuando se los enfrentd al veneno de serpientes adultas. Esta respuesta diferencial podria ser como
consecuencia de la expresion de isoformas o variantes de las proteinas expresadas en las juveniles, que
luego se modificaran en la composicion venémica de las serpientes adultas. En este sentido, es natural que
algunas caracteristicas del envenenamiento botrépico puedan desaparecer o reducirse a lo largo del
desarrollo del animal.

Todos estos hallazgos ponen en evidencia que la diversidad ontogenética de los venenos botropicos
puede verse reflejada en su actividad biolégica en la presa y en el envenenamiento animal y/o humano.

Por ello, resulta de interés ampliar la caracterizacion de veneno de serpientes juveniles del género
Bothrops dado que la variacion intraespecifica es particularmente notoria en las especies que poseen una
distribucion geografica muy amplia y ocurren cambios importantes en la composicion de sus venenos durante

la transicion desde su etapa neonatal a la juvenil y adulto.



2.1. TAXONOMIA

Las serpientes, también llamadas ofidios, conforman el suborden Serpentes, pertenecientes al orden
Squamata, al superorden Lepidosauria (lagartos con escamas), a la subclase Diapsida y a la clase Saurépsida
(Gomez 2018).

CAENOPHIDA
Acrochordidae
Henodermatidas
COLUBROIDES \ Paraidae

Viperidae
AN .

Atractaspididae

ELAPCHDEA Lamprophiidae

Psammophiidae
Elapidae
Homalopsidae
Matricicidae
COLUBROIDEA Calamariidae
Pseudoxenodontidae

Colubridae

Dipsadidae

Figura 1: Filogenia de Colubroides (basada en Grazziotin et al., 2012). Extraido de: (Montero & Autino
2018)

Serpentes comprende a dos grandes grupos, Scolecophidia y Alethinophidia Dentro de Alethinophidia
también se reconoce como grupo monofilético a Caenophidia, formado por Colubroides y Acrochordidae
(Lawson et al. 2005; Zaher et al. 2009). Dentro de los grupos actualmente reconocidos como Colubroides, se
encuentran otros grupos que tienen una distribucion mucho mas amplia: Viperidae, Elapidae, también agrupa
a Colubroidea en donde podemos encontrar cinco familias entre ellas: Colubridae (sensu stricto) y Dipsadidae,
gue es un grupo exclusivo de América, en contraste con otros grupos de distribucion restringida principalmente

en sudeste de Asia, Africa y Medio oriente.

2.2. DENTICION

La denticién de Colubroides es muy variada. El aparato tipico de la familia Viperidae es de tipo solenoglifo
el cual presenta un colmillo con un conducto cerrado para la inoculacién del veneno y tienen un sistema
complejo para girar el maxilar plegando el colmillo hacia atras. Es importante aclarar que las glandulas de
veneno de Viperidae (y Elapidae) son homologas a las glandulas de Duvernoy aunque anatdmicamente y
funcionalmente distintas. Las glandulas de Duvernoy se diferencian de las salivales tanto por sus
caracteristicas histolégicas como por su origen embriolégico (Montero y Autino 2018). La familia Viperidae

consta de 4 subfamilias, entre ellas, la mas representativa de nuestro pais es Crotalinae.



Figura 2: Denticion en ofidios; sombreados el maxilar y el dentario a) Denticion homodonta y aglifa:
Epicrates alvarezi. Denticién glifodondtas: b) Denticién opistoglifa: Philodryas baroni, ¢) Denticion
proteroglifa: Micrurus pyrrhocryptus, d) Denticidon solenoglifa: Bothrops diporus. Extraido de:(Montero &
Autino 2018)

2.3. SERPIENTES EN ARGENTINA

Nuestro pais, ubicado en la porcién austral de América del Sur, estd habitado por 136 especies de
serpientes, la mayoria de las cuales no son venenosas o carecen de aparatos de inoculacién (Giraudo et al.
2012; Orduna et al. 2007). Las familias que se pueden encontrar son: Typhlopidae, Leptotyphlopidae,
Anomalepididae, Boidae, Colubridae, Viperidae y Elapidae (Williams et al. 2021) siendo estas dos ultimas las
principales responsables de los accidentes ofidicos con predominio de tres géneros, Bothrops, Crotalus y
Micrurus (de Titto et al. 2017) . Del total de serpientes encontradas en Argentina, sélo dieciocho de ellas son

venenosas (Bothrops: 10 especies; Crotalus: 1 especie; Micrurus: 7 especies) (Giraudo 2014).

En su mayoria estan distribuidas s6lo marginalmente en pequefias porciones del norte, mientras que
cinco especies lo hacen mas ampliamente como Bothrops alternatus, Bothrops ammodytoides, Bothrops
diporus, Crotalus durissus terrificus y Micrurus pyrrhocryptus. Estas cinco especies causan casi el 99% de las
intoxicaciones ofidicas que ocurren en nuestro pais (alrededor de 1.500 casos reportados en los ultimos 3

afios) y son, por lo tanto, consideradas de relevancia médica-sanitaria (Nori et al. 2014).
2.4. INTOXICACION OFIDICA
Las mordeduras por estos animales venenosos constituyen los accidentes ofidicos o

envenenamientos, responsables de una de las causas de morbimortalidad a nivel mundial (Quesada Aguilera

2012). El género Bothrops se caracteriza por producir dolor, necrosis muscular, edema, alteraciones



hemostaticas y de la cascada de la coagulacion, alteraciones cardiovasculares (Avila et al. 2018; Fan y
Cardoso 2008; Gutiérrez et al. 1995a; Ortiz Prado et al. 2015; Otero et al. 1992) e hipotension (Ruiz de Torrent
et al. 2000), pero sus tres acciones principales son la actividad proteolitica o inflamatoria aguda, hemorragica

y coagulante (Orduna et al. 2007)

Esta sintomatologia y, por lo tanto, la toxicidad del veneno de B. alternatus estd asociada a la
presencia de proteinas y péptidos que pertenecen a unas pocas familias de enzimas, como
metaloproteinasas, serinoproteinasas, L-aminoacido oxidasas, fosfolipasas Az y enzimas tipo trombina, entre
otras (Avila et al. 2018).

