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Resumen

Se exponen datos sobre la antigenicidad del Triatoma
infestans (Ti), de la Periplaneta americana (Pa) y de al-
gunos venenos de serpientes, asi como la importancia de
que los pacientes mordidos por ellas exhibieran titulos
de anticuerpos anti-Ti y anti-Pa mas elevados que los no
mordidos.

Palabras claves. Veneno de vibora, alérgenos respira-
torios, influencia de los venenos, factores fisicoquimicos.

Do Snake Venoms Protect from
other Antigens?

Summary

Data on the antigenicity of Triatoma infestans (Ti), Peri-
planeta americana (Pa) and some snake venoms are pre-
sented, as well as the importance of patients bitten by
them, exhibiting higher anti-Ti and anti-Pa antibodies
titers than those not bitten.

Keywords. Viper venom, respiratory allergens, influence
of venoms, physicochemical factors.
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Introduccion

En publicaciones anteriores se detectaron pa-
cientes mordidos por una serpiente que recibie-
ron tratamiento intensivo y superaron el infaus-
to episodio.>?® Los hechos habian ocurrido en
las provincias de Corrientes, Chaco y Formosa y
requirieron un intenso tratamiento farmacolégi-
co para superar el cuadro general y respiratorio.
En publicaciones previas habiamos estudiado que
las glucoproteinas del exoesqueleto del reduvideo
Triatoma infestans (Ti) eran capaces de producir
una respuesta especifica IgE dependiente en suje-
tos atopicos con sintomas de rinitis y asma bron-
quial, especialmente en las provincias nortefias
de nuestro pais.** Curiosamente varios de estos
pacientes respiratorios habian sido mordidos anos
atras por alguna serpiente del lugar, en especial
aquellos dedicados a las tareas rurales y agrope-
cuarias. (Figura 1). De los 35 pacientes estudiados
por su alergia respiratoria al Ti y a la Pa, tan sélo
8 manifestaron algun accidente previo con una
serpiente del lugar, quesuperaron con tratamien-
to médico urgente y adecuado, pero todos ellos
sefialaron un empeoramiento notable de su ma-
lestar respiratorio.®” Debido a esos relatos inves-
tigamos si algun factor vinculado con el veneno
de la serpiente podria ser el agravante del cuadro
alérgico-respiratorio, o si el accidente con el ofidio
modificé la sensibilidad personal del paciente por
las caracteristicas dramaticas del suceso. Entre los
8 pacientes, 4 de ellos habian sido mordidos 2 ve-
ces en un lapso de 2 y 3 afos. Estos casos habian
padecido episodios agudos de urticaria y de an-
gioedema que requirieron tratamiento intensivo y
prolongado. La especie agresiva fue la Bothrops,
comunmente llamada yarara o vibora de la cruz.
(Figura 2). Al mismo tiempo, tomamos conoci-
miento de la publicacién de la reaccién cruzada
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Figura 1. Fraccionamiento de Ba por DEAE-celulosa. Seis picos proteicos se observan a 280 nm.
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Figura 2. Técnica de Ouchterlony. S: suero anti-Ba + Bn; 1: Ba; 2: Bn; 3: Bj; 4: Bju.
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Se observan 6 bandas de precipitacion con identidades parcial y completa.
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entre los antigenos de las serpientes Bothrops al-
ternata, Bothrops jararaca, Bothrops neuwiedi, y
algunos Himenopteros en pacientes de los Estados
Unidos, destacando que las Bothrops inoculan ve-
nenos que en un 70-80% son proteinas, de las fa-
milias de las fosfolipasas, proteasas, neurotoxinas,
algunas simil-trombina, todas ellas altamente an-
tigénicas y productoras de importantes actividades
biolégicas. Estos curiosos hallazgos nos movieron
a investigar las posibles relaciones fisicoquimicas
entre los venenos de nuestras serpientes y el Ti, re-
duvideo que parasita nuestro pais desde el Rio Ne-
gro hasta mas alla del norte argentino, ya que fue
identificado en el Estado de Texas como productor
de urticaria, y peor aun, de infeccién parasitaria en
trabajadores rurales de la zona con serologia posi-
tiva por su picadura.®?

Materiales y métodos

1.- Venenos de serpientes: extractos crudos de
los venenos de Bothrops alternata (V5250), Bothrops
jararaca (V5625), Bothros jararacussu (V3876) y de
Bothrops neuwiedi (V5500) (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA), fueron solubilizados en buffer-
fosfato (PBS) pH 7,2 hasta obtener una concentra-
cion final de 10 mg/ml. De esta manera, estos ex-

tractos fueron utilizados en el fraccionamiento por
DEAE-celulosa, en todas las técnicas inmunoserolé-
gicas y en los procedimientos del RAST y del RAST-
inhibicién.12-13-14

2.- Pacientes: de los 35 pacientes estudiados por
su alergia respiratoria, especialmente al Tiy a la Pa,
todos oriundos de las provincias de Corrientes, Cha-
co y Formosa, sélo 8 refirieron haber sido mordidos
una o dos veces por una serpiente de las especies
sefilaladas mas arriba. Clinicamente padecian del
sindrome rinitis-asma bronquial, con probada sen-
sibilidad a los alérgenos de los dacaros del ambiente,
las cucarachas (Periplaneta americana y Blatella
germanica), los hongos anemdfilos y los antigenos
del Ti. Todos los pacientes donaron una muestra de
su suero sanguineo en el cual se valoraron la canti-
dad y la calidad de sus anticuerpos IgG e IgE totales
y especificos contra estos alérgenos ambientales, y
sus anticuerpos contra los venenos de las serpientes
que los mordieron. Un grupo control de 20 pacientes
residentes en la ciudad de Buenos Aires, 12 varones
y 8 mujeres, con edades entre 28 y 35 afos, sin an-
tecedentes de mordedura de serpiente y sin sintoma-
tologia respiratoria, presentaron una IgE sérica total
igual o menor a 50 KU/L, con pruebas cutaneas ne-
gativas a los alérgenos ambientales. (Figuras 3)

Figura 3. Fracciones de la Cromatografia en DEAE — Celulosa de Veneno B. Alternata INMUNOELECTROFORESIS.

Frac. N° Tubos Buffer Molar. pH IEF
- fraccion
- control

1 18-35 PO: 0.01 8.0 —

2 69-86 PO, 0.02 7.2 =

3 110-125 PO: 0.04 7.2 =

4 166-182 POZ 0.08 7.0 —

5 206-218 P0: 0.1 7.0 =

6 330-338 PO, 0.2 5.0 =

3.- Fraccionamiento por columna: 5 mililitros
del extracto crudo de Bothrops alternata fueron dia-
lizados con un buffer fosfato 0,01 M, pH 8, y lue-
go pasado por una columna de DEAE-celulosa de
380 mm x 25 mm. La elucién final se realizé con
un buffer fosfato 0,01-0,2 M de pH 5-8. Los conteni-
dos proteicos fueron determinados por absorbancia
a 280 nm en un espectrofotémetro LKB Uvicord, si-
guiendo el procedimiento de Lowry.

4.- Antisueros: los humanos mordidos por las
serpientes recibieron en algin momento de su tra-
tamiento sueros antiofidicos de caballo, en general
con buena tolerancia, con excepcién de uno de ellos
que sufrié un episodio de urticaria aguda; éste re-
quiri6 dosis elevadas de dexametasona inyectable.
Los mismos antisueros antiveneno de serpiente se

comportan como marcadores proteicos del accidente
ocurrido afios atrds, y de alguna manera hubieran
modificado la respuesta inmune a IgE para nuestro
antigeno del Ti. En las técnicas serolégicas mencio-
nadas se utilizaron sueros controles de sujetos no-
atépicos que ademads nunca habian sido mordidos
por una serpiente. E1 Boyden demostro el titulo de
anticuerpos anti-veneno y el Ouchterlony ratifico la
reactividad cruzada entre los venenos de las diferen-
tes especies de serpientes. Los antigenos se usaron a
razén de 10 mg/ml cada uno.

5.- Radioinmunoensayos: la IgE sérica total
fue medida por el método del PRIST (paperadio-im-
munosorbentest) siguiendo las especificaciones de
Phadebas, Pharmacia, Uppsala, Suecia. Los ni-
veles de la IgE sérica total se expresan en KU/L.
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Por su parte, la inhibicion del RAST se desarrollé
de acuerdo a la técnica de Gleich empleando como
antigeno a la Bothrops alternata mientras que
para establecer la especificidad de la reaccién se
utilizaron antigenos de la Crotalus durissus, en es-
pecial, su veneno, los pélenes de Ambrosia y de Lo-
lium perenne, del pelo del gato y los aislados del Ti.
Un extracto de las estructuras exoesqueléticas del
Ti, fue preparado por nosotros siguiendo las pautas
metodolégicas de Frugoni y Hansen. Los Ti fueron
seleccionados entre otras especies fitéfagas, segin
las reglas entomoldgicas establecidas. La IgE sérica
humana anti-Ti se midié por el PRIST, siguiendo las
pautas clasicas. Los valores para los adultos nor-
males no deberian exceder las 120 KU/L, mientras
que la IgE sérica especifica contra un determinado
antigeno no deberia existir, salvo que el paciente
hubiese estado expuesto a dicho antigeno a raiz de
una mordedura o picadura de serpiente o insecto.
La IgE-anti-Ti se midi6 con el RAST (radioallergosor-
bentest) donde una fase sélida de Ti (13 mg/ml)
unida covalentemente a discos de celulosa (SS547)
tratados con bromuro de cianégeno a pH 11 du-
rante 2 horas en un medio alcalino. Se midié en
PRU/ml(PhadebasRAST Units), conlaescalasiguien-
te: menor a 0,35 PRU/ml], sin significacién; hasta
0,70 PRU/mI con significacién o clase 1; entre 0,70
y 3,50 PRU/ml, clase 2; entre 3,50 y 17 sera la cla-
se 3, y asi sucesivamente hasta clase 10, donde los
valores de los antigenos serian elevadisimos. La in-
hibicién del RAST se emplea para valorar la espe-
cificidad del RAST contra un antigeno. Se compara
la reaccién obtenida con aquella lograda con an-
tigenos no relacionados, generalmente, pélenes de
diversas familias, pelos de animales (perro, gato),

que apareceran negativos y asi ratificaran la es-
pecificidad de la reaccién estudiada y las propie-
dades del antigeno.!-!

6.- Ensayos inhibitorios y Western-blots: el
lavado y la incubacion de los geles se realizé con
y sin los inhibidores de las proteasas. Ellos fue-
ron: el E-64 o L-trans-epoxi-succinil-leucilamido
(4-guanidino)-butano en 20 mM; el TLC (tosil-lisil-
cloro-metilcetona) en 100 mM; el TPCK (tosil-fenil-
alanil-cloro-metilcetona) en 1 mM; el PMSF (fenil-
metil-sulfonil-fluoruro) en 10 mM; la leupeptina
en 100 mM; la o-fenantrolina 1 mM y la pepstati-
na-A en 2 mM. Los pesos moleculares fueron: fos-
forilasa-b (97,4 kDa), albumina sérica bovina (66,2
kDa), ovoalbiimina (45 kDa), anhidrasa carbénica
(31 kDa), inhibidor de la tripsina (21,5 kDa) y lisozi-
ma (14,4 kDa). En los geles activados, las muestras
no fueron ni reducidas ni calentadas antes de la
siembra. Las muestras con y sin b-mercaptoetanol
fueron corridas en SDS-PAGE con el 15% de polia-
crilamida estandar, electrotransferidas a membra-
nas de nitrocelulosa, bloqueadas durante 2 horas
con una solucién de albumina sérica bovina libre
de acidos grasos al 2%, Tween-20 al 0,01% en PBS
pH 7,2 v/v, e incubadas durante toda la noche con
suero de conejo policlonal anti-Ti/400, un suero hu-
mano anti-Ti 1/10 y un suero humano anti-Pa 1/5.
Se incubaron toda la noche con los antisueros, las
membranas se lavaron e incubaron con un 1/3000
de suero de cabra anti-IgG de conejo conjugado con
peroxidasa, y con 1/500 de suero de conejo anti-
IgE especifica conjugado con peroxidasa durante
2 horas a temperatura ambiente. La colorimetria
se realiz6 con a-cloronaftol y peréxido de hidroge-
no. (Tabla 1)

Tabla 1. Respuesta inmune humoral al veneno de Bothrops.

Antigenos Ouchterlony Boyden
Suero equino Sueros humanos Suero equino Sueros humanos
anti Ba+Bn mordidos (n=18) anti Ba+Bn mordidos (n=18)
Ba +++ - Titulos 1/128
Bn +++ - Mayores a 1128
Bj +++ - 1/32.000 1/64
Bju +++ - 1/32

+++: Se observan 6 0 mas lineas de precipitacion.

7.- Isoelectroenfoque: se usé gel de agarosa
con un pH entre 4.0-6.5 con las especificaciones
de Bio-Rad. Se emplearon como monitores del gra-
diente de pH marcadores proteicos con pH entre
3,5-9,5. El pH de cada banda individual se deter-
miné por la curva de calibracion de las proteinas
estandar. Luego de la corrida, la mitad del gel fue

removida, fijada por una hora y coloreada duran-
te 20 minutos en azul de Coomasie R-250 al 0,1%,
calentado a 60° C.

8.- Electroforesis capilar: se desarroll6 en el la-
boratorio de Bio-Rad (Hércules, California, EE.UU.),
en un Bio-Focus 3000 siguiendo las pautas del labo-
ratorio en tiempo y potencia eléctrica. Se corrieron
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antigenos de la Pa, del Ti y de sus respectivos esta-
dios ninfales. Asi se probé la reactividad cruzada
entre ambos a concentraciones equivalentes.

9.- Electroforesis en poliacrilamida: SDS-PAGE
(segun Laemmli) al 15%, corriéndolo en un aparato
Mini-Protean II. Veinte mcl de Ti y de Pa fueron car-
gados en orificios separados con azul brillante de
Coomasieen en condiciones diferentes de reduccion
y calentamiento para luego ser transferidos a una
membrana de nitrocelulosa.

10.- Ensayos de actividad enzimatica: se corrie-
ron durante 2 hs a 130 V minigeles de 10x10 cm
cada uno y de 1,5 mm de espesor de acrilamida al
12% mas gelatina a una concentracién final del
0,2%. Se uso6 el azul de bromofenol como marca-
dor del fin de la corrida; los geles se lavaron 2 veces
en agua destilada con Tritén-X-100, al 0,15%, por
15 minutos y se incubaron a 372 C en 0,1% de MES
(2-N-morfolino-etano-acido sulfénico), buffereado
a pH 6, en Tris-AcH 100 mM a pH 3,5 y en Tris -CIH
100 mM a pH 8,5 con 0,5 mM de DTT. La reaccién se
detuvo y las proteinas se colorearon por incubacion
con 0,25 ml de azul brillante de Coomasie R-250 en
metanol-dacido acético-agua 5:1:5 (v/v/v).

Resultados

El pasaje por columna del veneno de Bothrops
alternata reveld la produccién de 6 picos proteicos
a diferentes pHs, desde 5 hasta 8, y diferentes mo-
laridades desde 0,2 M hasta 0,01 M. Por su parte,
el fraccionamiento del extracto de Ti por una co-
lumna de Sephadex G-150 obtuvo 3 picos proteicos
correspondientes a los tubos 18-21, 22 y 45-55, y
3 picos con gran contenido de hexosas en los tubos
15-25, 36 y 42-48. El método de Bradford revel¢ los
contenidos proteicos: extracto de Ti: 13 mg/ml; tubo
20: 3600 mcg/ml; tubo 22: 150 mcg/ml y tubo 50:
6800 mcg/ml. El método del indol detectd las si-
guientes hexosas: extracto de Ti: 920 mg%; tubo 20:
240 mg%; tubo 36: 30 mg% y tubo 45: 600 mg%.
De estos hallazgos se deduce la composicion gluco-
proteica del extracto de Ti. Con el colector de fraccio-
nes se lograron alicuotas de 1 ml donde se estudi6 el
peso molecular del extracto de Ti. De esta manera se
obtuvieron 7 picos, correspondientes a la lisozima,
beta-lactoglobulina, tripsinégeno, pepsina, albumi-
na de huevo, albumina sérica bovina y alcohol-de-
hidrogenasa. Cada pico fue testificado por Ouchter-
lony contra un antisuero de conejo anti-Ti y contra
un antisuero contra la albumina sérica bovina. Se
detectaron bandas de precipitacién con albumina
sérica bovina en el segundo tubo, mientras que el Ti
mostré bandas de precipitacion entre la alcohol-de-
hidrogenasa y la albumina sérica bovina. Los pesos
moleculares de los 7 indicadores proteicos fueron
transportados a una escala semilogaritmica que en
la abscisa indicaba la relacién entre los volumenes
de elucién y muerto y, en la ordenada, los kilodal-

tons. El valor extrapolado del extracto de Ti resultd
de 92 kDa. La inmunizacién en conejos con el ex-
tracto de Ti posibilité obtener un antisuero anti-Ti
que exhibié 3 bandas de precipitacién por Ouchter-
lony, mientras que el anti-Ti fue negativo contra
los extractos de Dermatophagoides y de Ambrosia,
mientras que con la contrainmunoelectroforesis y
la rocketelectroforesis se evidenciaron precipitinas
en el sistema Ti-anti-Ti, y en forma cruzada con la
Pa, mas notorias en aquellos sujetos mordidos por
una serpiente. El Boyden mostré altos titulos de an-
ticuerpos (1:4096) en la reaccién Ti-anti-Ti y un ti-
tulo de 1:512 en las reacciones cruzadas con la Pa.
Las pruebas cutaneas de hipersensibilidad retarda-
da hechas en cobayos aerosolizados con Ti fueron
positivas desde la 5° semana de inhalacién crénica,
mientras que la prueba de anafilaxia pasiva (test
de Ovary-Bier) fue positiva desde la 6° semana. La
IgE sérica total de los atépicos estudiados tuvo un
promedio de 640 KU/l mientras que las IgE-anti-Ti
delos 8 pacientes mordidos reunian el 50% del total
de las IgE-anti-Ti dosadas y 27 pacientes sensibles
al Ti componian el 50% restante con elevada IgE-
anti-Ti, no obstante compartir el mismo ambiente.
El analisis del veneno de Bothops revelé por DEAE-
celulosa su compleja composiciéon proteica, con
6 componentes en los tubos 18-35, 69-86, 110-125,
166-182,206-218 y 330-338, cuya riqueza proteica
fue revelada por el Lowry, en la misma secuencia,
de 240 ug/ml, 1750 ug/ml, 600 ug/ml, 3560 ug/ml,
1200 ug/ml y 1650 ug/ml.

Discusion

Los datos obtenidos en seres humanos sobre la di-
namica de los anticuerpos IgE-anti-Ti, y anti-Pa, por
la presunta influencia de los venenos de Bothrops, y
la persistencia en el tiempo de altos titulos de dichos
anticuerpos en un grupo de pacientes residentes del
norte argentino, amerita mayor investigacion por lo
novedoso del hallazgo.!® No obstante, la vinchuca es
capaz de producir cuadros respiratorios al inhalar
créonicamente desechos de pardsitos muertos y mo-
mificados en el suelo de nuestra pampa. Desde 1964,
en que Voorhost demostro el papel del acaro Derma-
tophagoides en la rinitis y en el asma bronquial, se
indujo la investigacién de otros insectos ambienta-
les como la cucaracha (Periplaneta americana), el
Triatoma infestans (Ti), la Blomia tropicalis y otros,
que develaron su papel en patologias respiratorias
en las cuales la IgE juega un papel etiopatogénico
importante. La prueba de la doble difusién de Ou-
chterlony ratifica la composicién cruzada entre las
especies de Bothrops alternata, neuwiedi, jararaca
y jararacussu, de tal manera que conocer con exac-
titud cudl mordié a nuestros pacientes no ayuda,
pues todos los venenos poseerian una composicion
quimica parecida, cuya funcién como “adyuvante”
del alérgeno (si es que la tiene) estaria omnipresente,
mas aun cuando los mordidos actualmente residen
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en la CABA. La existencia de una IgE especifica con-
tra los venenos de Bothrops ya fue demostrada en
1995 en sujetos no alérgicos cuya evolucién fue sa-
tisfactoria, asi como también se observaron valores
de IgG especifica anti-veneno en titulos desde 1/32
a 1/128, empleando como antigeno una suspension
de Bothrops alternata. La reactividad cruzada con
el veneno de Crotalus durissus terrificus necesita
mayor investigacién por la importancia biolégica,
clinica y epidemiolégica que ello implica.!*'¢
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