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RESUMEN

El sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA), se caracteriza histopatologicamente por
la acumulacion de fluido en el espacio alveolar, producto del aumento en la permeabilidad
vascular en el pulmoén. El veneno de la serpiente Pseudechis papuanus podria inducir este
sindrome, mediado por la accion de fosfolipasas A2 del veneno, a través de la generacion de
mediadores inflamatorios. En esta investigacion se caracterizd un modelo experimental de
patologia pulmonar, compatible con SDRA en raton, y se evalu6 el papel de las fosfolipasas
Az del veneno en la patogénesis de ese sindrome y como inductoras de procesos inflamatorios
que contribuyen al SDRA. Los resultados de este estudio sugieren que el efecto del veneno
de P. papuanus en pulmén probablemente sea de tipo multifactorial, con un papel central de
las PLA: del veneno. Las cuales podrian estar generando un efecto citotoxico directo sobre
las células del endotelio vascular y las células alveolares. Asimismo, la accién de las PLA2s
estaria generando una respuesta inflamatoria en el tejido pulmonar que, en el caso de la
sintesis de NO, estaria contribuyendo al fendbmeno patoldgico. Finalmente, la hemdlisis
intravascular inducida por las PLA2s del veneno contribuiria a un incremento en la
concentracion de hemoglobina plasmatica que también tendria un efecto citotoxico en el
tejido pulmonar. Se plantea que la accion conjunta de esos factores daria como resultado el
incremento en la permeabilidad y la lesion de la interfase alveolo-capilar con el desarrollo de

un edema pulmonar prominente y el efecto que el mismo tiene sobre la funcion pulmonar.

Palabras claves: Pseudechis papuanus, elapido, SDRA, PLA, NO, Hb.
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DAD: Dafo alveolar difuso.

DPPC: Dipalmitoilfosfatidilcolina.
ECA: Enzima convertidora de angiotensina.
EDHF: Factor hiperpolarizante derivado de endotelio.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético, agente quelante.
Emax: Contraccién o respuesta maxima.

eNOS: Oxido nitrico sintasa endotelial.

FiO2: Fraccion de oxigeno inspirado.

Gq: Proteina G que activa fosfolipasa C.

Hb: Hemoglobina.

HO-1: Hemooxigenasa-1.

Hp: Haptoglobina.

Hx: Hemopexina.

iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible.
LAAO: L-amino &cido oxidasa.
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PLA:: Fosfolipasas Az.
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PMGH: Hospital General de Puerto Moresby.

PNG: Papua Nueva Guinea.
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1. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

1.1 Envenenamiento Ofidico.

El envenenamiento ofidico es considerado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
como un problema de salud publica desatendida. La mayor cantidad de casos ocurren en
regiones tropicales y subtropicales, presentando alrededor de 5,4 millones de mordeduras de
serpiente cada afio, provocando muertes, amputaciones y otras discapacidades permanentes
(Gutiérrez et al., 2017; D. J. Williams et al., 2019). La poblacién mas afectada son mujeres,
nifios y trabajadores agricolas de zonas de escasos recursos de Africa, Asia, Latinoaméricay
algunas regiones de Oceania, principalmente (Gutiérrez et al., 2010; D. J. Williams et al.,
2019).

Al ser una enfermedad desatendida, ha tenido poca relevancia para las autoridades de salud,
empresas farmaceuticas o agencias de investigacion; sin embargo, al contrario de lo ocurrido
con otras enfermedades graves, existe un tratamiento eficaz contra los accidentes ofidicos,
donde las muertes y sus lesiones inmediatas se pueden prevenir, con la presencia de antidotos

especificos, seguros y eficaces, denominados antivenenos (Gutiérrez et al., 2014).

Dicho tratamiento se ha utilizado por méas de 120 afios, el cual consiste en la administracién
de inmunoglobulinas provenientes de animales como caballos u ovejas que han sido
inmunizados con venenos de serpientes. Los procesos de fabricacion no han cambiado
mucho, por lo que es importante mantener estandares en la produccién, especificaciones
minimas del producto, control de calidad y evaluaciones del antiveneno, antes de ser

distribuido y aplicado a las personas afectadas (D. J. Williams et al., 2019).

De tal manera, este recurso deberia estar accesible en todos los centros de salud, de las zonas
donde existen serpientes venenosas. No obstante, en muchos de estos paises no se cuenta con
estos antivenenos, por diversas razones. Dentro de las cuales se encuentra la falta de datos
fiables y estadisticos sobre los accidentes ofidicos, debido que no todos los accidentes son

reportados y no se conocen bien las especies de serpientes involucradas. En algunas culturas,



se prefieren tratamientos tradicionales para combatir el envenenamiento o al utilizar sueros
que no son eficientes, se deja de creer en la efectividad de dicho tratamiento. Tampoco se
puede omitir, que en zonas muy pobres los afectados no cuentan con el dinero para cubrir el
tratamiento, lo cual aumenta el riesgo de muerte y secuelas, favoreciendo asi la poca

produccion de antivenenos, poco acceso a ellos, y altos precios (Gutiérrez et al., 2009).

Por esta razén la OMS ha estado aunando esfuerzos para combatir esta enfermedad. En junio
del afio 2017 se incluy6 al envenenamiento por mordeduras de serpiente como una de las
enfermedades tropicales desatendidas mas prioritaria. Asi mismo, se conformé un grupo de
trabajo que generd una estrategia global para la prevencion y el control de esta enfermedad,
donde se espera disminuir un 50% las muertes por mordeduras, asi como las discapacidades
que este genera, de aqui al afio 2030 (D. J. Williams et al., 2019). Esto se basara en el
empoderamiento de las comunidades, que tengan una participacion mas activa; asegurarse
de una produccion de tratamientos eficaces y seguros, un reforzamiento de los sistemas de
salud de las zonas mas afectas, asi como fortalecer las alianzas entre instituciones y un

aumento de los recursos para este fin.

Sin dejar de lado un factor muy importante, la recuperacion de las personas posterior al
accidente ofidico es indispensable, ya que actualmente existe poco apoyo a estos
sobrevivientes, que sufren discapacidad residual. Es necesario, por tanto, programas de
rehabilitacién psicoldgica y fisica, que los reinserte a la sociedad y a una vida digna,
productiva y estable para ellos y sus familias (D. J. Williams et al., 2019).

1.2 Envenenamiento Ofidico en Papua Nueva Guinea (PNG).

Papla Nueva Guinea, es uno de los paises con mayor tasa de mordeduras de serpientes y se
estima que la mortalidad es de alrededor de 3,5 personas por cada 100 mil habitantes por afio
y como ya se ha mencionado, uno de los principales problemas es el uso de antivenenos
inadecuados, ademas que estos poseen un costo muy elevado (alrededor de $1 500 por vial),

volviéndolo inaccesible en muchos casos (McGain et al., 2004).



Estos tratamientos deben aplicarse en centros médicos, y en PNG es el Hospital General de
Puerto Moresby (PMGH), el hospital de referencia, de mayor tamafio, ademas de ser un
centro de ensefianza, ubicado en la capital del pais. En €l se registra la mayor cantidad de
personas envenenadas, en el cual cerca de un 60% de los pacientes son menores de 25 afios
(E. D. Williams et al., 2004).