2.5. ENZIMAS DEL VENENO

Algunas de las proteinas y péptidos enzimaticos constituyentes del peso seco de los venenos de
serpientes, poseen una gran variedad de actividades bioldgicas y que son de gran interés para la ciencia
debido a que pueden presentar actividades farmacoldgicas interesantes (Munawar et al. 2018). Entre los
componentes téxicos comunmente asociados al envenenamiento por el género Bothrops se incluyen enzimas

tales como:

Fosfolipasa A, (PLA;). Es uno de los componentes mas frecuentes en los venenos de serpiente
(Zambelli et al. 2017). Representando un 7,8% del veneno total en B. alternatus (Ohler et al. 2010). Tiene
actividad hidrolitica sobre los fosfolipidos, participando en muchos procesos fisiopatoldgicos, como la
inflamacion y el dolor. Ademas, produce neurotoxicidad pre- o post- sinaptica, miotoxicidad, cardiotoxicidad,
inhibicion de la agregacion plaguetaria, edema, anticoagulacién, convulsiones e hipotension. Posee también

accion bactericida (Zambelli et al. 2017).

L-amino acido oxidasa (LAAQ). Constituye el 6,9 % de la composicién total del veneno de B. alternatus
(Olher et al., 2010). La presencia de las LAAO sugiere efectos apoptoticos del veneno. De hecho, el
reordenamiento del citoesqueleto y la muerte celular causados por el veneno de B. alternatus se encuentran

medidados por el peréxido de hidrégeno lo que indicaria la participacion de las LAAOs.

Enzimas proteoliticas. Pueden dividirse principalmente en dos grupos: metaloproteinasas y

serinoproteasas (Zaqueo et al. 2014):

-Metaloproteinasas de veneno de serpiente (SVMP). Son componentes principales en la mayoria de los
venenos de Crotalidae y Viperidae, (Markland y Swenson 2013). En B. alternatus son las toxinas mas
abundantes (43,1 % del veneno total) (Olher et al., 2010) lo que otorga un rol clave en el envenenamiento
Van de Velde 2018). Mas alin, en esta especie, estas proteasas estan representadas exclusivamente por
aquellas de la clase P-lll las cuales exhiben una gran variedad de actividades, incluyendo hemorragia,
apoptosis, clivaje del factor de von Willebrand, inhibicion de la agregacion plaquetaria, activacion de

protrombina y del factor X de la cascada de la coagulacién (Gay 2010).

-Serinoproteasa (SP). Son abundantes en los venenos de las serpientes de la familia Viperidae, y pueden
constituir hasta el 20% de las proteinas totales de los venenos. Al igual que las metaloproteinasas, afectan

al sistema hemostatico a través de diferentes mecanismos (Zaqueo et al. 2014).



2.6. BOTHROPS ALTERNATUS

Este TFG se centra en el estudio del veneno de juveniles de la especie Bothrops alternatus del NEA.
Es una de las especies de serpientes de distribucion amplia no sélo en la provincia de Corrientes sino mas
especificamente en toda la region chaquefia, tanto oriental como occidental como algunas poblaciones
marginales en la regién paranaense o del espinal (Alvarez et al. 2002) y, por lo tanto, es la principal
responsable de la mayoria de los accidentes ofidicos en animales y personas (Posada Arias 2015). Debido a
su gran tamarfio, la cantidad de veneno que puede producir e inocular es capaz de provocar accidentes de
considerada gravedad (Rocco et al. 2013).

Esta serpiente puede presentar en estado adulto una longitud de 1,20m, pudiendo llegar a medir
aproximadamente 2,00m; un peso aproximado de 3.2kg (Giraudo et al. 2008) y un cuerpo robusto con una
coloracion de fondo marrén claro y una cabeza subtriangular prominente. En los flancos presenta una serie
de 24-47 manchas redondeadas de color canela oscuro similares a la letra "C" (Meneghel, 1997).
Generalmente, dentro de las manchas hay una cruz de tamafio variable. Gracias a este patrén recibe el
nombre local de “vibora de la cruz” (Leynaud et al. 2006).

Al igual que todos los vipéridos de la subfamilia Crotalinae, presenta una caracteristica exclusiva que
es la de poseer fosetas termorreceptoras o loreal, situada entre los ojos y las narinas con funciones de
termorregulacion y orientacion. (Navarrete Zamora et al. 2010). El nombre del género Bothrops, deriva de
bothros que significa «fosa o foseta» y ops «rostro» y significa a grosso modo «con una fosa en el rostro» en
referencia a la foseta termorreceptora. (Stazzonelli Sadir et al. 2018).

SAK

.\.

Figura 3: Bothrops alternatus A. individuo juvenil y B. individuo adulto.
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2.7. VARIABILIDAD ONTOGENICA

Si bien el veneno de esta especie descansa sobre una amplia caracterizacion sobre su composicion
y acciones farmacoldgicas/biologicas (Gay et al. 2005; Ohler et al. 2010; Rocco et al. 2013; Van De Velde
2018), la variabilidad en la composicion de los venenos de las serpientes del género Bothrops esta
relacionada a la filogenia, edad, sexo, distribucidn geogréfica y dieta (Garcia Denegri et al. 2019; Sousa et al.
2013; Williams et al. 2021).

Sin embargo, esa variabilidad estd mayoritariamente relacionada con el nivel de expresion de cada
grupo de toxina mas que con la presencia o ausencia de las principales familias de proteinasdel veneno.
Incluso, dentro de una misma familia de toxinas puede también ocurrir variabilidad en su toxicidad por
presencia de distintos motivos funcionales, incrementando asi la diversidad de blancos que pueden ser
afectados (Moura-da-Silva et al. 1996).

Esta variacion intraespecifica es una caracteristica permanente y probablemente inherente de la
proteosintesis altamente especifica e influenciada por diversos factores ecolégicos y evolutivos antes citados
como el género, la edad, el sexo del animal, la estacionalidad, la distribucién de presas, asi como también por
cambios ontogenéticos y evolutivos en genes que codifican toxinas y factores posgenémicos que afectan su
expresién (Machado Braga et al. 2020). Entonces, la relevancia de la variabilidad en la composicién del
veneno deberia también ser reflejada en su reactividad hacia el antiveneno y su eficacia (Machado Braga et
al. 2020).

Es por ello que el interés sobre los venenos y/o enzimas de ofidios ha ido aumentando
progresivamente ya que no solo se extraen, purifican y estudian sino, incluso, se comercializan estas
biotoxinas como agentes activos (Wagqar y Batool 2015) por sus posibles beneficios terapéuticos para la
industria farmacéutica de uso humano y animal.

En este sentido, como objetivo para este plan de TFG se propuso estudiar el veneno de ejemplares
juveniles menores a seis meses de edad de la especie Bothrops alternatus. Es relevante conocer el
comportamiento del veneno de especimenes juveniles que permiten vislumbrar la composicién proteica y por
afiadidura la valoracion sobre posibles aplicaciones terapéuticas al evaluar las actividades biol6gicas in vitro
e in vivo aqui ensayadas.

