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RESUMEN

El fucoidan es un inhibidor de la actividad de las miotoxinas de Bothrops asper y otras
fosfolipasas A, miotoxicas relacionadas. Por medio de hidrdlisis acida de este polisacdrido
y su posterior separacion por medio de filtracion en gel en columna Sephadex G-100, se
obtuvieron dos fragmentos de fucoiddn: uno de peso molecular alto (FH) y otro de peso
molecular bajo (FL) y ambos se compararon en cuanto a su capacidad neutralizante de la
actividad citotoxica y miotoxica de la miotoxina II de B. asper, asi como de la actividad
miotoxica del veneno crudo de B. asper. En experimentos realizados en ratones se
establecié una dosis eficaz S0 (DEs) para el fragmento de alto peso molecular de 0.27 y de
0.88 para el fragmento de bajo peso molecular, a partir de lo cual se estim6 que la fraccion
de alto peso molecular es aproximadamente 3 veces mas potente que el fragmento de bajo
peso molecular. Ambos fragmentos demostraron una capacidad significativa de disminuir
la miotoxicidad de la miotoxina II de B. asper, cuando fueron administrados
intramuscularmente en el mismo sitio de inoculacién de la miotoxina, sin embargo no se
observo diferencia significativa entre ambos fragmentos de fucoidan.  Cuando los
fragmentos se administraron via intravenosa tras la inoculacién intramuscular de la
miotoxina ninguno de los dos fragmentos mostrd capacidad de disminuir la miotoxicidad, y
cuando se probaron tras la inoculacion del veneno crudo de B. asper, solo el fragmento de
alto peso molecular tuvo la capacidad de disminuir de manera significativa la miotoxicidad
causada por el veneno. Los resultados indican que en este modelo experimental de
mionecrosis inducida por un veneno botrépico o una miotoxina purificada, la utilizaciéon de
una forma de fucoiddn de menor peso molecular no presenta caracteristicas ventajosas con
respecto a formas de mayor peso molecular. A la vez, los resultados confirman que la
administracion rapida de fucoidan in situ puede reducir significativamente el dafio muscular
ocasionado por una miotoxina o por un veneno crudo, como ha sido descrito en estudios

previos.



INTRODUCCION

Ofidismo en Costa Rica

Costa Rica se encuentra en un area tropical, y gracias a esto existe una gran
diversidad de flora y fauna distribuida por todo el territorio nacional. Las serpientes forman
parte de esta biodiversidad; se encuentran alrededor de 135 especies, distribuidas en zonas
muy diversas del pais. Veintiuno de estas especies de serpientes son venenosas, y estan
agrupadas en tres familias: (a) la familia Hydrophiidae cuenta con una sola especie, la
serpiente de mar, Pelamis platurus, (b) la familia Elapidae, incluye 4 especies cominmente
llamadas "corales", del género Micrurus; y (c) la familia Viperidae, que incluye 16 especies
popularmente conocidas como "tobobas". Estas tltimas son las que causan el mayor
nimero de envenenamientos ofidicos en el pais, dentro de las que se encuentran los géneros
Agkistrodon, Lachesis, Crotalus, Bothrops, Bothriechis, Porthidium, Atropoides y
Cerrophidion (Solérzano, 2004).

Las mordeduras por serpientes son mas comunes en paises tropicales y en vias de
desarrollo, por lo cual existe un alto sub-registro en las estadisticas, €l cual se atribuye a
diferentes causas como la aplicacion de tratamientos tradicionales y por consiguiente no
acudir a los centros hospitalarios, también por muertes que se presentan en comunidades
pequefias y que no son reportadas adecuadamente (Gutiérrez et al., 2006). En Costa Rica
ocurren aproximadamente 600 mordeduras de serpiente y 5 muertes atribuidas a estas por
afio, lo que representa una incidencia aproximada de 15.9 casos por 100 000 habitantes por
afio. En Centroamérica el niimero total de envenenamientos ofidicos anuales se estima entre
4500 y 5000. En Costa Rica ha existido un abordaje integral del accidente ofidico desde
hace varias décadas y ademas el suero antiofidico tiene un abastecimiento adecuado, lo cual
ha permitido disminuir la mortalidad a través de los afios, y actualmente se mantiene una
tasa de letalidad inferior al 1%. En otros paises de Centroamérica, se estima que la
mortalidad por los envenenamientos de serpientes es mayor. En cuanto al sitio anatémico
de la mordedura, el 50% de los casos ocurren en los pies y €l 30% en extremidades

superiores (Gutiérrez et al., 1999).



La especie que causa la mayor cantidad de accidentes ofidicos en Costa Rica es la
Bothrops asper, conocida popularmente como "terciopelo”. Aproximadamente un 50% de
los casos reportados son debidos a esta especie, distribuida practicamente en todo el pais. El
grupo mis afectado son los hombres jovenes, agricultores, lo que hace que las mordeduras
de serpientes sean una enfermedad ocupacional. Los nifios son otro grupo que cominmente
es afectado (Gutiérrez et al., 1999, 2006). Se han observado variaciones estacionales en la
incidencia de mordeduras de serpientes, lo cual se atribuye a cambios climaticos,
especialmente en cuanto a lluvias y temperatura, lo cual a su vez se relaciona también con
los ciclos de la actividad agricola. La incidencia de envenenamientos se incrementa en la
temporada lluviosa (Gutiérrez et al., 1999, 2006). De todos los casos reportados por afio,
menos del 1% son causados por serpientes del grupo de las "corales" (Gutiérrez et al.,
1999). Por otra parte, la serpiente de mar no representa un peligro para la poblacion, pues

por su anatomia y localizacién es muy dificil que cause una mordedura.

Venenos de las serpientes y sus efectos

Los venenos de animales cumplen diferentes funciones en la naturaleza. En el caso
de los venenos de las serpientes, son importantes para su alimentacién, ya que son
utilizados para inmovilizar a la presa e iniciar su digestiéon. También pueden ser
importantes como parte de un comportamiento defensivo contra posibles depredadores. En
las serpientes, los venenos son producidos en glandulas especializadas, con células de tipo
epitelial que vierten su secrecion en canaliculos que desembocan en un receptaculo o lumen
en donde son almacenados hasta su expulsion. El lumen se continiia por un conducto que

desemboca en el canal del colmillo inoculador (Bolafios, 1984).