Los accidentes mas graves ocurren en zonas rurales, en presencia de la época lluviosa, y en
las extremidades inferiores de las personas. Dentro de los sintomas mas frecuentes, se
observa el dolor abdominal, el dolor de cabeza, el vomito, sensibilidad en los ganglios
linfaticos, sangrado espontaneo, dolores musculares y neurotoxicidad, que en este caso se
puede observar como ptosis (caida del parpado), disfagia (dificultad para tragar) y disnea
(dificultad para respirar). La tasa de letalidad ha sido significativamente mayor en nifios que
en adultos, donde la principal causa de muerte han sido las dificultades respiratorias, como
el paro respiratorio, la neumonia o el sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA). Otras
causas presentes lo son: el paro cardiopulmonar, pacientes con problemas de coagulacion, lo
que genera casos de hemorragia, inclusive hemorragia intracraneal. La insuficiencia renal y
algunos casos de sepsis generalizada, también han sido evidentes en estos pacientes, segln
(Curry, 2006; McGain et al., 2004).

A pesar de existir estos datos epidemioldgicos de esta region, que incluye también a la
provincia indonesia de Papla y Australia. Se han aunado esfuerzos entre diversas
instituciones, para llevar a cabo proyectos de investigacion sobre la biologia de las serpientes,
estudio del veneno, epidemiologia, tratamientos, entre otros. Manteniendo asi, este enfoque
multidisciplinario, en el cual se da relevancia al mejoramiento del tratamiento, capacitacion
del personal médico, y muy importante, un cambio en la educacion pablica. Ya que existe un

abundante nimero de casos por envenenamientos ofidicos y mortalidad en este territorio.

Esto ocurre en parte, porque en general las serpientes son muy temidas, pero en estas zonas
se les confieren caracteristicas “divinas” (puede ser un antepasado o un demonio) o utilizarse
en brujeria, en el cual una mordedura solo puede sanarse pagando a Vada (un hechicero), o

al espiritu de la serpiente, para eliminar asi la maldicion. En otros casos, los curanderos de la



zona masajean el &rea lesionada, con corteza de una vid tropical, carne o leche de coco. Sin
embargo, como se explico anteriormente esta sintomatologia solamente puede ser tratada por

personal médico capacitado, y antivenenos eficaces (E. D. Williams et al., 2004).

Otra problemaética que existe es que los diferentes clanes pueden utilizar diferentes nombres
en sus lenguajes autdctonos, para describir la misma serpiente o en otros casos, utilizan un
solo nombre, para describir a diferentes especies. Tal es el caso de la Taipan de Papua
(Oxyuranus scutellatus canni), y la serpiente negra de Papla (Pseudechis papuanus), que en

el Golfo, ambas son conocidas como Moveave segun (Curry, 2006).

Igualmente, como se maneja en todo el mundo, se hace uso de su coloracién para
identificarlas. Por ejemplo, las serpientes de color negro se conocen como ‘“‘serpientes
negras” (blacksnake) sin embargo, uno de sus grupos taxondémicos lleva el nombre de
“serpiente marron real” (Pseudechis australis) y todas las serpientes de coloracion oscura o

negra, aun siendo no venenosas, son conocidas como serpientes negras.

Dentro de este grupo si existe una especie, que tanto por coloracion y por identidad cientifica,
es realmente una serpiente negra de Papua, la Pseudechis papuanus. Una especie altamente
venenosa, responsable del 5% de las mordeduras graves admitidas en el PMGH, pero es la
Taipan (Oxyuranus scutellatus canni), la responsable del 80% a 90% de las mordeduras en
PNG. Sin embargo, al no lograr distinguir entre las dos serpientes, los pacientes dejan pasar
el color rojo o naranja de la regién ventral de la Taipan. Por lo cual, la creencia popular le

atribuye a P. papuanus los accidentes ofidicos en esta region (Curry, 2006; Pla et al., 2017).



1.3 Familia Elapidae.

Las serpientes a las que se les atribuye estos accidentes ofidicos en PNG, pertenecen a la
familia elapidae. Los primeros fosiles de serpientes aparecen hace unos 50 a 60 millones de
afios, y en Australasia (donde se encuentra PNG), el primer elapido surge entre 23 y 43
millones de afios atras. PNG y Australia estaban conectadas por puentes terrestres, lo cual
favorecio el movimiento de especies, las cuales parecen haberse movido hacia el norte, desde
Australia hacia PNG (Curry, 2006).

Los eldpidos son serpientes altamente venenosas, conteniendo cerca de 300 especies
clasificadas en 62 géneros, y entre sus miembros mas reconocidos se encuentran las mambas,
las cobras, las corales y las serpientes marinas (Slowinski et al., 1997). Los géneros de
elapidos de mayor importancia médica, al generar cuantiosos accidentes ofidicos; pueden
provocar discapacidades, e inclusive la muerte. Segin la (OMS, 2010) estos géneros son los
siguientes: En Africa y Oriente medio el género Naja y Dendroaspis; en Asia y Australasia
se encuentran los géneros Bungarus, Acanthophis, Notechis, Oxyuranus, Pseudechis y
Pseudonaja. Asimismo, en América se considera el género Micrurus como especies de bajo
impacto médico, asi como las serpientes marinas, aunque se conoce que algunos de sus

venenos son muy potentes y pueden causar enfermedad o muerte.

En general los eldpidos se encuentra en zonas tropicales y subtropicales. Son oviparos, sin
embargo, las especies australianas la gran mayoria son ovoviviparas. Normalmente se
alimentan de mamiferos y anfibios, aunque especies de gran tamafio son ofi6fagas, es decir,
se alimentan de otras serpientes. En las zonas australianas y PNG no hay presencia de viboras
(Familia Viperidae), existen varias especies de colubridos, pero al no existir mamiferos
carnivoros, los elapidos se encuentran en la posicion méas alta de los depredadores.
Conquistando asi, todos los nichos disponibles y cumpliendo un papel primordial, en el
equilibrio bioldgico. Al controlar algunas especies de roedores, que en algunos casos se

convierten en plagas agricolas segun (Hoser, 2012; E. D. Williams et al., 2004).



Las serpientes son animales solitarios, y los eldpidos no suelen interactuar, excepto en la
época reproductiva. En PNG esto ocurre a finales de invierno y durante la primavera, en los
meses de junio a octubre. Sin embargo, en las zonas maés frias de Australia, estas pueden
formar agregaciones locales, para resguardarse del clima, utilizando las madrigueras de
conejos, pilas de escombros, entre otros. Estas especies pueden ser diurnas, nocturnas, o
ambas, aunque puede influir mucho la disponibilidad de alimento. De la misma manera, sus
patrones de comportamiento, van un poco ligados a los patrones estacionales, y aunque la
mayoria del tiempo es un clima tropical, durante los meses de mayor precipitacion, aumenta
la actividad reptiliana (entre los meses de noviembre y abril), (Lalloo et al., 1994; E. D.
Williams et al., 2004).

Estas especies, se caracterizan por poseer una coloracion variada, con anillos o manchas, y
es caracteristico de algunos de ellos la habilidad de erguirse sobre sus costillas, para intimidar
a su presa, por tanto, tienen un comportamiento bastante activo. En general poseen tronco y
cola espigados, cabezas con placas grandes, una pupila redonda (parecidos a los coltbridos).
Con su dentadura caracteristica proteroglifa, con un canal casi cerrado y dientes pequefios y
fijos. Deben morder a la presa, para inyectar su veneno de accion neurotoxica, siendo esta
muy fuerte. Las cobras escupidoras tienen sus dientes modificados, para poder expulsar el

veneno a gran distancia (E. D. Williams et al., 2004).