Los resultados obtenidos seran comparados con aquellos reportados para sus congéneres en estado
adulto. Consideramos aqui juveniles (Fig. 3 A) a aquellos individuos en un estado pre-reproductivo, que
implica que han alcanzado el plan corporal adulto (Fig. 3B) (Heyland et al. 2005) aunque con tamafio
sustancialmente menor al que se ha sefialado como méaximo en una especie y que la mayoria de los sistemas

son funcionales, especialmente la alimentacién y locomociéon (McEdward y Janies 1993).



Objetivo General

Evaluar el dafio local en el musculo gastrocnemio de ratén desencadenado por el venenoentero de
serpientes juveniles de Bothrops alternatus.

Objetivos especificos

Caracterizar el veneno de B. alternatus juvenil mediante pruebas bioquimicas in vitro

Caracterizar el veneno de B. alternatus juvenil mediante ensayos bioldgicos in vivo

Evaluar la capacidad de los antivenenos bivalente y polivalente para reconocer el veneno de

B. alternatus juvenil mediante inmunodifusién radial, tomando en cuenta que este veneno nose incluye en

la mezcla antigénica utilizada en la inmunizacion de caballos

Los venenos de serpientes juveniles de Bothrops alternatus muestran un comportamiento diferencial en la

expresion de las actividades bioldgicas respecto de ejemplares adultos de la misma especie.

Veneno y Antivenenos

Se considerd para este trabajo, serpientes juveniles de B. alternatus(j) a aquellos individuos en un
estado pre-reproductivo, que implica que han alcanzado el plan corporal adulto (Heyland et al. 2005) aunque
con tamafio sustancialmente menor (SVL de -40 a 50 centimetros (Entiauspe-Neto et al. 2019; Martins et al.
2003) -35,2 + 3,5 (Hatakeyama et al. 2021) al que se ha sefialado como maximo en una especie (Fabrezi et
al. 2017) y que la mayoria de los sistemas son funcionales, especialmente la alimentacién y locomocién

(McEdward y Janies 1993). En este trabajo los ejemplares contaban con un SVL de 32 £ 2 cm. (Fig. 4)

Figura 4: Bothrops alternatus juvenil siendo medida con un SVL de 32 + 2 cm



Se utilizé un pool de veneno obtenido de manera manual y simultaneamente en todos los ejemplares
de serpientes juveniles machos de B. alternatus(j) mantenidas en cautiverio en el Centro Interactivo de
Serpientes Venenosas de Argentina (CISVA), Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional
del Nordeste (Corrientes, Argentina), y de aquellas serpientes provenientes de los Departamentos de San
Luis del Palmar, San Cosme, Empedrado y Capital. Por otro lado, también se trabajé con mezclas de venenos
desecados de especimenes adultos de la misma especie mantenidos en cautiverio en CEPSAN (Centro
Productor de Suero Antiofidico) de la ciudad de Corrientes. Ambos pools de venenos fueron desecados,
homogeneizados y conservados a -20 C°. Al momento de utilizarlos fueron disueltos en buffer fosfato salino
pH 7.2 (PBS). El material insoluble se separé por centrifugacion, obteniéndose un sobrenadante limpido que
se destino a los ensayos.

Para evaluar la respuesta de los antisueros comerciales producidos a partir de la inmunizacién con
veneno de serpientes adultas, los primeros fueron enfrentados a los inmunégenos del veneno de especies
juveniles en un ensayo de doble inmunodifusién en gel para observar si hubiera reconocimiento parcial o total
entre éstos. Se utilizd el Suero Antiofidico Polivalente “Biol” capaz de neutralizar los venenos de las viboras
de cascabel (Crotalus durissus terrificus), yarara de la cruz (B. alternatus) y yarara fiata (B. ammodytoides) y
yarara chica (B. diporus) y el Antiveneno Botrépico Bivalente destinado a neutralizar veneno ofidico de las
especies B. alternatus y B. diporus (yarara chica). Este Ultimo es producido por el Laboratorio Central de Salud
Puablica (La Plata, Arg.) y establece que cada frasco-ampolla de 10 ml neutraliza 4,4mg de veneno de B.

alternatus y 3,6 mg de B. diporus por cada mililitro del suero.

Animales

Se utilizaron ratones albinos machos de la cepa CF-1 (18-20 g) suministrados por el bioterio de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional del Nordeste (Corrientes, Argentina). Los animales se
mantuvieron a temperatura de 23 + 2 °C, a humedad relativa de 35 y 65% e iluminacién con 12 horas con luz
y 12 horas sin luz. Doce a catorce horas previas a la realizacién de cada uno de los experimentos se les retiré
el alimento, dejando libre el acceso al agua.

Los ensayos se llevaron a cabo con el aval del Comité de Etica y Bioseguridad de la Facultad de

Ciencias Veterinarias de la UNNE bajo el nimero de Protocolo N° 070.

5.1. ENSAYOS IN VIVO

5.1.1. DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL MEDIA (LDsoi.m.) INTRAMUSCULAR:
La inoculacién se realizd por via intramuscular (i.m.), teniendo en cuenta que la
mayoria de los accidentes ofidicos ocurren en cercania a las extremidades (Carrasco 2013). De
esta manera, se evalué la potencia letal i.m. del veneno de B. alternatus(j) en musculo
gastrocnemio de ratones de 18-20 g de peso (n = 9) para 3 dosis de veneno (4, 8, 12 ug/g),
diluidos en un volumen final de 0.5 mL. Los ratones controles, recibieron 0.1 mL de solucién
salina (pH 7.2). Luego de 24 horas de la administracién del veneno, se registro la supervivencia

de ratones para cada dosis, siguiendo la metodologia descrita por (Randhawa 2009).



La DLso se definié como la dosis de veneno que produjo la muerte del 50 % de los ratones
del ensayo dentro de un periodo de 24h. El valor de dosis letal se calculé mediante analisis probit
con 95% de confianza, para ello, se estimé el porcentaje de animales muertos mediante la tabla
propuesta por Randhawa (2009). Los porcentajes de mortalidad para 100% y 0% debieron ser
ajustados antes de asignar los valores de probits, de acuerdo al nimero de animales usados en

el experimento (n = 3):

- Para 100% de muertes:

100 x (1-0,25/N100 x (1-0,25/N)

- Para 0% de muertes:

100 x (0,25/N)100 x (0,25/N)

Tabla 1: Transformacién de célculo del porcentaje de mortalidad de ratones inoculados con el
pool de veneno de Bothrops alternatus(j) a través del analisis de probit propuesto por Randhawa
(2009).

% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0 - 2.67 2.95 3.12 3.25 3.36 3.45 3.52 3.59 3.66
10 3.72 3.77 3.82 3.87 3.92 3.96 4.01 4.05 4.08 4.12
20 4.16 4.19 4.23 4.26 4.29 4.33 4.36 4.39 4.42 4.45
30 4.48 4.50 4.53 4.56 4.59 4.61 4.64 4.67 4.69 4.72
40 4.75 4.77 4.80 4.82 4.85 4.87 4.90 4.92 4.95 4.97
50 5.00 5.03 5.05 5.08 5.10 5.13 5.15 5.18 5.20 5.23
60 5.25 5.28 5.31 5.33 5.36 5.39 5.41 5.44 5.47 5.50
70 5.52 5.55 5.58 5.61 5.64 5.67 5.71 5.74 5.77 5.81
80 5.84 5.88 5.92 5.95 5.99 6.04 6.08 6.13 6.18 6.23
90 6.28 6.34 6.41 6.48 6.55 6.64 6.75 6.88 7.05 7.33

5.1.2. ANALISIS HISTOLOGICO

Con la finalidad de tener una valoracion histoldgica del dafio muscular inducido por el veneno entero,
se inocularon grupos de ratones por via intramuscular (n= 3) con una dosis subletal de veneno de B.
alternatus(j) de 3.45 pg/g, equivalente a la mitad de la LDso i.m. obtenida en el ensayo anterior. En el grupo

control (n=5), se respeté los mismos tiempos que los animales tratados, recibiendo solucién salina (pH = 7.2)



libre de veneno. Ambos grupos fueron sacrificados por dislocacion cervical a las 1, 3, 6, 12 y 24 horas y se
tomaron muestras del musculo gastrocnemio inyectado, las cuales se fijaron en formol tamponado y
posteriormente procesados mediante técnica clasica de histopatologia. Finalmente, se realizaron cortes
histolégicos de secciones de 5 um de espesor, los cuales fueron tefiidos con Hematoxilina- Eosina para su
observaciéon al microscopio éptico. Los musculos controles fueron procesadosde idéntica manera.

Para el analisis histol6gico se tuvieron en cuenta como parametros de miotoxicidad la presencia de
fibras musculares necroticas, hemorragias mioliticas, coagulativas y mixtas segun la clasificacion en el método
de (Homma & Tu 1971).

5.2. ENSAYOS IN VITRO

5.2.1. CITOTOXICIDAD SOBRE CULTIVO DE LINEAS CELULARES

Para los ensayos de citotoxicidad se utilizaron mioblastos indiferenciados obtenidos de monocapas
subconfluentes. Las células resuspendidas se sembraron en placas de 96 pocillos, 1.5-2.5 x 10* células por
pocillo, en el mismo medio de crecimiento DMEM-SFB (Medio Esencial Minimo de Dulbecco - Suero Fetal
Bovino) al 5%. Al alcanzar la monocapa un 80% de confluencia, diferentes concentraciones del veneno de
B.alternatus juvenil y adulto (2.5, 5, 10 y 25 pug/mL) diluidos en el medio de cultivo suplementado con 5% de
suero fetal bovino (SFB) fueron adicionados a las células en cultivo (200 pl/pocillo). Luego de tres horas de
incubacion a 37° C y 5 % de CO2 en atmdsfera himeda, la viabilidad celular fue cuantificada por tincion con
el colorante Cristal Violeta. Las células fueron observadas bajo Microscopio trinocular invertido Nikon Eclipse
TS100.

La citotoxicidad se evalud por comparacion de las absorbancias resultantes de los pocillos con veneno
de juvenil y adulto de B. alternatus, con la absorbancia promedio de los pocillos utilizados como control (sin
veneno, considerados como 100% de viabilidad) y fueron expresados como porcentaje de viabilidad celular.
Estos valores se graficaron versus las concentraciones de veneno ensayadas. Los experimentos se realizaron

por triplicado.

5.2.2. HEMOLISIS RADIAL INDIRECTA (Y DIRECTA)

Los venenos de serpientes presentan actividad fosfolipasa A, (PLA2) que se puede detectar al actuar sobre
la fosfatidilcolina, liberando lisofosfatidilcolina y un &cido graso; la lisofosfatidilcolina o lisolecitina tiene accién
detergente, induciendo a lisis de globulos rojos. En la técnica se utilizé eritrocitos y fosfatidilcolina (yema de
huevo) al que se agrega gel de agarosa. Se realizaron pocillos en el gel para colocar veneno de B.
alternatus(j), de manera que se produce una difusién radial con lisis de los eritrocitos.

La capacidad de lisar glébulos rojos por parte de las PLA; presentes en el veneno de modo indirecto, fue
realizada en placas plasticas (135 x 80 mm) segin método descripto por (Gutiérrez et al. 1988).

Para comprobar si el veneno de juveniles de la especie B. alternatus “yarara grande” tiene accion
hemolitica indirecta, se depositaron en las placas 25 mL de agar al 1 % en PBS (previamente fundido y
enfriado a 50° C), 0.3 mL de PBS, 0.3 mL de globulos rojos lavados, 0.25 mL de CaCl2 0.01 My 5 ug de azida
sédica. Se dejo solidificar y se confeccionaron orificios de 3 mm de didmetro con sacabocados, aplicAndose

posteriormente 15 yL de solucion de veneno de especimenes juveniles y adultos, a diferentes concentraciones



(0.0625, 0.125, 0,25, 0,5, 1 y 2mg/mL).

Uno de los orificios se utiliz6 como control negativo sembrandose 15 pl de PBS. Las placas se incubaron
en camara himeda durante 20 h a 37° C, midiéndose (mm) luego los diametros de los halos de hemdlisis y
registrando los mismos en una tabla. De idéntica manera, aunque en ausencia de la soluciéon de yema, se

ensay6 la hemdlisis radial directa.

5.2.3. DETERMINACION DEL TIEMPO PROTROMBINA SOBRE PLASMA

Cincuenta pL del veneno de juvenil a diferentes concentraciones (0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1 y 2mg/mL)
y adulto (Img/mL) de B. alternatus se agregaron a 100 uL de plasma humano citratado, registrandose los
tiempos de coagulacion a 37 °C en coagulémetro Fibrintimer (Wiener Lab). Valores superiores a 600 s, se

consideran incoagulables.