Las serpientes de la familia Viperidae pueden causar un cuadro de lesién muy grave
en el sitio de la mordedura, con dolor fuerte, edema, hemorragia y necrosis de tejido. Esto
puede dejar en los pacientes secuelas permanentes, e incluso la amputacién del miembro
afectado, en los casos muy graves. Ademds, estos venenos generan un cuadro clinico

sistémico que puede llevar a la muerte, que incluye efectos como alteraciones en la



coagulacion sanguinea, hemorragias internas, hemolisis intravascular, dafio renal, y todo
esto puede llevar a un choque cardiovascular o a un fallo renal grave (Otero et al., 2002).
Los efectos sistémicos se manifiestan pocas horas después de que ocurrié la mordedura,
por lo que, con un tratamiento adecuado y a tiempo, se pueden controlar. Sin embargo, los
efectos locales inician pocos minutos después de la mordedura, por lo que el dafio tisular es
mas dificil de prevenir. Cuando la persona afectada llega al centro médico para recibir
tratamiento, probablemente ya parte del tejido en el sitio de la mordedura va a estar
lesionado (Chaves et al., 1996).

Los venenos de serpientes estan constituidos por diferentes péptidos y proteinas
toxicas entre las que se encuentran miotoxinas, hemorraginas, toxinas coagulantes,
nefrotoxinas y neurotoxinas. Estas toxinas pueden provocar severos dafios a tejidos y
drganos, e importantes alteraciones sistémicas que incluso pueden llevar a la muerte al
paciente (Gutiérrez et al., 1999). La severidad de los envenenamientos por mordeduras de
serpientes es muy variable y depende de varios factores como la cantidad de veneno
inoculado (B. asper generalmente inyecta mayores volimenes de veneno que las otras
serpientes, por lo tanto esta especie provoca cuadros clinicos de mayor riesgo), el sitio
anatémico de la mordedura (las mas cercanas al tronco y a la cabeza son mas peligrosas, en
comparacion con las mordeduras en extremidades), el peso y la talla de la persona afectada,
asi como su estado fisiologico general (en nifios las mordeduras por serpientes tienden a
complicarse con mas frecuencia, esto en parte debido al reducido volumen de distribucion,

jue permite al veneno actuar con mayor rapidez a nivel sistémico) (Gutiérrez et al., 1999).

Las miotoxinas son componentes de los venenos que inducen dafio irreversible a las
fibras del musculo esquelético; son muy abundantes en los venenos de serpientes y pueden
;ausar tanto daiios locales en el sitio de inoculacidon, como dafios a nivel sistémico
‘Gutiérrez y Ownby, 2003; Lomonte et al., 2003). Hidrolasas como las metaloproteinasas,
as fosfolipasas A; y posiblemente las hialuronidasas son las principales responsables del
lafio tisular local observado en los envenenamientos por mordeduras de serpientes
‘Gutiérrez et al., 2006). Los efectos locales nician en pocos minutos y se caracterizan por

lolor, edema, hemorragia, y mionecrosis. La hemorragia se produce por la accién de las



hemorraginas, las cuales son metaloproteinasas dependientes de zinc que degradan los
componentes de la lamina basal de los capilares y vénulas, causando que los mismos se
colapsen y se produzca extravasacion de liquidos y células. Esto contribuye a la necrosis
tisular, ya que afecta la perfusién sanguinea, originando isquemia. El edema es de origen
multifactorial: por una parte los venenos afectan directamente el endotelio, originando la
exudacion del plasma; por otro lado, estos venenos liberan una serie de mediadores a partir
de precursores enddgenos, como histamina, kininas, prostaglandinas y anafilotoxinas C3a y

C5a. El edema también contribuye a la isquemia (Gutiérrez et al., 1999).

La necrosis del tejido muscular es una de las mas importantes complicaciones
médicas por mordeduras de serpientes, especialmente cuando dichos accidentes no son
atendidos rapidamente y pasan mas de dos horas desde la mordedura hasta el ingreso al
centro médico. Esta complicacion puede llevar a la pérdida irreversible de masa muscular,
amputacion del miembro afectado o pérdida de la movilidad (Otero et al., 2002). La
mionecrosis se desencadena tanto por la isquemia que se genera a nivel local, como por la
accion directa de las miotoxinas de los venenos (Gutiérrez et al., 1999). Las miotoxinas de
los venenos de serpientes se han clasificado de manera general en 3 grupos: (a) las
miotoxinas pequeilas, las cuales no poseen actividad enzimatica y estan constituidas por
una cadena peptidica de 42-45 aminoacidos; (b) las cardiotoxinas, que tampoco poseen
actividad enzimatica y son cadenas de proteinas de aproximadamente 60 aminoacidos; y (c)
las fosfolipasas A, (PLA;), las cuales representan el grupo mas grande y el cual se
subdivide en miotoxinas neurotoxicas y no neurotoxicas. Las PLA; neurotoxicas se
encuentran en los venenos de serpientes de la familia Elapidae y son responsables de los
efectos especialmente sistémicos que causan. Las PLA; no neurotoxicas son componentes
frecuentemente encontrados en los venenos de serpientes de la familia Viperidae y aunque
tienen una actividad letal baja, por las altas concentraciones en las que se encuentran en los
venenos, estas miotoxinas son las responsables principales en el dafio muscular local en los

accidentes ofidicos (Lomonte et al., 2003).

Las miotoxinas PLA, no neurotéxicas se subdividen en 2 grupos. El primero se

caracteriza por proteinas que poseen actividad enzimdtica y se conocen como el grupo de



PLA; tipo Asp49. Estas toxinas catalizan la hidrdlisis de la posicion sn-2 de los
glicerofosfolipidos, en una reaccion dependiente de calcio que genera 4cidos grasos y
lisofosfolipidos. El segundo grupo es el de las PLA, tipo Lys49, las cuales carecen de
actividad enzimatica, pero igualmente causan la destruccion del musculo esquelético y el
consecuente aumento en la actividad creatina quinasa en plasma (Lomonte et al., 2003;
Gutiérrez y Ownby, 2003).

Las miotoxinas PLA; afectan la integridad de las membranas celulares, tanto por
mecanismos cataliticos, como por mecanismos independientes de actividad enzimatica. En
general estas miotoxinas provocan un influjo importante de calcio, lo cual inicia una serie
de eventos degenerativos para las células, como hipercontraccion y activacion de enzimas
dependientes de calcio, lo que culmina con un dafio celular irreversible. Paralelamente a la
mionecrosis se desarrolla un proceso inflamatorio, con la consecuente liberacion de
sustancias quimiotacticas que provoca la llegada de células inflamatorias, especialmente
neutrofilos y macréfagos, las cuales remueven los restos necréticos y preparan al tejido

para la regeneracién muscular (Gutiérrez y Ownby, 2003).

Las hidrolasas de los venenos de serpientes son homologas a enzimas endégenas de
mamiferos. La industria farmacéutica ha desarrollado una gran cantidad de inhibidores para
estas enzimas de los mamiferos, ya que participan en diferentes procesos patologicos.
Estos inhibidores pueden representar una oportunidad para prevenir el dafio tisular local en
los envenenamientos por mordeduras de serpientes. Las caracteristicas que brindan ventajas
a estos inhibidores son que usualmente son de bajo peso molecular, lo que les permite
difundir mejor en los tejidos, y el hecho de que estos inhibidores son efectivos contra una
gran cantidad de metaloproteinasas y PLA, de venenos de diferentes especies, ya que
muchos de ellos actian en sitios de las enzimas que son altamente conservados (Gutiérrez
et al., 2006).



Tratamiento del accidente ofidico

La terapia para el envenenamiento por mordeduras de serpientes se basa en el
suministro de suero antiofidico al paciente, por la via intravenosa. Este producto, también
llamado antiveneno, estd compuesto por anticuerpos de origen equino capaces de
neutralizar las distintas toxinas presentes en los venenos de las serpientes. Los antivenenos
son altamente eficaces en la neutralizacion de las toxinas responsables de los efectos
sistémicos, tales como las coagulopatias y disturbios hemodindmicos. Sin embargo, su
principal limitacién es la baja eficacia para controlar el dafio local a los tejidos, debido a la

rapidez con la cual se desarrollan la hemorragia y la mionecrosis (Gutiérrez et al., 2006).

En Costa Rica se utilizan dos tipos de sueros antiofidicos: el suero polivalente, que
se utiliza para las mordeduras por "tobobas", y el suero anticoral, utilizado para las
mordeduras por "corales" (Chaves et al., 1996, Gutiérrez et al., 1999). Ademas del
antiveneno apropiado, se suministran antibioticos al paciente para prevenir complicaciones
por infecciones bacterianas, toxoide tetanico y todo el soporte médico necesario. Si se
presentan reacciones adversas al antiveneno, se trata al paciente con adrenalina,
antihistaminicos o corticosteroides, segun las caracteristicas de la reaccién. La hipovolemia
se corrige por medio de la administracion de expansores de plasma, y en casos de dafio
renal se puede recurrir a didlisis 0 hemoperfusion. El dafio renal causado por la mioglobina
o la hemoglobina liberadas por rabdomiolisis, 0 hemélisis intravascular, respectivamente,

puede ser prevenido por rehidratacion (Gutiérrez et al., 2006).
El fucoiddn como inhibidor de la miotoxicidad causada por venenos de serpientes

El fucoidan es un polisacérido sulfatado, con abundantes cargas negativas, que se
extrae del alga marina Fucus vesiculosus. Se han demostrado diferentes efectos biologicos
del fucoidan en mamiferos, entre los que se encuentran su accion inhibitoria en la actividad
citotoxica (in vitro) y miotoxica (in vivo) de las miotoxinas PLA; aisladas de venenos de
serpientes, asi como su poder de reducir la mionecrosis causada por el veneno de B. asper

cuando se administra rapidamente fucoiddn en el sitio de la lesién, en modelos



experimentales en raton (Angulo y Lomonte, 2003).

La miotoxina II de B. asper es una PLA, tipo Lys49 que se asocia con membranas
celulares de una manera dependiente de la carga, gracias a sus propiedades basicas. Las
cargas negativas sobre la membrana facilitan la asociacion (Lomonte et al., 2003). Al tener
el fucoiddn abundantes cargas negativas, se favorece su uniéon con la miotoxina y en
consecuencia su inhibiciéon. Este tipo de inhibicién también se ha demostrado con la
heparina, la cual por sus abundantes cargas negativas, es capaz de inhibir la actividad
miotéxica de diferentes venenos de serpientes, no sélo por uniones electrostaticas no

especificas, sino también por algunas interacciones especificas (Lomonte, 1994).

La accién neutralizante del fucoidan se ha probado in vitro utilizando células de
musculo esquelético. Los resultados obtenidos indican que este compuesto es capaz de
inhibir la actividad citot6xica de las miotoxinas I, I, IIT y IV de B. asper; las miotoxinas I y
II de Cerrophidion godmani, miotoxinas I y Il de Atropoides nummifer, y la miotoxina I de
Bothriechis schlegelii. La capacidad inhibitoria del fucoiddn varia segin la miotoxina
probada, sin embargo para todas se redujo en al menos el 50-65% la actividad citotdxica e
incluso algunas miotoxinas se inhiben completamente cuando se probaron en una relaciéon
molar de 1:1 (fucoidan/miotoxina). También se ha probado el efecto inhibitorio in vitro del
fucoidan en funcién del tiempo, y se obtuvo que desde los 5 minutos de incubacién del
fucoidan con la toxina a temperatura ambiente, se alcanz6 la inhibicién, sugiriendo la
rapida formacién de complejos macromoleculares entre el fucoidan y las miotoxinas. A
pesar de la capacidad inhibitoria de la citotoxicidad de las miotoxinas PLA;, el fucoidan no
afecta la actividad enzimdtica de las miotoxinas PLA, tipo Asp49 (Angulo y Lomonte,
2003).

El fucoidan también se ha probado in vivo, en modelos murinos, y se ha demostrado
su capacidad inhibitoria de las mismas miotoxinas PLA; probadas in vitro. Ademas se ha
probado la capacidad de inhibir la actividad miotéxica del veneno completo de B. asper en
modelos experimentales, donde el dafio muscular fue estimado por el aumento de los

niveles de creatina quinasa plasmatica. Se obtuvieron inhibiciones de 70-95% para las



miotoxinas PLA, y para el veneno completo de B. asper se obtuvo una reduccion del 50%
en los niveles de creatina quinasa en comparacién con los ratones que sélo recibieron el
veneno. Al aumentar la dosis de fucoidan administrada in situ, sin embargo, la proteccidn
no aumenté del 50% (Angulo y Lomonte, 2003).

Los estudios anteriormente citados fueron realizados con fucoidan natural,
comercialmente obtenido, que posee un peso molecular relativamente alto (135 kDa en
promedio). Su alto peso molecular podria ser un factor que limite su distribucién y difusion
en los tejidos (Angulo y Lomonte, 2003). Ante la importancia de tratar de disminuir el dafio
local causado por las miotoxinas PLA, de los venenos de serpientes en las personas
afectadas, probar la accién inhibitoria de fragmentos de fucoiddn de diferente peso
molecular, con una posible mayor distribucién en los tejidos, podria guiar la busqueda de
nuevas alternativas de tratamiento para disminuir las secuelas por necrosis muscular en las

mordeduras de serpientes.

El fucoiddn crudo ya ha sido hidrolizado en medio 4cido para reducir su
heterogeneidad en cuanto a peso molecular y viscosidad, y para probar las fracciones en
cuanto a su actividad anticoagulante (Colliec et al., 1994). Otras actividades atribuidas al
fucoidan son la de reducir la proliferacién de las células del misculo liso en ratas, e inhibir
algunos virus envueltos como Herpes Simplex, Citomegalovirus, Virus de la Estomatitis
Vesicular, Virus de la Inmunodeficiencia Humana, lo cual se atribuye a la inhibicion de la

adsorcion del virus a la célula huésped, entre otras (Deux et al., 2002; Baba et al., 1988).

El fucoidan tiene las ventajas de poseer bajo costo, es de facil obtencién y amplia
distribucién, y es estable quimicamente, lo cual permitiria su uso potencial en los
accidentes ofidicos, ya que se podria aplicar en el sitio de la mordedura de una manera lo
mas inmediata posible, para disminuir asi la necrosis muscular mientras se recibe la
atencion médica adecuada. En el presente trabajo se generd una fraccién de fucoidan de
bajo peso molecular mediante hidrolisis quimica, con el fin de probar comparativamente

sus propiedades neutralizantes sobre una miotoxina purificada y sobre el veneno crudo de

B. asper, mediante técnicas in vitro e in vivo.



El antiveneno polivalente convencional algunas veces es inefectivo en la
neutralizacion de la necrosis del tejido y hemorragias que ocurren en el envenenamiento
por B. asper, por lo tanto el suplemento de los antivenenos con factores como
antihemorraginas e inhibidores de las PLA; podrian aumentar el potencial de neutralizaciéon

durante la terapia del accidente ofidico (Lizano et al, 1997).
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Evaluar y comparar la capacidad de dos fragmentos de fucoidan en la neutralizacion

de la actividad miotoxica (in vivo) y citotdxica (in vitro) de la miotoxina II y el veneno de

Bothrops asper.

Objetivos especificos:

L.

Hidrolizar el fucoidan y separarlo en dos fracciones, de peso molecular alto y bajo.

Evaluar la capacidad de cada fracciéon del fucoidan en la neutralizacion de la

actividad citotoxica de la miotoxina II del veneno de B. asper, en cultivos celulares.

Evaluar la capacidad de cada fraccion del fucoiddan en la neutralizacion de la
actividad miotoxica de la miotoxina II in vivo, mediante experimentos con

preincubacidn.

Comparar la capacidad de cada fracciéon del fucoiddn en la inhibicion de la
miotoxicidad causada la miotoxina II im vivo, mediante la administracion

independiente por via intramuscular, in situ.

Comparar la capacidad de cada fraccion del fucoiddan en la inhibicion de la
miotoxicidad causada por la miotoxina II in vivo, mediante la administracién

independiente intravenosa.

Evaluar la capacidad de cada fraccion del fucoidan en la inhibicion de la actividad

miotoxica del veneno crudo de B. asper in vivo, mediante la administracion

independiente por via intramuscular, in situ.
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MATERIALES Y METODOS
1.  Obtencién de una fraccién de fucoid4n de alto peso molecular

El fucoidan sin digerir (Sigma-Aldrich, EUA) se separé por medio de filtracién en
gel, utilizando dos columnas de Sephadex G-100 acopladas en serie (22 x 2,5 ¢m cada una),
a una velocidad de flujo de 0.15 mL/min. El solvente utilizado fue PBS (NaCl 0.12M,
fosfato de sodio 0.04M, pH 7.2) y la elucién del fucoid4n se detect6 a 280 nm. Se recolect6
la fraccion correspondiente al primer pico de absorcion y se cambié su solvente a agua por
medio de ultrafiltracién con una membrana de 10 kDa de exclusion, para finalmente

liofilizarlo. Esta fraccion de fucoidan de alto peso molecular se denominé F(H).

2. Hidrélisis del fucoid4dn y obtencién de una fraccién de bajo peso molecular

Se realizé una hidrélisis del fucoidan con acido sulfurico 2 N a 60 °C por diferentes
tiempos (60 min, 3 hr, 6 hr y 24 hr), siguiendo el método descrito por Colliec et al. (1994).
Posteriormente a la digestion acida, se neutralizd el pH con NaOH. Los productos de la
digestion se separaron por medio de filtracion en gel, utilizando la misma columna y
condiciones descritas en la seccion anterior. Con base en los perfiles de elucién obtenidos
para cada tiempo de digestion acida, se selecciond el menor tiempo en el cual se obtuvo la
mayor hidroélisis, para procesar un nuevo lote de fucoidan. Luego de recolectar la fraccion
de bajo peso molecular, se cambié su solvente por agua mediante ultrafiltracién en una
membrana de 1 kDa, y se liofiliz6. Esta fraccion de fucoiddn de bajo peso molecular se

denominé F(L).
3. Estimacién del peso molecular de los fragmentos de fucoidan.

Se realizaron distintas corridas cromatogrificas en un HPLC Agilent 1100,
utilizando una columna Zorbax GF-250 (Agilent Technologies) de 4,6 X 250 mm, y PBS

pH 7,2 como fase movil. Para las muestras se utilizé un volumen de 20 pl, a un flujo de 0,8

ml/min. Cada corrida tuvo un tiempo de 6 minutos y el detector utilizé una longitud de
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onda de 280 nm.

Para la preparacién de la curva de calibracion se utilizaron cuatro marcadores de
peso molecular: ovoalbimina(43.000 Da), albumina sérica bovina(67.000 Da), catalasa
(232.000 Da) y tiroglobulina(669.000 Da). Estos marcadores se corrieron por duplicado y
posteriormente con los tiempos de retencion se construyo la curva de calibracion. Tanto al
fucoidan crudo, como a sus fragmentos, se les realizé la cromatografia bajo las mismas
condiciones que a los marcadores, para asi obtener una estimacion de su peso molecular a

partir de la curva de calibracion.

4. Evaluacion de las fracciones de fucoiddn en la neutralizacién de la miotoxina II

de B. asper en cultivos celulares.