1.4 Caracteristicas del Veneno de la familia Elapidae.

Las serpientes venenosas poseen glandulas salivales modificadas, donde producen el veneno.
El veneno esta compuesto por proteinas, péptidos, sales, carbohidratos y lipidos (Curry,
2006). Existen importantes variaciones en la composicion de los venenos, tanto entre familias

como entre géneros e incluso entre especies.

Los venenos de la familia Elapidae presentan predominantemente toxinas de la familia de
tres dedos, que incluyen neurotoxinas, citotoxinas y toxinas de la familia de las fosfolipasas
Az. Ademas de otros componentes menores como metaloproteinasas y serinoproteinasas
(Gutiérrez et al., 2017).



Las especies que utilizan estas mezclas complejas de proteinas lo hacen para inmovilizar a
sus presas, para alimentacion, proteccion, adaptacion y supervivencia. Los componentes del
veneno de las serpientes de PNG incluyen: neurotoxinas, dirigidas contra el sistema nervioso,
ya sea de forma presinaptica o postsindptica. También poseen hemotoxinas, que afectan la
coagulacion normal y la hemostasia, en estas encontramos: las procoagulantes,
anticoagulantes, toxinas que afectan la funcion plaquetaria. Y otro grupo son las miotoxinas:

enzimas que provocan la degeneracion del musculo esquelético segun (Curry, 2006).

1.5 Pseudechis papuanus.

El género Pseudechis (perteneciente a la familia Elapidae) estad conformado por un grupo de
serpientes conocidas como serpientes negras, altamente venenosas (Maddock et al., 2017);
se alimentan de lagartijas, ranas, pajaros, algunos mamiferos pequefios e inclusive de otras
serpientes. Estas se encuentran distribuidas en habitats muy variados que comprende desde
zonas aridas a regiones pantanosas en todos los estados de Australia (excepto Tasmania), asi

como en Papua Nueva Guinea (PNG) y Papua de Indonesia (Ramasamy et al., 2005).

El género comprendia 6 especies, de las cuales 5 son endémicas de Australia (P. australis,
P. butleri, P. colletti, P. guttatus y P. porphyriacus) y la sexta (P. papuanus) que se ubica
mayormente al sur de PNG. En los Gltimos afios se han identificado 3 especies més incluidas
dentro de este género, que serian: P. pailsei, P. rossignolii y P. weigeli (Maddock et al., 2017;
Weinstein et al., 2018).

El sindrome de envenenamiento producido por estos elapidos varia segun la especie, aungque
en la mayoria de los casos la especie responsable no logra ser identificada correctamente.
Los signos y sintomas generados por estas serpientes se pueden categorizar de la siguiente
manera. Locales, los que ocurren en el area de la mordedura, como marca de colmillos, dolor,
inflamacion, moretones y sangrado. Posteriormente, los regionales, ubicados en la
extremidad lesionada; presenta inflamacion, dolor y agrandamiento de ganglios linfaticos

regionales, moretones, sensibilidad muscular y, por ultimo, los signos sistémicos:



coagulopatias y otros efectos hematoldgicos, neurotoxicidad, cardiotoxicidad, miotoxicidad
generalizada y efectos renales ya sean directos o secundarios (Curry, 2006).

Estos venenos presentan fosfolipasas A> (PLA2), neurotoxinas pre y post sinapticas,
inhibidores plaquetarios, miotoxinas, factores pro y anti-coagulantes, antibacteriales,
hemorréagicos, y componentes con actividad necrotizante segiin (Ramasamy et al., 2005).

La serpiente negra de Papua (Papuan black snake) o Pseudechis papuanus, mide alrededor
de 2 metros de largo, posee una coloracion negro brillante a mate en la region dorsal y un
tono grisaceo en la region ventral. Se encuentra distribuida al sur de Papia Nueva Guineay
sus islas adyacentes. Habita bosques monzonicos, de zonas pantanosas, pone huevos; y es
una especie diurna, pero puede presentar actividad al amanecer o anochecer cuando hace
calor. Su veneno es fuertemente neurotoxico y hemotodxico
(https://mtg.gm.qld.gov.au/Find+out+about/Animals+of+Queensland/Reptiles/Snakes/Com

mon+and+dangerous+species/Papuan+Black+Snake# XmHRrghKjlV).

Se ha demostrado que el veneno de P. papuanus es rico en PLA, con actividades
neurotoxicas, anticoagulantes, potentes inhibidoras de plaquetas, procoagulantes,
hemorragicas y miotoxicas. Se han logrado caracterizar pocos componentes, como lo es la a-
neurotoxina (6,7 kDa), llamada papuantoxina-1. Con una especificidad para los receptores
nicotinicos de acetilcolina (Pla et al., 2017). Este mismo grupo menciona que un analisis
protedmico confirmé que aproximadamente 90% de las toxinas del veneno son PLA>, con
otros grupos de toxinas (SVMPs, LAAO, toxinas de tres dedos y CRISPs) representando el

10% restante.

Este veneno, administrado por via intravenosa en ratones (30 pg de veneno), resulta en un
extenso edema y hemorragia pulmonar, con hemdlisis y mioglobinuria exacerbadas. El
analisis histologico confirmé el edema pulmonar, la congestién del parénquima pulmonar y
hemorragia en el pulmén. Estos efectos fueron atenuados después de la inhibicién de la
actividad PLA: del veneno. Dichas observaciones patoldgicas son compatibles con un

sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA o ARDS por sus siglas en inglés); sugiriendo


https://mtq.qm.qld.gov.au/Find+out+about/Animals+of+Queensland/Reptiles/Snakes/Common+and+dangerous+species/Papuan+Black+Snake#.XmHRrqhKjIV
https://mtq.qm.qld.gov.au/Find+out+about/Animals+of+Queensland/Reptiles/Snakes/Common+and+dangerous+species/Papuan+Black+Snake#.XmHRrqhKjIV

que esto podria alterar de modo significativo la mecénica pulmonar del animal. Al inyectar
el veneno por via subcuténea, este cuadro se ve en menor medida, y los ratones mueren
debido a un cuadro clasico de neurotoxicidad por bloqueo muscular, con paralisis manifiesta
de las extremidades. Lo que no se ve por via intravenosa, donde aparentemente mueren por
problemas cardiovasculares y/o respiratorios, no asociados a la neurotoxicidad (Pla et al.,
2017).

La actividad de la PLA> es central en la letalidad, ya que, al inhibirla, no solo la letalidad,
sino que la hemdlisis intravascular, la anticoagulacion y las alteraciones pulmonares se
inhibieron en gran medida. Igualmente es posible que la actividad de la PLA> de este veneno
sea mayor, al compararlo con otras especies del género Pseudechis (Kamiguti et al., 1994;
Plaetal., 2017).

1.6 Efectos pulmonares del envenenamiento ofidico.

En general, los efectos del envenenamiento ofidico pueden ser clasificados como locales o
sistémicos, los cuales varian dependiendo del tipo de veneno del cual se trate. Los efectos
locales, son caracteristicos de envenenamientos por especies de la familia Viperidae, y
algunas especies de Elapidae. Consisten en dolor, edema, inflamacion, hemorragia y necrosis
(Gutiérrez et al., 2009; C. Teixeira et al., 2009). Por otro lado, los efectos sistémicos, en el
caso de vipéridos, consisten en alteraciones hemodinamicas (principalmente hipotension),

coagulopatias, hemorragia sistémica, choque cardiovascular e insuficiencia renal aguda.