5.2.4. METODO DE INMUNODIFUSION DE OUCHERLONY

Los venenos crudos de B. alternatus adultas y juveniles se analizaron por inmunodifusién en gel
contra dos sueros, el antiofidico polivalente “Biol” y el antiveneno bothrépico bivalente del Laboratorio Central
de Salud Publica (La Plata, Arg.) (frasco-ampolla de 10 ml donde cada mililitro neutraliza 4.4 mg de veneno
de B. alternatus, 3.6 mg de B. diporus). La prueba de inmunodifusién se llevé a cabo sobre geles de agarosa
al 1% en buffer fosfato 0.15M pH 7.0. Para ello, la agarosa fue disuelta en este buffer por calentamiento a 100
°C por 5 minutos y 3 ml de esta solucion se extendieron en laminas portaobjetos dejdndose enfriar durante 10
minutos. Luego se hicieron cuatro pocillos equidistantes de 5mm con una distancia de 1 cm entre si.

En los distintos orificios enfrentados se sembraron 50 pl de suero antibotropico bivalente, en otro de
los pocillos laterales 50 pl de suero antibotrépico polivalente, mientras que en el extremo superior se colocé
50 pl de veneno crudo de B. alternatus juvenil (2mg/ml), en el otro extremo 50 pl del veneno B. alternatus
adulto (2mg/ml). Las placas se mantuvieron en camara hiumeda a 4 °C y las lecturas de los resultados se
efectuaron a las 24 - 72 h (Margni 1996).

5.2.5. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los experimentos fueron repetidos al menos 3 veces. La Dosis Letal Media intramuscular fue
realizada siguiendo la metodologia descrita por Randhawa (2009). La significancia de las diferencias entre las
medias fue evaluada mediante ANOVA siguiendo el test de Dunnet para comparaciones multiples entre

grupos. Los valores de P menores a 0.05 fueron considerados significativos estadisticamente.



6.1. ENSAYOS IN VIVO

6.1.1. DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL MEDIA (LDsoi.m.) INTRAMUSCULAR

Para valorar la letalidad del veneno de B. alternatus juvenil fueron inyectados via i.m. ratones con
diferentes dosis, desde 80 a 240 ug. Dosis tan altas como 80 ug del veneno total no fueron letales después
de las 24 horas. Los datos del porcentaje de muertes luego de 24 h de la inoculacién del veneno se muestran

en la siguiente tabla:

Tabla 2: Valores de probits asignados en funcioén del porcentaje de muertes de ratones CF1 para las distintas
dosis de veneno de B. alternatus(j). El porcentaje de mortalidad corregido se obtuvo aplicando las férmulas

anteriormente mencionadas.

Dosis(ug/g) Log Vivos Muertos % Mortalidad >Mortalidad Probit
Dosis corregido

4 0,60 3 0 0 8,33 3,61

8 0,90 1 2 66,67 66,70 5,43

12 1,08 0 3 100 91,67 6,39

Los valores obtenidos fueron representados en un gréafico de Probits vs Log Dosis a partir del cual se
obtuvo el valor de la dosis para un probit de 5, equivalente a la LD50 (Fig.5). Del analisis de la ecuacion de la

recta se obtuvo un valor de LD50 de 6,9 pg/g * 2,2 pg/g, con un coeficiente de correlacién mayor a 0,99.
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Figura 5: Representacion grafica de probits en funcién de Log Dosis. Se muestra el coeficiente de

correlacion (r) y determinacion (R2) para los valores hallados.

6.1.2. ACTIVIDAD MIOTOXICA. ANALISIS HISTOLOGICO

OBSERVACION MACROSCOPICA

El analisis macroscépico de los musculos gastrocnemios de ratones inoculados con veneno
mostré notoria diferencia de coloracion y consistencia entre el masculo inoculado (miembro posterior
derecho) y su contralateral, en los tiempos pos-inoculacién de 1, 3, 6, 12 y 24 h. Enlos ratones

controles, inoculados con solucion fisiol6gica, no se observé alteracion alguna (Fig. 6).
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Figura 6: Observacion macroscopica de los musculos inoculados y su contralateral a distintos tiempos

de exposicion del veneno de B. alternatus(j).

ANALISIS MICROSCOPICO

El tejido muscular de los grupos controles, observado microscépicamente, presentaron
estructura normal conservada (Fig. 7A), en tanto las observaciones histologicas de muestras de
musculos gastrocnemio obtenidas 1, 3, 6, 12 y 24 h post-inoculacion con veneno de serpientes
juveniles de Bothrops alternatus (Fig. 7B, C, D y E), a una dosis subletal correspondiente a la mitad de
la LDsg (i.m.) determinada en este trabajo, en solucién de PBS mostré dafio de las fibras musculares

con actividad inflamatoria.



En los tejidos musculares correspondientes a 1 h post-inoculacién del veneno, predominé la
hemorragia interfascicular e interfibrilar, observandose algunas fibras musculares con necrosis. Tres
horas post-inoculacion, la mionecrosis fue alin mas manifiesta, observandose ademés zonas de
desorganizacion del material fibrilar, acompafiado de edema, moderado infiltrado inflamatorio
polimorfonuclear e intensa hemorragia. Luego de 6 h de la intoxicacion, el cuadro inflamatorio aumenté
como asi también la necrosis muscular y hemorragia. Con respecto al tiempo de exposicion de 12 h se
observé desorganizacién en la disposicion de las fibras musculares, infiltrado inflamatorio
polimorfonuclear y disminucion de los focos microhemorragicos. Finalmente, a las 24 h la mionecrosis

fue intensa al igual que el proceso inflamatorio, edema y hemorragia.

Figura 7: Cortes histoldgicos en seccion longitudinal de misculo gastrocnemico de ratén A) control,
se observa estructura normal conservada. B), C), D), E) y F) musculos gastrocnemio inoculados

con veneno de serpiente juvenil de Bothrops alternatus. Se observa en B) tiempo de exposicion 1 h,

intensa hemorragia (#). C) 3 h, leve infiltrado inflamatorio polimorfonuclear ('), edema (>>),
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desorganizacion del ordenamiento fibrilar y necrosis (A). D) 6 h, intenso infiltrado inflamatorio (') y

necrosis (A). E) 12 h, infiltrado inflamatorio (t), desorganizacion de las fibras musculares y

ausencia de hemorragia y F) 24 h, hemorragia (#), edema (>>) y necrosis (A).

6.2. ENSAYOS IN VITRO

6.2.1. CITOTOXICIDAD SOBRE CULTIVO DE LINEA CELULAR C2C12

El veneno de B. alternatus juvenil presentd actividad miotdxica in vitro dosis dependiente y
evidenciable a partir de concentraciones de 5 ug/mL (Fig. 8 y 9) que resulté en una disminucion de la
viabilidad celular del ~45%. Por otro lado, el veneno de los ejemplares adultos exhibié un
comportamiento similar, aunque con menor potencia téxica sobre los mioblastos murinos en
comparacion con los especimenes juveniles. En ambos casos, la menor concentracién ensayada (2.5

pHg/mL) no mostré actividad citotoxica sobre la linea celular evaluada.
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Figura 8. Valoracion del dafio citotoxico de los venenos de B. alternatus juvenil y adulto. Las barras

representan el promedio de 3 ensayos +DS. *p<0.05 diferencia entre veneno de juveniles y adultos.

En la Figura 9A se observa la confluencia de los mioblastos murinos que alcanzaron una
confluencia de aproximadamente 80%, previo a la incubacién del veneno de juveniles y adultos. Luego
de 3 h de sembrado el veneno se observd un efecto citotéxico mayor del veneno de juveniles (Fig. 8C)
donde se aprecian areas extensas desprovistas de células.

Por su parte, el veneno de adultos a la misma dosis ensayada también afecta la viabilidad celular,

aungue con una efectividad menor (Fig. 9B).



Figura 8. Comparacion del efecto del veneno de B. alternatus entre individuos de edad ontogénica
diferente con medio DMEM sobre mioblastos murinos C2C12 luego de 3 h de exposicion. A). Control,
B). B. alternatus adulto (5 ug/mL), C). B alternatus juvenil (5 ug/mL). Note la marcada disminucién de
la viabilidad celular del veneno de especimenes juveniles (C) en comparacion con la accion miotoxica

in vitro de aquellos ejemplares en estado adulto (B).

6.2.2. HEMOLISIS RADIAL INDIRECTA Y DIRECTA

En el sistema de hemdlisis indirecta en placas, los halos fueron medidos luego de 18 h de
incubacion del veneno de B. alternatus (juvenil y adulto) en el gel de agarosa y el tamafio de los
mismos fue proporcional a la cantidad de veneno sembrado.

El factor responsable (factor litico indirecto) ha sido asociado a la presencia de la enzima
fosfolipasa A2 (EC.3.1.1.4) en el veneno, la que actla sobre una fuente exégena de lecitina y genera
lisofosfatidos con accion litica sobre los eritrocitos (Bonilla y Zavaleta, 1997) de manera tal que alteran
la integridad de la membrana eritrocitaria conduciendo a hemalisis de un modo indirecto. El veneno de
B. alternatus(j) mostré mayor grado de hemdlisis en comparacién con el veneno de ejemplares adultos
gue exhibieron halos hemoliticos de menor didmetro a idénticas dosis ensayadas (Tabla 3). Vale decir
gue el efecto hemolitico (indirecto) de los venenos revela la presencia de fosfolipasas Az presentes en

la composicion de ambos venenos. Por otro lado, la actividad hemolitica directa fue nula.

Tabla 3. En la tabla se presentan los datos de la lectura del didmetro de los halos expresados en mm.

2mg/ml 1mg/mL 0.5mg/mL 0.25mg/mL 0.125mg/mL 0.0625mg/mL

B. alternatus(j) 24 23 21 19 17 15

B. alternatus(a) 22 20 19 17 15 12

6.2.3. DETERMINACION DEL TIEMPO DE PROTROMBINA EN PLASMA

Se comprobd la habilidad de veneno de B. alternatus juvenil para modificar los parametros de
la coagulacién sanguinea. El tiempo de coagulacién (expresado en segundos) mostré ser dependiente

con la cantidad de veneno. Se observé que la muestra de veneno de la especie en estado juvenil, a la
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concentracién de 1 mg/mL, el tiempo de coagulacion fue menor (12.4 s) (Tabla 4) en comparacién con
los datos obtenidos para los individuos adultos (16.6 s). Por lo tanto, se evidencia un alargamiento del
tiempo de coagulacion del plasma en presencia del veneno de B.alternatus juvenil en diferentes

concentraciones (2 a 0.0625 mg/mL).

Tabla 4. En la tabla se presentan los datos obtenidos de la determinacion del tiempo de protrombina

expresado en segundos (s).

2mg/ml  1Img/mL 0.5mg/mL 0.25mg/mL 0.125mg/mL 0.0625mg/mL

B. alternatus(j) 11.6 12.4 15.7 19.8 245 314

6.2.4. METODO DE INMUNODIFUSION DE OUCHTERLONY

La inmunodifusién evidencio el mismo patrén de formacion de lineas de precipitado en el caso
del veneno de B. alternatus adulto revelando dos bandas cuando éste fue enfrentado al suero
antibotropico bivalente y suero polivalente. Por su parte, el veneno de B. alternatus juvenil respondio
de diferente manera al del veneno de adulto presentando una Unica banda difusa frente a ambos tipos
de antivenenos (Fig. 10). Sin embargo, estos estudios deben ser complementados con métodos de
mayor sensibilidad como Western Blot (0 estudios de antivendmica) a fin de identificar las familias de

proteinas reconocidas por los antivenenos comerciales.

Figura 9. Test de Ouchterlony. Se observa un comportamiento diferencial entre el veneno de juveniles
y adultos de B. alternatus frente a sueros hiperinmunes. Las flechas indican la banda de precipitacion.



Los cambios en el perfil de proteinas de los venenos de serpientes pueden comenzar en
individuos recién nacidos y sufrir modificaciones constantes a lo largo de la vida. En este sentido, es
natural que algunas caracteristicas del envenenamiento botrépico puedan desaparecer o reducirse a
lo largo del desarrollo del animal (Wray et al. 2015). La diversidad ontogenética de los venenos

botrépicos puede reflejar su actividad bioldgica en la presa y en el envenenamiento humano.

Tal como se mencion6 previamente, varios factores pueden influir en la composicion y
actividades fisiopatologicas de los venenos de serpientes y por lo tanto mostrar cierta heterogeneidad.
La variabilidad individual intraespecie de la composicion enzimatica de los venenos de serpiente es
una caracteristica permanente y probablemente inherente de la proteosintesis altamente especifica.

Los venenos de serpientes varian en su composicion bioquimica y perfil farmacolégico, no solo
entre diferentes especies, sino también dentro de una misma especie y en serpientes de diferentes
edades (Saldarriaga etal. 2003), tal como se evidencia en los resultados de este trabajo. En el caso
de la letalidad, ésta puede variar segun la edad de la serpiente aln en especies con dietas
especializadas como B. alternatus, que podria alimentarse GUnicamente de mamiferos a lo largo de su
vida (Andrade y Abe 1999; Martins et al. 2003; Nunes 2006) o que incluiria en su alimentacion aves y
anuros segun sugieren otros autores (Scrocchi et al. 2006; Cacciali y Mercolli 2009)

La potencia letal (LD50) intramuscular de los venenos de ejemplares juveniles evaluada en
ratones fue mayor (6,9 ug/g) en comparacion con aquella obtenida para los individuos adultos (5
pg/g), dato coincide con lo reportado previamente por otros autores (Garcia Denegri et al. 2016).

Esto implica que una serpiente en estado juvenil necesitaria inocular mayores cantidades de
veneno que un adulto para producir el mismo efecto letal en las mismas presas. Tales efectos refuerzan
la idea del cambio ontogénico en el patrénde alimentacion entre serpientes jovenes (lagarto) y adultas
(roedores) (Lira-da-Silva et al. 2009; Martins et al. 2003). Contrariamente, los resultados de Zelanis y
colaboradores. (2008) no mostraron variabilidad ontogenética cuando se evalud la letalidad del veneno
de B. jararaca también en ratones.

La miotoxicidad que se define como la habilidad de las toxinas para inducir necrosis en la
musculatura esquelética fue evaluada tanto in vivo como in vitro. En este Ultimo caso se realiz6
mediante la incubacion de veneno de juveniles y adultos en cultivo de células esqueléticas
indiferenciadas C2C12. Los ensayos de miotoxicidad sobre C2C12 mostraron un comportamiento
diferencial en las concentraciones intermedias (5 pg/mL) donde el veneno de B. alternatus adulto
establece una viabilidad celular mayor (70%) que el correspondiente a los individuos juveniles (40%).
Estos valores difieren con aquellos reportados por Otto y colaboradores (2019) que reportan un
comportamiento diferencial del veneno de ejemplares juveniles y adultos de Bothrops diporus de
Argentina.

En el caso de los venenos botropicos, los principales componentes responsables de la accion
miotdxica son las SVMPs cuya accién es secundaria a la isquemia resultante de su accion sobre la
microvasculatura (Gutiérrez et al., 1995b), es decir, que las metaloproteasas hemorragicas producen

la destruccion de los vasos sanguineos, disminuyendo los niveles de oxigeno y causando
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indirectamente la mionecrosis. A nivel tisular, el analisis histopatologico de la actividad miotéxica de
veneno de ejemplares adultos revela destruccion de las células musculares, edema y hemorragia
interfibrilar junto con la presencia de infiltrado inflamatorio, que persisten significativamente durante
las primeras 24 horas (Garcia Denegri et al. 2016).

En nuestras evaluaciones histologicas con venenos de ejemplares juveniles, la accion miotoxica
fue similar a lo observado por Garcia Denegri (2006), constatandose hemorragia interfibrilar, edema,
infiltrado inflamatorio y mionecrosis dentro de las 24 horas. Si bien estos andlisis sugieren que el
veneno de los juveniles es similar al de adultos en cuanto a su miotoxicidad, notamos que la hemorragia
interfibrilar fue cualitativamente mas intensa, indicando que existiria una proporcion diferente de los
componentes responsables de la actividad hemorragica.

Por otro lado, de la observacién macroscopica realizada en este trabajo surge que los musculos
gastrocnemios inoculados, en ambos casos, mostraron una hemorragia masiva en todo el miembro
sugiriendo que los venenos de juveniles y adultos de B. alternatus tienen actividades hemorragicas
similares, con compromiso evidente en la funcionalidad del miembro afectado a las horas evaluadas.

Con respecto a la actividad fosfolipasica, la cual podria estar involucrada en la hidrélisis de
fosfolipidos de membrana que alterarian su estabilidad (Pestronk et al. 1982) medida a través de la
hemdlisis radial indirecta, el veneno de B. alternatus juvenil exhibié mayor capacidad hidrolitica,
cuando se lo comparé con el veneno de individuos adultos.

Por otra parte, los venenos de serpientes del género Bothrops pueden ejercer efectos variados
sobre la coagulacién de la sangre. En este sentido los venenos botrépicos presentan serinoproteasas
“tipo trombina" de fuerte accion coagulante in vitro, consumen el fibrinégeno in vivo, induciendo
desfibrinacion y alteraciones en las pruebas de coagulacion (Gutiérrez 2002). Otras serinoproteinasas
presentes en la familia Viperidae son los activadores de factor X y V, activadores de protrombina y
activadores de plaquetas (de Lima et al., 2005).

Por su parte, las metaloproteinasas de veneno de serpiente activan zimégenos especificos, como
ser el precursor del factor VII, el factor X, el factor V y la protrombina (McCleary y Kini 2013). Por lo
tanto, las SVMPs comprenden a proteinas claves en la coagulacién sanguinea que d4 como resultado
una interferencia en la coagulacion. Otra familia de proteinas relacionadas a esta actividad son las
PLAZ2s, sin importar si son miotdxicas o no, son capaces de evitar la formacién de coagulo. Esto debido
a que en la cascada de coagulacion participan algunos fosfolipidos, por ejemplo, los que forman el
factor tisular, y estos llegarian a ser degradadas debido a la actividad enzimatica de la fosfolipasa
(Proleén 2020).

En este trabajo, el veneno de juveniles demostr6 mayor potencia coagulante, en iguales
concentraciones de veneno, en comparacion con ejemplares adultos.

En resumen, se constatdé una clara diferencia en el comportamiento de ambos venenos (B.
alternatus juvenil y B. alternatus adulto) observando respuestas diferentes segtin el estadio ontogénico
de la serpiente, como es el caso de la actividad de las proteasas (alteracion de la coagulacién y mayor

potencia hemorragica) y fosfolipasas A2 (miotoxicidad in vivo e in vitro).



Por dltimo, las pruebas de inmunoprecipitacion in vitro demostraron que las proteinas del
veneno de juveniles, en general, fueron reconocidas por el suero comercial bivalente (neutraliza
veneno de B. alternatus y B. diporus) como por el polivante (ademas de neutralizar ambas especies
de Bothrops, también lo hace al veneno de Crotalus sp.) aunque no de manera idéntica a las bandas
de precipitacion reveladas en el caso del veneno de B. alternatus adulto.

Esto posiblemente ocurra como consecuencia de la expresion de isoformas o variantes de las
proteinas en las juveniles, que luego estaran presentes en la composicién venémica de las serpientes
adultas.

La variacién ontogenética observada en este trabajo junto con muchos otros estudios de
diferentes autores (Andrade y Abe 1999; Bernal et al. 2020; Coutinho Neto 2013; Machado Braga et
al. 2020; Santoro et al. 2015; Zelanis et al. 2010) resaltan la importancia de estudiar los efectos de la
variabilidad intraespecifica para las caracteristicas ecolégicas, evolutivas y de relevancia médica como
podria ser en la produccion de sueros antibotrépicos.
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El veneno de Bothrops alternatus juvenil presenta variabilidad intraespecie respecto de los
ejemplares adultos en la composicién enzimatica que se infiere por los resultados expresados en
las actividades que aqui se ensayaron.

La potencia letal del veneno de juveniles fue menor en comparaciéon con la de adultos cuando se
ensay6 en ratones por via i.m. lo cual sugiere una variacién en la composicion proteica de los
venenos entre las etapas de desarrollo.

La miotoxicidad sobre C2C12 fue significativamente mayor en el caso de B. alternatus juvenil en
las dosis ensayadas que demuestra la accion, por un lado, de las PLA:z presentes en el veneno,
las cuales inducen miotoxicidad por accién citotoxica directa sobre la célula muscular esquelética
(C2C12) y por otro, la contribucién de las metaloproteinasas que actlan sinérgicamente con las
primeras produciendo una mayor citotoxicidad.

Histolégicamente, el cuadro de lesiones es similar en ambos estadios ontogénicos a las dosis y
tiempos ensayados, aunque la hemorragia interfibrilar fue cualitativamente mas intensa en
juveniles.

B. alternatus juvenil exhibié mayor capacidad hidrolitica (enzimatica) cuando se evalud la actividad
fosfolipasica en comparacion con el veneno de individuos adultos. Este ensayo detecta a las
enzimas fosfolipasas Az que actlan sobre una fuente exdégena de lecitina y genera lisofosfatidos
con accion litica sobre los eritrocitos.

El veneno de juveniles también demostr6 mayor potencia coagulante sobre plasma en
comparacion con igual concentracién de veneno de ejemplares adultos hecho que estaria ligado a
la proporcidn y tipo de proteasas (serino y metalo) del veneno total.

El veneno de B. alternatus juvenil exhibe una Unica banda de inmunoprecipitacion frente a los
sueros comerciales, y no dos bandas como en el caso de veneno de adultas. Posiblemente, esto
ocurra como consecuencia de la expresion de isoformas o variantes de las proteinas en las
juveniles, que luego estaran presentes en la composiciéon venémica de las serpientes adultas. Vale
resaltar el valor de la capacidad neutralizante de los sueros actualmente disponibles cuando se

enfrentd el veneno del pool de juveniles frente al antiveneno bivalente botrépico.
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El objetivo del presente trabajo fue evaluar bioquimica y biolégicamente el veneno de juveniles
de la especie Bothrops alternatus del nordeste argentino a través de actividades in vivo e in vitro a
ejemplares con un SVL de ~30 cm. Luego se compararan los resultados obtenidos con aquellos
reportados y estudiados para el veneno de B alternatus adulto (B.alternatusa). Se utilizé un pool de
veneno de individuos en edad juvenil y a partir de éste se calculd dosis letal media (LDso), se observo
su efecto toxico sobre las fibras musculares en ratones. En tanto, los ensayos in vitro sirvieron para
observar toxicidad en linea celular C2C12, actividad fosfolipasica por hemodlisis radial indirecta,
determinacion del tiempo de protrombina en plasma y método de inmunodifusiéon de Ouchterlony para
determinar grado de reconocimiento antigeno/anticuerpo entre sueros comerciales disponibles para
uso humano y el veneno de juveniles de B. alternatus.

Estos procedimientos se realizaron en el laboratorio y fueron descriptos a través de
observaciones macroscépicas e histoldgicas. Los datos obtenidos fueron volcados en planillas para su
posterior analisis estadistico.

El trabajo incluy6 las siguientes actividades:
- Revision de material bibliografico: se analiz6 bibliografia clasica y actualizada sobre el tema.
- Manejo de animales de laboratorio (ratones cepa CF-1) para la extraccion de muestras
musculares y de sangre.
- Realizacion de técnicas de histologia basica y observacién microscopica.
- Analisis estadistico inferencial (regresion), elaboracién de graficos y tablas.
- Citotoxicidad sobre cultivo de linea celular C2C12.
- Hemodlisis radial indirecta.
- Determinacion del tiempo de coagulacién en plasma.
- Método de Inmunodifusion de Ouchterlony.

- Redaccién del manuscrito del trabajo final de graduacion.



El presente TFG presenta diferentes ensayos propios del estudio de veneno de serpientes
tendientes a mostrar las principales acciones deletéreas que presenta el veneno de ejemplares
juveniles de Bothrops alternatus, edad ontogénica poco estudiada hasta el presente.

La obtencion de muestras de musculo gastrocnemio fue exitosa como la realizacion de los
ensayos in vitro antes mencionados. Si bien se llevd a cabo la intoxicacion experimental (i.m.) en
ratones para evaluar dafio muscular a través de la enzima actividad CK, este ensayo no pudo repetirse
por costos de kit de reactivos y por la complicacién que representd el ASPO a los fines de volver a
planificar esta experiencia.

Con la pandemia por COVID-19, los tiempos previstos para la ejecucién de este trabajo final
también signific6 cambios inesperados que intentamos sortearlos. Finalmente, el acompafamiento
para la redaccion de esta tesina y las consultas con la directora y co-directora pudieron concretarse de

manera completamente virtual por medio de videollamadas sincronicas.
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La alumna Karen Y. Gonzalez cumplié satisfactoriamente con las actividades de laboratorio
propuestas para lograr con los objetivos propuestos en este plan de tesina. Durante el desarrollo de su
Trabajo Final de Graduacion logré un acabado conocimiento sobre el manejo de animales en cautiverio
y procesamiento de muestras histolégicas para evaluar cualitativamente los efectos locales de la
inoculacion de veneno de serpientes. Su formacion se completé con una exhaustiva revision
bibliografica sobre publicaciones cientificas pertinentes a la tematica.

Participd en reuniones cientificas en calidad de expositor y en un proyecto de investigacion de
la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNNE (FCV- UNNE). Ademas, realiz6 tareas de docencia
gue consistieron en colaborar en el desarrollo de trabajos practicos de la asignatura Farmacologia y
toxicologia de la carrera de Veterinaria (FCV- UNNE), con responsabilidad y compromiso por la
docencia universitaria.

A lo largo de estas actividades demostrd interés y empatia, desarrollando las tareas con
rigurosidad cientifica y por sobre todo expresé siempre una sincera disponibilidad al aprendizaje de las

técnicas empleadas y en el proceso de escritura de su tesina.
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