Se utilizd cultivos celulares de la linea de mioblastos de raton C2C12 (ATCC CRL-
1772) en placas de 96 hoyos, para evaluar la neutralizaciéon de la actividad citotoxica de la
miotoxina II (Lomonte et al., 1999). Se incubd las fracciones de fucoidan F(H) y F(L) con
la toxina, en diferentes proporciones, por 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente,
se eliminé el medio de cultivo de las placas (DME con 15% v/v de suero fetal bovino) y se
transfirieron alicuotas de 100 pul de las mezclas de toxina y F(H) o F(L), respectivamente,
de forma tal que cada hoyo recibiera una dosis de reto de 20 pg de la toxina en DME al 1%
de suero fetal. Como controles se utilizo células inoculadas con toxina sola, F(H) o F(L)
solos, en DME 1%. Todas las pruebas se realizaron por duplicado. Los valores de 0 y 100%
de citotoxicidad se obtuvieron agregando a los cultivos medio solo, y medio con 0.1% v/v
de Triton X-100, respectivamente. Las células se incubaron por 3 hr a 37°C, en una
atmosfera hiimeda con 7% de CO, y posteriormente se tomo una alicuota del sobrenadante
para determinar la actividad de deshidrogenasa lictica por un método cinético a 340 nm
(LDH-UV kit, Wiener Laboratories).
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5. Evaluacién de las fracciones fucoiddn en la neutralizacién de la miotoxina II de

B. asper in vivo, mediante preincubacién

Se utilizaron ratones de la cepa CD-1 de 18-20 g de peso corporal, los cuales se
inocularon intramuscularmente en el gastronemio con 75 pg de miotoxina II de B. asper
sola o preincubada con cada fracciéon de fucoidan, en diferentes proporciones peso/peso,
por 30 min a temperatura ambiente. Se utilizaron 4 ratones por cada grupo. Un grupo
control se inyecté con 100 pl. de PBS solo. A las 2 hr de la inoculacién se tomaron
muestras de sangre de la cola de los ratones en capilares heparinizados y se determiné la
actividad de creatina kinasa en el plasma por medio de un ensayo cinético a 340 nm (CK-
NAC UV, Wiener). La actividad de esta enzima se expres6 como U/ml, en donde una
unidad corresponde a la fosforilacién de 1 nmol de creatina por minuto a 25°C. Los
experimentos de miotoxicidad en ratones cuentan con la aprobacion del Comité
Institucional para el Cuido y Utilizaciéon de Animales (CICUA) de la Universidad de Costa

Rica.

6. Evaluacién de las fracciones de fucoiddn en la neutralizacién de la miotoxina II

de B. asper in vivo, mediante administracién local independiente

Se utilizaron ratones CD-1 de 18-20 g de peso, los cuales se inocularon
intramuscularmente en el gastronemio con 75 pg (en 50 ul) de miotoxina Il de B. asper, e
inmediatamente después se inocularon también intramuscularmente en el mismo misculo
con 100 pg de la fraccién de fucoidan F(H), o con 300 pg de la fraccién F(L), en
volimenes de 50 pL. Se utilizaron 10 ratones por cada grupo. Como grupos control, se
inocularon ratones con dos inyecciones consecutivas de 50 pl. de PBS solo y otros con una
inyeccion de 50 pL (75 ug) de la miotoxina II seguida de 50 pL. de PBS. A las 2 hr de la
inoculacién se tomaron muestras de sangre para la determinacién de creatina kinasa, como

se describi6 en la seccion anterior.
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7. Evaluacion de las fracciones de fucoiddn en Ia neutralizacion de la miotoxina II

de B. asper in vivo, mediante administraciéon intravenosa independiente

Se utilizaron ratones CD-1 de 18-20 g de peso, los cuales se inocularon
intramuscularmente en el gastronemio con 75 pg (en 100 pl) de miotoxina II, e
inmediatamente después se inocularon por la via intravenosa, en la vena caudal, con 500 pg
de la fracciéon de fucoiddn F(H) o con 1500 pg de la fraccion F(L), en volimenes de 300
pL. Se inocularon 5 ratones por cada grupo. Como grupos control, se inocularon ratones
con dos inyecciones de PBS, una de 100 pl intramuscular y otra intravenosa de 300 pl, y
otros con una inyeccién intramuscular de 100 pL (75 pg) de miotoxina II, y ofra
intravenosa de 300 pL de PBS. A las 2 hr de la inoculacion se tomaron muestras de sangre

para la determinacion de creatina kinasa, como se describio anteriormente.

8. Evaluacién de las fracciones de fucoiddn en la neutralizaciéon de la actividad
miotéxica del veneno crudo de B. asper in vivo, mediante administracién local

independiente

Se utilizaron ratones CD-1 de 18-20 g de peso, los cuales se inocularon
intramuscularmente en el gastronemio con 50 pg del veneno crudo de B. asper, ¢
inmediatamente después se inocularon también intramuscularmente en el mismo musculo
con 100 pg de la fraccion de fucoidan F(H) o con 300 pg de la fraccion F(L), en volumenes
de 50 uL. Se utilizaron 10 ratones por cada grupo. Como grupos control, se inocularon
ratones con dos inyecciones consecutivas de 50 uL. de PBS, y otros con una inyeccion de
50 pL (50 pg) del veneno crudo de B. asper, y otra de 50 pL de PBS. A las 2 hr de la
inoculacion se tomaron muestras de sangre para la determinacion de creatina kinasa, como

se describig anteriormente.

9,  Andlisis estadisticos

Los analisis estadisticos de los resultados se realizaron por medio de la prueba ¢ de

Student, con un nivel de 95% de confianza.
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RESULTADOS

1. Obtencién de una fraccién de fucoidin de alto peso molecular, F(H)

Al fraccionar el fucoidan por medio de fa columna de filtracién en gel con Sephadex
G-100, se obtuvieron dos fracciones, como se muestra en la figura 1. Se recogié la fraccién
correspondiente al primer pico (volumen de exclusion), la cual corresponde a los

fragmentos de fucoidan de alto peso molecular, F(H).
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Figura 1: Filtracion en gel del fucoidan en columna de Sephadex G-100. La flecha sefiala
el pico correspondiente a los fragmentos de fucoidan de alto peso molecular, F(H).

2. Obtencién de una fraccién de fucoidin de bajo peso molecular, F(L)

Al tratar de hidrolizar el fucoidan a diferentes tiempos, se obtuvo un patrén muy
similar en la filtracién en gel en la columna Sephadex G-100, tanto para la muestra sin
hidrolizar (digestion: 0 minutos), como para las muestras digeridas por 60 min, 3 hry 6 hr
(Figura 2). En cambio, cuando la digestion se efectud por 24 hr, la hidrolisis se evidencié
por un cambio significativo en el patron cromatografico, observandose una disminucion
casi completa del pico correspondiente al alto peso molecular, y un desplazamiento del

segundo pico hacia la regién de menor peso molecular. La fraccion correspondiente a este
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pico se recolect6 para obtener los fragmentos de bajo peso molecular, F(L), como se indica

en la Figura 2.
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Figura 2: Filtracién en gel del fucoidan digerido por diferentes tiempos, en columna
Sephadex G-100. La flecha sefiala el pico correspondiente a los fragmentos de
fucoidan de bajo peso molecular, F(L).

3. Estimacién del peso molecular de los fragmentos de fucoidan

Al realizar la corrida cromatografica para los marcadores de peso molecular por

duplicado, se obtuvo una alta reproducibilidad entre ambas corridas. Al realizar la curva de



calibracién se obtuvo una correlacion de 0,975 (Figura 5).
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Figura 3: Cromatografias de los marcadores moleculares en HPLC, columna Zorbax GF-

250, con un monitoreo a 280 nm.
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Figura 6: Cromatogramas del fucoidan crudo y sus fragmentos, obtenidos en HPLC,

columna Zorbax GF-250, con un monitoreo a 280 nm,
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DISCUSION

En este estudio se compara la capacidad de dos fragmentos de fucoidan, uno de alto
peso molecular y otro de bajo peso molecular para neutralizar las actividades miotdxica y
citotoxica de la miotoxina II y del veneno crudo de B. asper. Inicialmente se realizé una
separacion de los componentes del fucoidan crudo para asi concentrar la fraccion de alto
peso molecular, ya que el material crudo representa una mezcla de fracciones de diferentes
pesos moleculares. Esto se realizé6 por medio de filtracion en gel en una columna de
Sephadex G-100, sin embargo al realizar la corrida cromatografica en HPLC, se pudo
observar como este fragmento no presenta la homogeneidad que parecia tener en los

cromatogramas de filtracién en gel.

Por medio de la cromatografia liquida de alta resolucion, se estimé el peso
molecular de este fragmento, presentando una fraccion con un peso molecular bastante
elevado (2 millones Da) y otra fraccién minoritaria de un peso molecular de 11.700 Da.
Debe notarse que la estimacién del peso molecular del pico correspondiente al F(H), en 2
millones Da, es una extrapolacion de la curva de calibracion, por lo que no necesariamente
es un valor exacto. Segun el fabricante de la columna cromatografica utilizada, la
determinacién del peso molecular de sustancias muy grandes, mayores al marcador de
tiroglobulina (669.000 Da), es inexacta por la pérdida de linealidad del sistema (Dicker,
2004).

Por otra parte, la fraccién de bajo peso molecular se podria deber al rompimiento
del fragmento durante su almacenamiento en congelacion, ya que esto implica que el
fragmento se someta a ciclos de congelacién-descongelacion durante el avance del estudio.
Una explicacion alternativa, también factible, seria que el paso de purificacion por
filtracion en gel que se utilizé para obtener el F(H), no haya eliminado por completo la
presencia de cadenas de fucoiddn de menor peso molecular que se traslapan entre los picos.

Aun asi, considerando que la preparacion F(H) contiene aproximadamente un 75% del

componente de 2 millones de Da, es razonable asumir que este alto peso molecular influy6
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de manera significativa en los resultados obtenidos en cuanto a la capacidad de este
fragmento de neutralizar las miotoxinas, en comparacién con el fragmento de bajo peso

molecular.

Para la obtencion del fragmento de bajo peso molecular se realiz6 una hidrolisis
dcida del fucoidan crudo y se obtuvo un fragmento bastante homogéneo con un peso
molecular estimado de 9.300 Da. La hidrolisis 4cida del fucoidan ya se ha realizado en
otros estudios, bajo otras condiciones y se demostré que las propiedades fisicas y quimicas
del extracto 4cido se conservaban con respecto al fucoidan original, a pesar de esto, la
actividad anticoagulante que present6 el extracto de la hidrélisis fue menor a la actividad
anticoagulante del fucoiddn original o crudo, ademas el fragmento presenté un mayor
contenido de fucosa y sulfatos y un menor contenido de 4cido urénico y proteinas que el
fucoiddn crudo (Colliec et al.,, 1994; Mabeau et al., 1990). Sin embargo en el presente
estudio, al modificar las condiciones de la hidrolisis, la conservacion en su totalidad de las

propiedades del fragmento en comparacion con el fucoidan crudo no se puede asegurar.

Con el avance en los estudios de los venenos de las serpientes y sus miotoxinas, se
han encontrado caracteristicas importantes que ayudan en la bisqueda de adecuados
inhibidores de dichas toxinas. Con respecto a las miotoxinas, se ha obtenido evidencia que
indica que la regién C-terminal de las variantes homologas de fosfolipasa A, Lys49,
presenta una combinacién de aminoacidos catidonicos e hidrofébicos, lo cual constituye un
determinante para su actividad miotoxica. Por lo tanto moléculas aniénicas como el
fucoidan y por consiguiente sus fragmentos tienen la capacidad de unirse a este sitio toxico

(Lomonte et al., 1994; Angulo-y Lomonte, 2003).

Al probar los fragmentos de fucoidan en cultivos celulares con el fin de conocer su
capacidad neutralizante de la miotoxina II de B. asper, se comprobd como al igual que el
fucoidan original, ambos fragmentos conservan la capacidad neutralizante. El fragmento de
alto peso molecular mostr6 una mayor capacidad neutralizante, lo cual se puede atribuir a
que este fragmento solo requirié una separacion cromatografica de entre los componentes

del fucoid4n original, mientras el fragmento de bajo peso molecular al pasar por el proceso
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de hidrolisis acida pudo sufrir modificaciones quimicas que afectaran sus cargas negativas
y por ende su capacidad neutralizante. Alternativamente, también es posible que el menor
peso molecular de las cadenas polisacaridas de la fraccion F(L) incida negativamente sobre
su avidez por las miotoxinas, al presentar un menor nimero de sitios de unién hacia estas,
en comparacion con las largas cadenas de la fraccion F(H), de las cuales se esperaria una

mayor multivalencia y avidez.

Tanto en los experimentos de neutralizacién in vitro como in vivo donde se
realizaron incubaciones previas del fucoidan con la miotoxina, se obtuvieron resultados
evidentes sobre la capacidad neutralizante de los fragmentos, lo cual indica que al entrar en
contacto la miotoxina con estos inhibidores, se da la unién y formacion de complejos que
disminuye la actividad de la miotoxina. Al probar la misma capacidad neutralizante por los
fragmentos in vivo pero sin la preincubacion, sino al administrar independientemente el
inhibidor via intramuscular, en ¢l mismo sitio de aplicacion de la toxina, el rendimiento de
la neutralizacion disminuy6 a pesar de utilizar una mayor cantidad de los inhibidores con
respecto a los experimentos de preincubacion. Esto es esperable, pues in vivo diferentes
moléculas pueden interferir con la uni6n inhibidor-miotoxina, ademas de que los
fragmentos pueden unirse a otras proteinas basicas del organismo, y el compartimento en el
cual se debe de dar la union inhibidor-miotoxina es mas amplio, dificultando el encuentro
de ambos y la formacion de los complejos. A pesar de esto, ambos fragmentos al ser
administrados intramuscularmente posterior a la inoculacién de la miotoxina, mostraron

una significativa capacidad de disminuir el dafio muscular.

El mecanismo de inhibicion del fucoidan contra las miotoxinas PLA; parece ser la
rapida formacion de complejos, probablemente mediante interacciones electrostaticas
multivalentes entre los sulfatos anidnicos del polisacarido y los numerosos residuos
catidnicos de las toxinas, las cuales tienen puntos isoeléctricos basicos (Angulo y Lomonte,
2003). Sin embargo, la capacidad de neutralizacion de la miotoxina por los fragmentos de
fucoidan no esta directamente relacionada solo con la cantidad de sulfatos anionicos en

cada fragmento, pues en estudios con otros inhibidores polisulfatados se ha visto como esta

relacion no se mantiene, ya que las uniones a la miotoxina II del condroitin sulfato y el



29

dermatan sulfato son mas débiles que la unién de la miotoxina a heparan sulfato, a pesar de
que este es menos sulfatado, lo cual indica que existen otras interacciones especificas

ademas de las mediadas por los sulfatos y sus cargas negativas (Lomonte et al., 1994).

La formacién de complejos reversibles entre el fucoidan y las miotoxinas se ha
evidenciado por ensayos de turbidimetria, donde la propiedad de dispersar la luz de las
mezclas fucoidan/miotoxina varia de acuerdo con las proporciones relativas de los dos
compuestos interactuantes (Angulo y Lomonte 2003). Esta capacidad de formacién de
complejos macromoleculares también se ha demostrado para otro inhibidor con
caracteristicas similares al fucoiddin como lo es la heparina. La heparina es un
glicosaminoglicano sulfatado compuesto por unidades de acido hexurénico (acido
glucurénico o 4acido idurdnico) y glucosamina, sus sustituyentes de sulfatos son
principalmente grupos N-sulfatos o O-sulfatos (Kjellén y Lindahl, 1991). Por medio de
turbidimetria se ha evidenciado la formacién de complejos entre la heparina y la miotoxina
II, lo cual se considera evidencia de una interaccion multivalente que involucra al menos
dos sitios de union de la heparina a la proteina. Como la miotoxina puede encontrarse como
un dimero, al menos se necesita un sitio de unién en cada monémero (Lomonte et al.,
1994). Es posible que entre los fragmentos de fucoidan y la miotoxina de la misma manera

ocurran interacciones multivalentes.

El MAb-3 es un anticuerpo monoclonal IgGl de ratén con la capacidad de
neutralizar la miotoxicidad y actividad citolitica de la miotoxina II. Sin embargo estudios
realizados con este anticuerpo junto con la heparina, han sugerido que ambos inhibidores
reconocen diferentes sitios en la toxina, lo cual indica que existen al menos dos
mecanismos moleculares para la neutralizacion de la citotoxicidad de la miotoxina IIL
(Lomonte et al., 1994). El mecanismo de inhibicion del fucoid4n o sus fragmentos se debe

relacionar con el de la heparina, por sus caracteristicas similares.

En estudios previos se estudiaron dos péptidos sintéticos, de la miotoxina Il de B.
asper; se seleccionaron las regiones 69-80 y 115-129 ya que ambas presentan un alto

contenido de residuos cargados positivamente. De estos, solamente el péptido 115-129
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mostr6 la capacidad de unirse a la heparina, sin embargo con una capacidad disminuida en
comparacion con la eficiencia de unién con la proteina completa. Ademas este péptido a
altas concentraciones tuvo la capacidad de reproducir la actividad citolitica de la miotoxina
II, capacidad que no presentan otros péptidos estudiados. Todo esto evidencia que el
péptido 115-129 es parte de sitio de union de la heparina a la miotoxina II, el cual a la vez
estd involucrado en la actividad de la toxina. Consecuentemente el mecanismo de
neutralizacién de la heparina puede ser explicado por su unién a una regioén catidénica de la

miotoxina II, la cual es critica para el mecanismo citolitico (Lomonte et al., 1994).

La estructura tridimensional de la miotoxina II muestra que los residuos 115-129
estan localizados en una region muy expuesta, después de la Gltima hélice alfa, denominada
hélice E. Esta region no es obstaculizada por la dimerizacion de la miotoxina (Ami et al.,
1995).

El hecho de que la miotoxina II pueda formar dimeros y que interactie
multivalentemente con la heparina puede implicar una alta avidez en la unién (Lomonte et
al. 1994). Esto podria explicar como las moléculas con estructura repetitiva de mayor peso
molecular pueden neutralizar mejor la miotoxina, en comparaciéon con las de bajo peso

molecular.

El posible sitio de union del fucoidan en las miotoxinas ha sido investigado usando
péptidos sintéticos cortos que representan la region encargada de dafiar la membrana de las
toxinas, es decir los residuos 115 a 129, los cuales representan la regién C-terminal. El
fucoidan inhibi6 la actividad citolitica de los tres péptidos en estudio (de tres miotoxinas
distintas), lo cual demuestra la capacidad del fucoidan de interactuar con la regién C-
terminal de las miotoxinas PLA,, al igual que la heparina. Ademas estos datos se
complementaron al realizar un ensayo competitivo usando anticuerpos contra el péptido
sintético de la miotoxina II de B. asper. La uniéon de estos anticuerpos a la toxina
inmovilizada fue reducida en presencia del fucoidan (Angulo y Lomonte, 2003)
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Al igualar las condiciones en cuanto a la cantidad de cada fragmento de fucoidan
necesario para la neutralizacién de la miotoxina mediante preincubacion, se podria esperar
que al comparar ambos fragmentos, el de menor peso molecular, al tener una mayor
posibilidad de desplazamiento y difusion in vivo, pudiera unirse mas eficientemente a 1la
miotoxina, en comparacién con el fragmento de alto peso molecular. Sin embargo en los
resultados obtenidos se observa como no existe una diferencia significativa entre ambos
fragmentos en cuanto a la capacidad de disminuir la miotoxicidad. En el ensayo
experimental puesto en practica, al inocular los inhibidores inmediatamente después de la
aplicacion de la miotoxina y en el mismo lugar, el factor de la capacidad de desplazamiento
de cada fragmento pudo no haber sido tan significativo, pues ambos fragmentos tienen la

capacidad de interactuar con la miotoxina al ser inoculados en el mismo lugar.

En estudios con otros inhibidores de las toxinas de serpientes, se ha visto como se
requiere una rapida aplicacion del inhibidor para neutralizar la accién del veneno. Sin
embargo a pesar de que estudios en ratones demuestran como es necesaria la inmediata
administracion del inhibidor, esto no puede ser extrapolado a los casos humanos. Se sugiere
que el curso de tiempo para el dafio del tejido local en humanos no es tan rapido como en
roedores, por lo cual se pueden obtener buenos resultados a pesar de que los inhibidores se

apliquen después de un corto periodo de tiempo (Rucavado et al. 2000).

Un experimento determinante en evaluar la capacidad de mejor desplazamiento de
los fragmentos pudo haber consistido en la administracion intravenosa de los fragmentos.
Sin embargo en este caso, ninguno de los dos fragmentos tuvo la capacidad de disminuir la
miotoxicidad, lo cual se puede atribuir a la unién de estos inhibidores a otras proteinas
presentes tanto en los componentes sanguineos como en los tejidos. También se puede
deber a razones farmacocinéticas, pues la inyeccidn intravenosa podria llevar a una dilucién
del fucoidan en un volumen de distribucién grande, por lo que su concentracion en el

musculo afectado seria mas baja.

En la busqueda de inhibidores para la aplicacion en caso de mordeduras de
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serpientes es importante que el inhibidor tenga la qapacidad de distribuirse por los tejidos
tanto tras la aplicacion intramuscular ya sea en el sitio de la mordedura de la serpiente o en
otras zonas anatomicas, como tras la aplicacion intravenosa, los cuales serian los métodos
mds adecuados para la aplicacion de un posible farmaco con la capacidad de disminuir el
dafio muscular ocasionado por las mordeduras de serpientes. Por lo tanto esta deficiencia de
los fragmentos de fucoidan de no poder disminuir el dafio causado por la miotoxina cuando
fueron aplicados por la via intravenosa, constituye una limitante para su utilizacion en estos

€asos.

En la evaluacion de la capacidad neutralizante por los fragmentos de fucoidan del
veneno crudo de B. asper, mientras que el fragmento de alto peso molecular tuvo la
capacidad de disminuir la miotoxicidad de manera significativa con respecto a los controles
que solo recibieron la miotoxina, el fragmento de bajo peso molecular no mostré dicha
capacidad neutralizante, representando este el inico experimento en el cual se observo una
diferencia significativa entre ambos fragmentos en cuanto a su capacidad neutralizante de la
miotoxicidad. Esto indica la interaccién del fragmento de alto peso molecular con otros
componentes del veneno distintos a la miotoxina II, los cuales a la vez no tuvieron la
capacidad de unirse con el fragmento de bajo peso molecular. Ademds la posible mayor
avidez que presenta la unién entre el fragmento de alto peso molecular y la miotoxina
gracias a las interacciones multivalentes entre ambos, las cuales se presentan en una
limitada cantidad cuando el fragmento es de menor tamaiio, permitiria que el fragmento de

alto peso molecular inhiba mas eficientemente el veneno total.

Este experimento refleja como el fragmento de alto peso molecular tanto por su
capacidad de neutralizar la miotoxina con una menor relaciéon fucoidan:miotoxina como por
su capacidad de neutralizar la miotoxina cuando se encuentra formando parte del veneno
total, el cual es el que en los casos reales se inocula, muestra una mas adecuada capacidad
neutralizante del dafio muscular causado durante las mordeduras de serpientes. Al ser este
fragmento una fraccién del fucoidan crudo, sin ningin proceso de hidrolisis, para estudios
posteriores, se podria utilizar el fucoidan crudo como inhibidor y no sus fragmentos tras

hidrolisis acida, o se pueden buscar otros métodos para hidrolizar el fucoidén sin someterlo
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a reacciones fuertes como la hidrélisis acida que pueda afectar su estructura quimica y por

ende su capacidad neutralizante de las miotoxinas de los venenos de serpientes.

Se ha observado que en los envenenamientos por serpientes, el veneno tiende a
formar depositos en el sitio de la mordedura, dados por la necrosis local y el dafio de los
vasos sanguineos. Estos depodsitos no pueden ser alcanzados por los anticuerpos del suero
antiofidico utilizado como tratamiento por lo que €l veneno puede difundir hacia el flujo
sanguineo causando dafio tisular de una manera mds tardia. Por este motivo la
administraci6n /n situ de inhibidores que difundan rapidamente puede inhibir efectivamente
el daflo ocasionado por estos depositos de veneno (Boyer et al., 1999; Rucavado et al,
2000).
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CONCLUSIONES

Tanto el fucoidan crudo como sus dos fragmentos estudiados de distintos pesos
moleculares son capaces de neutralizar la miotoxicidad causada por la miotoxina II
de B. asper. Dicha neutralizacién se atribuye a la interaccion de las cargas negativas

del inhibidor con las cargas positivas de la miotoxina.

El fragmento de alto peso molecular muestra una mayor capacidad neutralizante
intrinseca hacia la miotoxina II in vitro que el fragmento de bajo peso molecular, en
términos de relacion de masas. Esto podria estar relacionado con un posible mayor
numero de sitios de unién y por ende, una mayor multivalencia y avidez, de las

cadenas de fucoidin de mayor tamafio.

Ambos fragmentos de fucoidan estudiados presentan la misma capacidad de
neutralizacién de la miotoxina II de B. asper al administrarse in situ, cuando se
estandarizan las concentraciones necesarias de cada fragmento para obtener la

neutralizacion de la miotoxina mediante preincubacion.

La inhibiciéon de las miotoxinas de los venenos de serpientes depende de distintos
factores. De manera contraria a lo que tradicionalmente se ha considerado, la
disminucion del peso molecular de un inhibidor no necesariamente va a conllevar a
una mayor eficiencia en neutralizacién, dada por la mayor distribucion del mismo
por los tejidos. La capacidad inhibitoria va a depender de todos los factores
involucrados en la unién inhibidor-miotoxina y no solo de la difusibilidad del
inhibidor. Como se evidencia en el presente estudio, en el caso del fucoidan la
disminucion del peso molecular puede afectar la potencia neutralizante in vitro e in

Vivo.

El fragmento de bajo peso molecular obtenido por hidrolisis acida del fucoidan
crudo, al no mostrar capacidad de neutralizacién del veneno crudo de B. asper, no

es recomendable para su utilizacion como eventual tratamiento del accidente
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ofidico.

El posterior estudio del fucoiddn o sus fragmentos como tratamiento para el
accidente ofidico, debe contemplar su uso intramuscular, pues ninguno de los
fragmentos de fucoiddn muestra capacidad de disminuir el dafio local ocasionado

por la miotoxina cuando se administra por via intravenosa.

Dada la baja eficiencia de los antivenenos para combatir el dafio local ocasionado
por las mordeduras de serpientes, la implementacion terapéutica de un inhibidor de
las miotoxinas como el fucoidan o sus fragmentos, representa una posible opcién
complementaria para disminuir las secuelas locales causadas por estos

envenenamientos.
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