Por el contrario, los efectos sistémicos inducidos por venenos de eldpidos, son
predominantemente: neurotoxicidad, que puede conducir a paralisis respiratoria y, en algunos
casos, miotoxicidad sistémica y coagulopatia. Algunos venenos de vipéridos pueden causar
alteraciones neuroldgicas, producto del sangrado en el sistema nervioso central (del Brutto &
del Brutto, 2012; Mosquera, 2003). Un efecto muy estudiado es el bloqueo que ocurre en la
neurotransmision periférica, el cual es mediado por neurotoxinas pre y post-sinapticas. Estas
se observan principalmente en los envenenamientos por elapidos, incluyendo: las cobras o

Naja (Africa, Asia), mambas o Dendroaspis (Africa), corales o Micrurus (América) y
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diversos géneros (Acanthophis, Oxyuranus, Pseudechis, Pseudonaja, entre otros) de
Australasia (principalmente Australia y Paplda Nueva Guinea) (Ranawaka et al., 2013).

Dentro de las manifestaciones sistémicas, la accion del veneno y sus toxinas sobre el sistema
pulmonar, han sido menos estudiadas, cuando lo comparamos con los efectos hemostaticos,
hemodindmicos y renales. Se ha descrito que varios venenos causan lesiones pulmonares
(edema/inflamacion, trombos y/o hemorragia), cuando son administradas sistémicamente en
animales de experimentacion (Aznaurian & Amiryan, 2006; BUrigo et al., 1996; Dias, Rodrigues,
Inoue, et al., 2016; Pla et al., 2017). También a nivel clinico, se ha descrito hemorragia y edema
pulmonar como consecuencia de envenenamientos ofidicos (Amaral et al., 1991). Asimismo,
el edema (Caiaffa et al., 1994), la trombosis y la hemorragia pulmonar (Benvenuti et al.,
2003; Palangasinghe et al., 2015), son reconocidos como otros efectos relevantes en
humanos, donde la hemorragia aguda puede llevar a la muerte en pocos minutos,

especialmente cuando el veneno es inyectado por la via intravenosa (Benvenuti et al., 2003).

Clinicamente, el edema pulmonar ha sido considerado un efecto indirecto (secundario) de los
venenos (Amaral et al., 1991). Frecuentemente como consecuencia de la insuficiencia renal
aguda, cardiotoxicidad y/o disfuncién cardiaca (Agarwal et al., 2007; Pillai et al., 2012) y
disfuncion neuronal (Gupta et al., 2012), asi como una posible consecuencia de inflamacién
sistémica en estos envenenamientos. Entre tanto, estudios experimentales muestran que los
venenos y toxinas también ejercen una accion edematogénica directa en el pulmén (C.
Teixeira et al., 2009). Investigaciones en animales, indican que las alteraciones pulmonares
mas comunmente observadas en los analisis histoldgicos incluyen: congestion, edema,
petequias 0 hemorragia, asi como infiltracion de células inflamatorias, principalmente
linfocitos (S. A. Ali etal., 2000; Dias, Rodrigues, Inoue, et al., 2016; Dias, Rodrigues, Rennd,
et al., 2016; Silva et al., 2012).
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1.6.1 Mecanismos involucrados en las alteraciones pulmonares, asociadas al

envenenamiento ofidico.

La mayoria de los efectos pulmonares del envenenamiento ofidico en vipéridos ha sido
atribuida a la accion de las metaloproteinasas (SVMPs) (Escalante et al., 2011; Gutiérrez et
al., 2005)), fosfolipasas A> (PLA2) (Gutiérrez & Ownby, 2003) y en menor medida a las
serinoproteinasas (SVSPs) del veneno (Serrano, 2013; Serrano & Maroun, 2005). Las L-
aminoéacido oxidasas (Wei et al., 2007) también pueden contribuir. A pesar de que los efectos
pulmonares macroscopicos e histologicos son relativamente bien conocidos, los mecanismos
por los cuales los venenos y toxinas producen estas alteraciones contintan siendo poco

estudiados.

En el caso de las SVMPs, su accion involucra la degradacion de proteinas de la matriz
extracelular, particularmente de las membranas basales de la microvasculatura, lo que resulta
en hemorragia (Escalante et al., 2011; Gutiérrez et al., 2005; Gutiérrez & Rucavado, 2000). Asi
como la liberacion de mediadores pro-inflamatorios, como el TNF-a y citocinas que pueden

contribuir a la formacion de edema e inflamacion (Moura-da-Silva et al., 1996).

Entre los principales 6rganos internos, el pulmon parece especialmente sensible a la accion
de SVMPs, ya que frecuentemente se observa hemorragia y lesién pulmonar, sin la presencia
de dafos correspondientes en otros tejidos (Escalante et al., 2003; Rodrigues et al., 2001).
Mas alla de eso, la accion de las SVMPs puede ser empeorada por la trombocitopenia y
disfuncion en la agregacion plaquetaria. La inhibicion de las actividades de las SVMPs con
inhibidores como EDTA (que quela metales) o Batimastat (inhibidor peptidomimético con
un grupo quelante hidroxamato) contrarresta buena parte de la lesién pulmonar, causada por

algunos venenos de vipéridos (Rucavado et al., 2004).

Las PLAss de venenos ofidicos son conocidas por sus actividades edematogénicas e
inflamatorias (S. A. Ali et al., 2000), y algunas también son hemorragicas (Francis et al.,
1997), pudiendo causar lesiones pulmonares severas (Uma & Veerabasappa Gowda, 2000). En

diversas investigaciones, se ha observado un aumento de varias vias intracelulares, asociadas
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a lainflamacion y formacion de edema, como consecuencia de la accion de PLA>, tales como:
produccion de citocinas, prostaglandinas, o6xido nitrico, estrés oxidativo, asi como la
migracion de ceélulas inflamatorias y reduccion de la expresion de proteinas como
acuaporinas y Na*/K*-ATPasas, estando esta disminucion relacionada con la retencion de
agua y formacién de edema pulmonar (Cher et al., 2003). Igualmente, este grupo evidencio
que la administracion de veneno de Naja sputatrix, por via intravenosa e intratraqueal
provoca infiltrado y edema pulmonar, sin ver una afectacion en bronquios, vasculatura

pulmonar, epitelio alveolar o de la membrana.

Mas alla de los efectos pro-inflamatorios, algunos estudios mostraron que ciertos venenos y
toxinas ofidicas también poseen actividad anti-inflamatoria (Cui et al., 2014) en tejido

pulmonar.

1.6.1 Parametros mecanicos del pulmén envenenado.

Por otro lado, un pulmén sano, para tener un buen funcionamiento es primordial mantener
las vias aéreas limpias, y regular el movimiento del liquido entre los diversos
compartimentos, como lo son: el espacio vascular, el intersticial y espacios aéreos.
Considerando el extenso edema y hemorragia pulmonares que pueden ser ocasionados por
venenos y toxinas, es de esperarse que estas alteraciones resulten en cambios en las
propiedades mecénicas del pulmon. Asimismo, a pesar de los diversos estudios mostrando
los efectos edematogénicos, inflamatorios y hemorragicos de los venenos ofidicos, muy poco
se ha investigado de la influencia de estas alteraciones en los pardmetros mecanicos

pulmonares.

(Silveira et al., 2004) mostraron que la administracién por via intravenosa de veneno de
Bothrops jararaca (el cual es bastante proteolitico y hemorragico), aument6 la elasticidad
dindmica y la elasticidad estatica del pulmon de ratones, asi como un correspondiente
aumento en la presion viscoelastica. Los autores asociaron las alteraciones en parte a cambios
histo-morfoldgicos (edema pulmonar, hemorragia, entre otros,) y a la infiltracion de células

inflamatorias en las primeras 24 h despues del envenenamiento.
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En otras investigaciones, por ejemplo, utilizando el veneno de algunas especies del género
Crotalus, se observa un aumento de la resistencia y elasticidad de los tejidos pulmonares,
con una caida en la compliancia y en la capacidad inspiratoria, segun (Nonaka et al., 2008;
Oliveira Neto et al., 2017). De modo general, estos estudios indican que los venenos pueden
influenciar los pardmetros mecéanicos y funcionales del pulmon. Sin embargo, las toxinas y

los mecanismos involucrados adn precisan ser aclarados.

1.7 El sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA).

El sindrome de distrés o dificultad respiratoria aguda (SDRA) es una afeccion pulmonar en
donde existe una salida de liquido o extravasacion desde los vasos sanguineos del pulmén
hacia los alveolos. Esto interfiere con la eficiente distribucion de oxigeno al resto del cuerpo,
asi como la eliminacién de didxido de carbono de los pulmones, generando hipoxemia, y en

muchos casos lleva a la muerte (De Luis Cabezon et al., 2014).

Este sindrome fue descrito por primera vez en 1967 por Ashbaugh y colaboradores y en afios
posteriores se han realizado diversas conferencias, para evaluar y delimitar las caracteristicas
de dicho sindrome, unificando criterios, y mejoras en los tratamientos utilizados para
contrarrestar sus efectos, disminuyendo asi la morbilidad de los pacientes criticos (Manteiga
Riestra E et al., 2006).

La patogénesis de este sindrome se ha clasificado como: pulmonar (donde hay un efecto
directo en las células pulmonares) o extrapulmonar (con un efecto indirecto, en 6rganos
distales, lo que conduce a una respuesta inflamatoria sistémica). A pesar de la lesion causada
al pulmén, ya sea por vias aéreas o circulacion, el resultado final siempre es el mismo, un
dafo alveolar difuso, esto por una lesion en la membrana alveolo-capilar. Por tanto, cualquier
inflamacion local (como una neumonia) o sistémica (como una pancreatitis, sepsis,
aspiracion, reaccion transfusional y trauma) pueden provocar alteraciones criticas de la
funcién pulmonar, tales como: una lesion extensa en celulas epiteliales y endoteliales, la
formacion de membranas hialinas y un incremento en la cantidad de neutréfilos. Asimismo,

en la lesién extrapulmonar, existe una liberacion de mediadores inflamatorios que entran al
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torrente sanguineo, cuyo principal blanco son las células endoteliales, generando una
congestion en la microvasculatura, activacion de células endoteliales y un aumento en la
permeabilidad vascular y edema intersticial (Gongalves-De-Albuquerque et al., 2015;
Guérin, 2017).

Los criterios actualizados sobre este sindrome en el 2012, en Berlin, son basados
principalmente en resultados clinicos, los cuales requieren la presencia de hipoxemia de
inicio agudo, una relacién entre la presion parcial de oxigeno arterial (PaO2) en mmHg y la
fraccion de oxigeno inspirado (FiO2) de menos de 300, infiltrados bilaterales en la radiografia
de térax y una falta de evidencia de insuficiencia cardiaca o sobrecarga de liquidos. Sin
embargo, en el desarrollo de SDRA asociado con un trauma, estos factores son menos
aplicables, debido a la enorme heterogeneidad de lesiones que presentan los pacientes; no
obstante, se contintan buscando nuevos indicadores asociados con esta patologia (Xu & Song,
2017).

De esta manera, el SDRA proviene de una lesidn alveolar que estimula una cascada de
inflamacién, donde se activan macrofagos alveolares los cuales secretan diversos
intermediarios inflamatorios tales como interleucinas 1, 6, 8 y 10, asi como el factor de
necrosis tumoral a (TNF-a). Por medio de quimiotaxis hay una activacion de neutréfilos, que
atraviesan el endotelio capilar y logran llegar al alvéolo. La accién de estas células inmunes,
provocan adelgazamiento del epitelio alveolar, por apoptosis de los neumocitos tipo I y Il
que recubren al alveolo, debido a la accién de mediadores como los son proteasas,
leucotrienos, factor activador plaquetario, entre otros. Como consecuencia a ese dafio en el
endotelio capilar, se produce un aumento de su permeabilidad, dejando el paso libre a
proteinas al espacio intersticial, disminuyendo asi el gradiente oncoético que permite la
reabsorcion de fluidos. Esto posiblemente genera una saturacion de los vasos linfaticos y por

ende se da un paso de liquido hacia el alveolo (Xu & Song, 2017).
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1.7.1 SDRA inducido por venenos.

Este sindrome, caracteristico por la acumulacion de fluido hialino en los alveolos pulmonares
se ha evidenciado, en varios ensayos, al utilizar venenos de diversas especies de animales.
Por ejemplo, en la caracterizacion bioquimica y toxicologica del veneno de P. papuanus, se
observd que este veneno al ser inyectado por via intravenosa induce una extravasacion
masiva de fluido en el tejido pulmonar, lo que se evidencio histolégicamente por la presencia
de un exudado proteinico en los espacios aéreos (Pla et al., 2017). Esta observacion permite
concluir que el envenenamiento experimental con veneno de P. papuanus puede constituir

un interesante modelo experimental de SDRA.

El pez venenoso Scorpaena plumieri proveniente de una costa brasilefia, causa lesiones
graves en humanos al secretar veneno por medio de sus espinas. Los efectos pulmonares se
identificaron 35 min después del envenenamiento, verificado el edema por radiografias segin
(Boletini-Santos et al., 2008). Este mismo veneno, en 1959 segin Weiner, registré un
aumento de la permeabilidad vascular al ser inyectado por via intravenosa en diversos
animales; principalmente en ratones se desarrollé un edema pulmonar agudo. Asimismo, se
observaron eritrocitos alrededor del tejido bronquial, leucocitos en el intersticio, con
constriccion en la via aérea, la presencia de veneno disperso en el compartimento pulmonar,

asi como células epiteliales.

Otro envenenamiento grave, es el generado por escorpiones, los cuales producen alteraciones
neuroldgicas, cardiogénicas y respiratorias. En estas ultimas se pueden encontrar disnea,

cianosis, edema pulmonar e insuficiencia respiratoria segun (Akella et al., 2015).

Franca et al., (1994) reportaron varios casos de personas picadas por abejas africanizadas
(Apis mellifera scutellata) en Sao Pablo, Brasil, las cuales presentaron un cuadro clinico que
incluia: hemolisis intravascular, dificultad respiratoria con SDRA, disfuncion hepatica,

rabdomiolisis (con mioglobinamia y mioglobinuria), hipertension y dafio miocéardico.
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Como se ha mencionado, el SDRA puede inducirse en animales de experimentacion u
observarse en algunos pacientes, sin embargo, para el veneno de P. papuanus no se
evidencian pacientes con esta patologia. Un estudio realizado con pacientes del (PMGH)
desde 1991 hasta el 2001, se evidencio que, de 722 ingresos de pacientes mordidos por
serpientes, el 82,5% debieron ser conectados a ventilacion mecénica. No obstante, no se sabe
cuéntos de esos pacientes corresponde a mordeduras por Pseudechis papuanus, y tampoco
se tienen estudios sobre la caracterizacion de los mecanismos por los cuales se generan estas
alteraciones pulmonares o si la necesidad de esta ventilacion mecanica es debido al desarrollo
de un cuadro de SDRA (McGain et al., 2004).
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2. JUSTIFICACION

El veneno de la serpiente Pseudechis papuanus, a pesar de causar graves envenenamientos
en humanos en la region de Australasia, ha sido poco estudiado en comparacion con otras
especies de la zona. Los signos clinicos generados en los pacientes son variados, sin embargo,
uno muy interesante y poco estudiado, son las lesiones pulmonares, que llegan a

comprometer la funcion mecénica normal de los pulmones.

En observaciones anteriores, se ha descrito un cuadro histopatoldgico en animales de
experimentacion tratados con este veneno, compatible con el Sindrome de Distrés
Respiratorio Agudo (SDRA), en el cual es caracteristico la formacion de un edema pulmonar,

al aumentar la permeabilidad vascular.

Es por esta razon, que seria relevante comprender como sucede dicho evento, cuales
mecanismos estan involucrados y generar modelos experimentales de SDRA, que favorezcan
su entendimiento y posible tratamiento, debido que este sindrome se presenta muy a menudo

en la clinica, asi como por la accion de diversas toxinas de venenos.

Por otra parte, el efecto pulmonar de este veneno podria convertirse en un modelo de SDRA
que sirva para estudiar aspectos de la fisiopatologia de este cuadro y ensayar terapias

experimentales para reducir su impacto.
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3. HIPOTESIS

El veneno de la serpiente Pseudechis papuanus induce una lesion pulmonar aguda
compatible con SDRA, mediado por la accién de fosfolipasas A2 del veneno, a traves de la

generacion de mediadores inflamatorios.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General.

Caracterizar un modelo experimental de lesion pulmonar aguda inducido por el veneno de
Pseudechis papuanus en raton y evaluar el papel de las fosfolipasas Az del veneno en la
patogénesis de ese sindrome como inductoras de procesos inflamatorios que contribuyan al
SDRA.

4.2 Objetivos Especificos.

1. Caracterizar las alteraciones histoldgicas y mecéanicas inducidas en pulmén por el

veneno de Pseudechis papuanus en un modelo murino.

2. Evaluar el papel de las fosfolipasas A2 del veneno en la lesion pulmonar aguda inducida

por el veneno de Pseudechis papuanus.

3. Evaluar el rol de diversos mediadores inflamatorios en el edema pulmonar inducido por
el veneno de Pseudechis papuanus, utilizando inhibidores de diferentes vias

inflamatorias.
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5. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo cont6 con financiamiento por parte de la Vicerrectoria de Investigacion, por el
Proyecto No. 741-B4-524.

5.1 Animales de Experimentacion.

Para los experimentos de la mecéanica pulmonar, reactividad traqueal y bronquial,
cuantificacion de células inflamatorias en lavado broncoalveolar, actividad de la ECA
pulmonar y determinacién de oOxido nitrico exhalado, que se realizaron en Brasil. Se
utilizaron ratones de la cepa Balb/c, con un rango de peso entre 20 a 21 g, los cuales fueron
obtenidos del Bioterio Central de la Facultad de Medicina de la Universidad de Sao Pablo
(FMUSP) y del Centro Multidisciplinario de Investigacion Biologica (CEMIB/UNICAMP).
Los protocolos experimentales fueron aprobados por los Comités de Etica en el Uso de
Animales de la Facultad de Medicina de la Universidad de Sao Pablo y de la UNICAMP.
Asimismo, los experimentos fueron realizados conforme las directrices éticas generadas para
uso de animales, establecidas por la Sociedad Brasilefia de Ciencia de Animales de
Laboratorio (SBCAL) y por la legislacion federal (Ley no. 11.794, del 8 de octubre del 2008),
en conjunto con las directrices para experimentacion animal establecidas por el Consejo

Nacional de Control de Experimentacion Animal (CONCEA).

Por otra parte, para los experimentos de histologia, cuantificacion de proteina y hemoglobina
en lavado broncoalveolar y la inhibicién de mediadores inflamatorios, que se realizaron en
Costa Rica. Se utilizaron ratones de la cepa CD-1, con un rango de peso entre 18 a 20 g,
provenientes del Bioterio del Instituto Clodomiro Picado. La metodologia utilizada sé
presento ante el Comité Institucional para el Cuido de Animales de la Universidad de Costa
Rica (C.I1.C.U.A), y fue aprobado con el nimero de acta CICUA-035-2021.
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5.2 Veneno de Serpiente.

El veneno de la serpiente Pseudechis papuanus fue donado por el Dr. David Williams, de la
Universidad de Melbourne. Se obtuvo de 3 especimenes adultos, recolectados en la Provincia
Central de Papla Nueva Guinea; se preparé un pool de los venenos. Se almacen6 a -20° C y
luego se liofiliz6 y coloco en viales de vidrio tapados y almacenados a -80° C.

5.3 Analisis Histologico.

Se utilizaron grupos de 3 ratones CD-1 de 18-20 g, a los cuales se les inyectaron diferentes
dosis de veneno de P. papuanus (15, 20, 25, 30 y 35 pg), disueltos en solucion salina estéril
al 0.9 % (SSE). Se utilizé como control negativo SSE. El veneno y la SSE fueron inyectados
por via intravenosa en la vena caudal. Una hora luego de inyectar el veneno, los ratones
fueron sometidos a eutanasia con una dosis de Isofluorano al 4% por via inhalatoria. Se
realizd una exanguinacion, por medio del corte de la aorta abdominal, y posteriormente, se
realizd un corte en la regidn toracica, para extraer el tejido pulmonar. Se lavé con SSE para
retirar el exceso de sangre, se colocé en una solucion de formalina al 3% en agua (utilizada
como fijador) y se realizé el procesamiento de rutina para analisis histologico. Los tejidos
fueron incluidos en parafina y se prepararon cortes de 4 pum de grosor, los cuales se colocaron

en portaobjetos para ser luego tefiidos con Hematoxilina- Eosina.

5.4 Actividad Fosfolipasa A2 (PLA2) del veneno.

El método fue desarrollado por Holzer & Mackessy (1996) y adaptado para microplaca de
96 pozos, segun el método descrito por Beghini et al., (1999), utilizando el acido 4-nitro-3-
(octanoiloxi) benzoico (NOBA), como el sustrato sintético para la enzima. Se prepar0 un
buffer de ensayo que contiene Tris HCI (10 mM), CaCl, (10 mM), NaCl (100 mM), pH 8.
Para el sustrato se utilizaron 2 mg del sustrato NOBA, disueltos en 2 mL de acetonitrilo. Se
prepararon dos soluciones, un blanco y una con la muestra, ambas llevaron 200 pL de la
buffer de ensayo, 20 pL del sustrato, al blanco se le agregaron 20 pL de agua desionizada y

a la muestra se le agregaron 20 pL de veneno de P. papuanus en una concentracion de 1
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mg/mL en agua desionizada. Se coloco por triplicado en una placa de 96 pozos, se incubd
por 30 min a 37 °C y posteriormente se realizé una lectura a 425 nm en un lector de placas
de multicanal (Spectramax 340). Asimismo se midié la inhibicion de la actividad PLA: del
veneno, al incubarlo con una concentracion de 500 UM de varespladib a 37 °C durante 1
hora. Igualmente se colocé por triplicado y se midi6 su absorbancia de la misma manera.
Para calcular la actividad enzimatica (AE), se utilizé el factor de correccion (FC)=12,9. AE=
Abs 425 x FC, expresado en nmol/min/mg. Posteriormente se expres6 como porcentaje de

actividad fosfolipasa A..

5.5 Efecto del veneno de P.pauanus en los parametros de la mecanica pulmonar.

5.5.1 Preparacion de los animales.

Para estos experimentos los ratones fueron distribuidos en tres grupos: (a) control o tratados
con 100 uL de SSE por i.v. (n= 3); (b) tratados con veneno 35 pg/ 100 pL SSE por i.v. (n=
5); (c) tratados con veneno previamente incubado con el inhibidor varespladib (0,5 mM),
durante 1 h a 37 °C, la mezcla se administr6 por i.v. (h=5). Luego de transcurridos 30
minutos, los animales fueron anestesiados con cuanti50 mg/kg via intraperitoneal, para ser
traqueostomizados con una canula (calibre 20). Esta fue introducida en la traquea y fijada
con hilo de algoddn. Posteriormente, los animales se conectaron a un ventilador mecanico
para animales pequefios (FlexiVent, Scireq, Montreal, Canadd) y se ventilaron con un
volumen corriente de 10 mL/kg, frecuencia respiratoria de 120 ciclos/min y curva de flujo
inspiratorio sinusoidal. La dosis de Tiopental utilizada fue suficiente para eliminar el esfuerzo
respiratorio natural (endégeno) de los animales. Los datos para el célculo de la mecéanica
oscilatoria se obtuvieron cuando no hubo mas movimiento respiratorio del animal. Para esto
se utilizo una sefial que produce oscilaciones de flujo de aire con diferentes frecuencias (0.25
a 19.625) durante 16 segundos, manteniendo la valvula espiratoria cerrada. Se generaron los
valores de presion y se calcul6 la impedancia de la via aérea (presion/flujo) en funcion de las

diferentes frecuencias producidas.
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5.5.2 Medicion de los parametros de la mecénica respiratoria.

Los pardmetros mecanicos que se evaluaron fueron: la resistencia (Rrs) y elastancia del
sistema respiratorio (Ers), resistencia (Gtis) y la elastancia del tejido (Htis) y la resistencia
de las vias aéreas (Raw). Los parametros de la mecénica oscilatoria se determinaron usando
la ecuacion (Hantos et al., 1992; Lourenco et al., 2014; Leiria et al., 2015). En este modelo
Z (f) es la impedancia de la via aérea en funcién de la frecuencia, i es la unidad imaginaria (-

1'%), f es la frecuencia, law es la inercia de la via aéreay oo = (2 / ) * arctan (Htis / Gtis).

[Gtis-iHtis]

Z(f) = Raw + i(2zf)law + o

5.6 Efecto del veneno sobre la reactividad traqueal y bronquial.

5.6.1 Remocion y montaje de los tejidos.

Se trabajé con una n= 4, los animales fueron sometidos a eutanasia por inhalacion lenta de
CO: con posterior exanguinacion a través de la arteria aorta abdominal. La traquea y
bronquios fueron removidos y colocados en una solucién nutritiva de Krebs-Henseleit (mM):
NaCl 118, KCI 4.7, CaCl; 2.4, MgS04 1.2, KH2PO4 1.2, NaHCOs3 25 y CgH1206 11. Después
de retirar todo el tejido conectivo localizado alrededor de la traquea y los bronquios, estos
fueron cortados en anillos de 2mm aproximadamente (de cada raton se obtuvieron 3 anillos)
y se colocaron en el midgrafo (un anillo en cada cubeta), con 5mL de la solucion de Krebs-
Henseleit, aireado continuamente con una mezcla carbogénica (O2/CO; - 95% / 5%) a 37 °C
y pH entre 7,3 a 7,5. Los registros de la tension se trabajaron en miliNewtons (mN),
utilizando un programa de datos PowerLab 4/30 (version 7.3.7 AD Instruments, Australia).
La solucion nutritiva de Krebs-Henseleit se cambid cada 15 minutos, durante el periodo de
estabilizacion que fue de 1 hora, y los tejidos se mantuvieron con una tensién basal de 5 mN
para la trdquea y 1 mN para el bronquio. La viabilidad del tejido fue confirmada utilizando
una solucién rica en Cloruro de Potasio (KCI, 80 mM), posteriormente se lavaron todas las

cubetas, para iniciar con el ensayo y volver a la tension basal.
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5.6.2 Evaluacion de la reactividad traqueal y bronquial.

Para esta evaluacion, se trabajo con curvas acumulativas de dosis respuesta. Primeramente
se realiz6 una medicion pre-veneno, donde el tejido fue expuesto a diversas concentraciones
de Carbacol (CCh, agonista colinérgico) que fueron de 0,001 - 10 uM. Este funcioné como
control positivo. Posteriormente se lavaron las cubetas en su totalidad y se llenaron con
solucion Krebs-Henseleit nuevamente. Luego, a cada cubeta se le colocé una concentracion
diferente del veneno de P. papuanus, 10, 30 y 100 pg/mL, este se dejo actuar durante 10
minutos y nuevamente, se adicionaron las diversas concentraciones de CCh, para tomar los
registros de respuestas de contractibilidad del tejido. Los pardmetros evaluados en estos
experimentos fueron la contraccion maxima (respuesta o efecto E) obtenida en la curva
(Emax) y la concentracién de agonista que produce el 50% de la respuesta maxima de

preparacion (CE50 es una indicacion de potencia agonista).

5.7 Anadlisis del Lavado Broncoalveolar (LBA).

5.7.1 Obtencién de LBA en ratones tratados con veneno.

Se evaluo el efecto de diferentes dosis de veneno y tiempos en la cantidad y tipos de células
inflamatorias presentes en el LBA. La dosis sub-letal de 15 [1g se evalu6 a las 3 h después
de administrado el tratamiento. Igualmente, dosis mayores de 30 [1g y 35 [1g de veneno, se
evaluaron alrededor de 45 min a 1 h después. Para estos 3 grupos se trabajé con una n= 8.
Cada tratamiento conté con un grupo control, al cual se le inyectd SSE por i.v. (n=6). Para
realizar el LBA, los ratones fueron eutanasiados con Isofluorano al 2% por via inhalatoria y
se procedid a hacer una exanguinacion de la aorta abdominal. Seguidamente la traquea fue
expuesta, se canuld con un catéter (18G x %4”), utilizando hilo de algodon para sujetarlo.
Posteriormente se realizaron 3 lavados broncoalveolares, con 500 [l de SSE. Todas las
muestras de LBA de un mismo animal se recolectaron en un mismo recipiente, obteniendo
un volumen final aproximado de 1.5 mL de LBA por raton. Seguidamente, este LBA se

centrifugo a 4 °C, a 2000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se recogio y se almaceno a -
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80 °C, el pellet se resuspendié en 200 ul de SSE y posteriormente se utiliz6 para realizar un
conteo total de células.

5.7.2 Determinacién de células inflamatorias.

Primeramente, se realizé un conteo total de células en camara de Neubauer. Tomando 20 pl
de la suspension obtenida del LBA. Se contaron las células de los 4 cuadrantes de la cdmara
y la suma de este conteo, fue corregido por el volumen de SSE en el cual fue resuspendido
el pellet (0.2 mL). El resultado fue multiplicado por 10° células/mL. Posteriormente, para el
conteo diferencial de células, se tomaron 100 pul de la suspension celular, se centrifugaron
(Centrifuga Cytospin a 450 rpm, 10 min). Luego se obtuvieron laminas y se tifieron con el
reactivo rapido DiffQuick. Se contaron 100 células por lamina y el recuento se realizd por
triplicado, en campos aleatoriamente seleccionados y siguiendo los criterios hemocitolégicos
para diferenciacion de eosindfilos, linfocitos, macrofagos y neutrofilos. Los datos se

expresaron como numero de leucocitos x 10%/LBA.

5.7.3 Cuantificacion de Proteina y Hemoglobina.

El LBA de ratones inyectados con SSE, veneno (35 pg), veneno mas varespladib y los
inhibidores de vias inflamatorias, se utilizaron para medir concentracién media de proteina
(ug/uL) y concentracién media de hemoblogina (ug/uL). EI LBA se realiz6 de la misma
manera que se describi6 para la determinacion de células inflamatorias y se trabajé con el
sobrenadante obtenido luego de la centrifugacion. Para la determinacion de la concentracién
de proteina se utilizo el Kit de &cido bicinconinico (BCA, Sigma Aldrich BCA1-1KT), segln
las indicaciones del fabricante. Las muestras se diluyeron en SSE con un factor de dilucion
de (FD) 4 y se incubaron a 37 °C por 30 min con el reactivo comercial, en una placa de 96
pozos. Se utilizd un estandar de albumina de suero bovino (BSA, por sus siglas en inglés),
con una concentracién de 2 mg/mL a partir del cual se preparé una curva de calibracién
(2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5 pg/mL de BSA). Tanto las muestras como los estandares
de proteina, se realizaron por triplicado Se determind la absorbancia de las muestras a 562

nm. Para la determinacion de la concentracion de la hemoglobina, se utilizé el método de la
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cianometahemoglobina (HIiCN), con el Diluente Drabkin modificado por Van Kampen y
Zijlstra (VKZ) (Séenz, 2005). Se utiliz6 un patrén conocido de hemoglobina (83.6 + 0.5
mg/dL) a partir del cual se realizaron diversas diluciones (62.7, 41.8, 20.9, 10.4, 0 mg/dL)
de hemoglobina utilizando el diluente VKZ. Tanto las muestras como el patron de
hemoglobina se realizaron por triplicado en placa de 96 pozos, con FD 10 y una lectura de
absorbancia a 540 nm.

5.8 Actividad de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) en tejido pulmonar.

La actividad de la ECA se determind segln lo descrito por Hurst & Lovell-Smith (1981),
utilizando Hipuril-Histidil-Leucina (HHL, Sigma Aldrich H-1635) como sustrato. Este
ensayo evaluo la actividad de la ECA en el tejido pulmonar de ratones que fueron tratados
con veneneno de P. papuanus, con diversas concentraciones y tiempos (15 pg a 3 horas y 30
y 35 pg a 1 hora). Un grupo de ratones se inyectd con solucién salina estéril como control.
Los tejidos se obtuvireron a partir de los animales utilizados en los experimentos para analisis
de LBA (seccion 5.7).

5.8.1 Preparacion de homogenizados de tejido pulmonar.

Se extrajeron los pulmones, se lavaron con SSE para eliminar la sangre, se congelaron en
nitrogeno liquido, para posteriormente almacenarse a -80°C hasta su procesamiento. Se
utilizé un homogeneizador Polytron, a 4 °C, utilizando buffer de Borato de Sodio, pH 7.4;
en una proporcion de 15 mL/g de pulmén. Los homogenizados se centrifugaron (3.000 g, 30
min, 4 °C). Los sobrenadantes se recogieron e incubaron en el refrigerador durante una noche
en presencia de Triton X-100 al 0.05 %. A la mafiana siguiente, las muestras se centrifugaron
(10.000 g, 5 min, 4 °C) y el sobrenadante se utilizo para hacer la medicion de la actividad de
ECA. De realizarse posteriormente, se almacend nuevamente a -80 °C hasta el momento de

medir la actividad.



27

5.8.2 Andlisis de las muestras.

Se tomaron 20 pl del homogenizado de pulmon de los 4 grupos de tratamientos (SSE, 15, 30,
35 ng) y se realizé por duplicado. Se agregaron 60 ul de buffer de Borato pHS, se incubo a
37° C por 5 min. Luego se le agregaron 20 pl de solucion de sustrato y se incub6 37° C por
1 h. Transcurrido este tiempo, se adicionaron 600 pl de Hepes (para interrumpir la reaccion),
luego se agregaron 300 ul del cromodgeno y se incubo a temperatura ambiente por 10 min.
Posteriormente se midio la absorbancia a 382 nm contra agua destilada. Se realizé una curva
patrén del acido hiptrico (en concentraciones entre 0 y 1200 uM). Las actividades de ECA
se obtuvieron comparando la cantidad de &cido hipurico generado por el tiempo de

incubacion y el contenido de proteinas, expresados como nmol / min / mg prot.

5.9 Inhibidores de vias inflamatorias.

Se trabajé con 5 tipos de inhibidores de vias de inflamacién. Se inyectaron 100uL de cada
inhibidor, por via intraperitoneal (i.p.) 30 min antes de realizar la inyeccion del veneno P.
papuanus (35 pg/ 100 pL en SSE), por via intravenosa (i.v.). En el caso de los anticuerpos
anti-neutrdfilo, estos se administraron a los ratones por la via i.p. 24 horas previas a la
inyeccion del veneno. Ademas, se evalud el efecto de la inhibicion de las PLA, por
varespladib. Para ello, se trabajé con los siguientes grupos: (a) control veneno: ratones
inyectados con veneno preincubado con solucién salina 30 minutos a temperatura ambiente;
(b) ratones inyectados con veneno previamente incubado con Varespladib (0,5 mM) 30
minutos a temperatura ambiente, y (c) ratones inyectados con solucion salina. Luego de la

incubacion, los ratones recibieron una inyeccion de 100 pL de estas mezclas por la via i.v.
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Los inhibidores empleados y las dosis utilizadas fueron los siguientes:

1. L-NAME (Inhibidor de NOS, 6xido nitrico sintasa): Se utilizé una dosis de 50 mg/kg
de peso (n=6).

2. Indometacina (Inhibidor de COX): Se utilizé una dosis de 10 mg/kg de peso. Se

disolvié en bicarbonato de sodio al 5% (n=15).

3. HOE-140 (Inhibidor del Receptor de Bradicinina): Se utiliz6 una dosis de 150
nmol/kg de peso. Se disolvio el reactivo en agua desionizada y posteriormente se

diluy6 en SSE para la inoculacion (n= 3).

4. Pentoxifilina (Inhibidor de TNF-a): Se utiliz6 una dosis de 3.5 mg/kg de peso. