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Abstract: Fresh venom was obtained by milking both sexes of adult Bothrops atrox snakes. Four biological activities
were studied in both fresh and freeze dried venom: local hemorrhagic in guinea pig skin, proteolytic upon casein (ca-
seinolytic), esterasic upon TAME and fibrinogen clotting activity. All activities were detected in fresh venom:
Hemorrhagic (DHM=0.93, DHR=9.75 ug protein), caseinolytic (0.25 U kunitz/mg protein), esterasic (0.70 U/mg pro-
tein) and clotting activity (75.7 U NIH/mg protein). After freeze drying, all the biological activity of B. afrox venom
enzymes decreased: hemorrhagic, caseinolytic and clotting activity in 50% and the esterasic activity only in 15%. Our
results show that lyophylization decreases several important biological activities in snake venom related to a decrease

in the venom enzymatic activities.
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El envenenamiento causado por la mordedu-
ra de serpiente es uno de los problemas de sa-
lud que afronta principalmente la region ama-
z6nica peruana, siendo Bothrops atrox ("jer-
g6én") responsable de aproximadamente el 90%
de los accidentes registrados anualmente en el
Peri. Su veneno produce edema, hemorragia,
necrosis cutdnea y mionecrosis a nivel local,
acompafiado de alteraciones de la coagulacién
sanguinea y la funcién renal los cuales condu-
cen a la muerte en los casos severos (Chang &
Zavaleta 1987). Debido a las dificultades inhe-
rentes a la obtencién y uso de veneno fresco, la
mayoria de los estudios sobre sus propiedades
se han realizado empleando veneno sometido
previamente a diferentes procedimientos de
conservacién (cristalizacién y/o desecacién,
congelacion 6 liofilizacién), los que alteran en
mayor o menor grado las actividades del vene-
no. En este trabajo estudiamos la presencia de
cuatro actividades biolégicas en el veneno fres-
co recién extraido de serpientes B. atrox: prote-
olitica sobre caseina; coagulante sobre fibring-
geno; esterdsica y hemorrégica local, y evalua-

mos la influencia de la liofilizacién sobre estas
actividades biol6gicas.

El veneno se obtuvo con la técnica manual,
de 13 serpientes adultas B. atrox (sin disincion
de sexo) provenientes de Pucallpa (Region del
Ucayali, Penti). El veneno liquido fue recolecta-
do en placas petri en forma acumulativa y man-
tenida sobre hielo entre extracciones individua-
les. El proceso de extraccion duré 30 min. Al
completar la extraccién de las 13 serpientes, el
veneno fresco fue sometido a centrifugacién a
2000 rpm durante 20 min, separandose inme-
diatamente el sobrenadante en alicuotas de 0.1
ml. Una alicuota fue seleccionada al azar para
los estudios en fresco. Las alicuotas restantes se
congelaron a -70°C durante 24 horas, y luego
se liofilizaron a -70°C y 200 mTorr de presién
por 24 horas, en un liofilizador Labconco
(Lyph-Lock 4.5). Para los ensayos, el veneno
fresco fué diluido y ensayado dentro de la pri-
mera hora después de la extraccion. El veneno
liofilizado se disolvié en voliimenes apropiados
de NaCl 0.85% a fin de obtener concentracio-
nes similares de proteinas en ambos tipos de
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veneno (de acuerdo al método de Lowry modi-
ficado por Stauffer 1975).

La actividad hemorragica se evalué en co-
bayos (Cavia aperea var porcellio, n=12, ma-
chos, 300 a 500 g) utilizando la técnica de
Kondo et al. (1961). Para los ensayos se inyec-
t6 0.1 ml de solucién de veneno (dmbito vene-
no fresco: 9 a 100 pg de proteinas/ml; 4mbito
veneno liofilizado: 22 a 123 pg de
proteinas/ml) por via intradérmica en la piel de
la regién abdominal previamente depilada del
cobayo. Como control se inyect6 0.1 ml de
NaCl 0.85% Luego de 24 hr de envenenamien-
to se sacrificaron los cobayos, y se everti6 la
piel, midiéndose seis didmetros de cada lesién
hemorragica producida. Las Dosis Hemo-
rragica Minima (DHM) y Dosis Hemorragica
Referencial (DHR) se estimaron mediante re-
gresion lineal del Logaritmo de la dosis versus
el didmetro promedio hemorragico correspon-
diente. La DHM y DHR corresponden a las do-
sis de veneno que producen una lesién hemo-
rragica de 10 y 20 mm de didmetro respectiva-
mente en 24 hr.

. La actividad proteolitica del veneno se de-
terminé cuantificando los productos 4acidos so-
lubles producidos por la accién del veneno so-
bre la caseina segiin el método de Kunitz modi-
ficado (Bergmeyer 1974). La mezcla de reac-
cion contenia 1 ml del sustrato (1% de caseina
en Tampén fosfato pH 8.7M), 0.1ml de veneno
(1 mg/ml) y 0.9ml de Tampén fosfato. Luego
de 20 min de reacci6n a 35°C, ésta fue deteni-
da adicionando 3ml de 5% Acido
Tricloroacético. Las proteinas hidrolizadas pre-
cipitaron luego de centrifugacién a 2500 rpm
por 20 min y los residuos 4cidos solubles del
sobrenadante se estimaron espectrofotométrica-
mente a 280 nm. Una unidad Kunitz de enzima
caseinolitica se define como la cantidad de en-
zima que es capaz de incrementar una unidad
de absorbancia a 280 nm, por min y por mg de
proteina, a 37°C.

La actividad esterésica se determiné por el
Método de Hummel (1974), empleando n-p-to-
luensulfonil-l-arginina metil ester (TAME) como
substrato. La actividad es medida espectrofotd-
metricamente a 247nm, durante 10 min a tempe-
ratura ambiente. Una unidad se define como la
cantidad de enzima que es capaz de liberar 1pumol
de n-p-toluen-l-arginina por min a 25°C.

La actividad coagulante similar a trombina
se ensay6 por duplicado en tubos con alicuotas

de 0.5 ml de fibrinégeno bovino (2 mg/ml en
Tampén fosfato salino 0.02M a pH 7.4), los
que fueron preincubados a 37°C durante 3 min.
Luego se adicion6 0.1 ml (10 a 320 mg/ml) de
veneno ofidico 6 NaCl 154 mM (testigo), re-
gistrandose el tiempo requerido para la coagu-
lacién total de la mezcla (Laki 1951). La poten-
cia coagulante se estim6 empleando una curva
estindar de trombina bovina (dmbito 0.029 a
1.25 unidades NIH/tubo, Sigma).

El contenido proteico del veneno liquido
fresco fue de 299.81 mg/ml. El contenido por-
centual de proteinas en el veneno liofilizado
fue del 95% (P:P).

Las cuatro actividades biolGgicas s¢ detecta-
ron en el veneno fresco de B. atrox, y fueron afec-
tadas por la liofilizacién del veneno (Cuadro 1).
En el veneno liofilizado, las actividades coagu-
lante, hemorrigica y proteolitica sobre caseina,
disminuyeron en mayor proporcién que la activi-
dad esterésica (Cuadro 1).

La actividad hemorrdgica medida como
DHM disminuyé en un 50% luego de la liofili-
zacién. Sin embargo, la DHR no fue mayor-
mente afectada (Cuadro 1), demostrandose que
la DHM es un mejor indicador de potencia he-
morrigica que la DHR.

Los venenos de serpientes constituyen mez-
clas complejas de sustancias quimicas biolégi-
camente activas, siendo los factores responsa-
bles de esta actividad, fundamentalmente de
naturaleza proteica (con y sin actividad enzi-
matica asociada) 6 peptidica. Entre las enzi-
mas, las proteasas se han asociado a la activi-
dad hemorragica local, hipotensora, y coagu-
lante, jugando un papel importante en la fisio-
patogenia del envenenamiento ofidico
(Iwanaga & Suzuki 1979)

Nuestros resultados muestran que el veneno
fresco recién extraido posee mayor actividad
biolégica que el liofilizado (Cuadro 1, t
Student, p<0.05), disminuyendo marcadamente
la actividad de enzimas caseinolitica, hemorra-
gica y coagulante. El decaimiento de la activi-
dad tamesterasica fué menor que el observado
para las otras enzimas estudiadas. Aun cuando
esta actividad es utilizada frecuentemente co-
mo un marcador de la enzima coagulante simi-
lar a trombina presente en el veneno, la dismi-
nucién de ambas actividades enzimdticas pare-
ce no seguir un perfil similar (Cuadro 1).

Gené et al. estudiaron (1985) el efecto de di-
ferentes condiciones de almacenamiento sobre
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CUADRO1

Influencias de la liofilizacién sobre cuatro actividad,

bioldgicas del de la serpiente B. atrox

Actividad Veneno Veneno % Actividad
fresco liofilizado inicial
Caseinolitica @ 0.25 + 0.01 0.11 + 0.005% 444 40
Tamesterésica b 0.70_+ 0.01 0.60 + 0.02% 85+2.2
Coagulante © 757 +0.12 40.0 + 0.09% 52.8+0.18
Hemorrégica
DHM d 0.93 21098 44.4
0.58-1.51)* (1.56-2.84)t
DHR € 9.79 11.62 843
(5.40-17.7y* (8.47-15.9)*
Unidades kunitz /min/mg de proteina.  + limites fiduciales al 95%
Unidades/mg de proteina. $ p<0.05, prueba t de student.

~ $3 p<0.01, prueba t de student.

Dosis hemorrigica minima, cantidad de veneno (g de proteina) que produce 10 mm de lesién hemorrégica en 24 hr.
Dosis hemorrégica referencial, cantidad de veneno (ug de proteina) que produce 20 mm de lesién hemorrégica en 24 hr.

a
b
¢ Unidades NIH/mg de proteina.
d
e

los perfiles electroforéticos del veneno de la
serpiente costarricense L. muta stenophrys, y
demostraron que dichos procedimientos no
afectan significativamente el niimero de bandas
electroforéticas del veneno; sin embargo este
resultado no garantizaba la ausencia de efectos
sobre las actividades biol6gicas propias del ve-
neno ofidico, lo que se confirma en este traba-
jo. Los venenos ofidicos son empleados como
herramientas en la investigacién biomédica, y
como antigenos en la preparacién de los sueros
antiveneno, por lo que en el futuro la pérdida
de actividad biolégica producida por liofiliza-
cién debe ser evaluada cuidadosamente para
cada veneno en particular, y relacionada con su
capacidad antigénica.
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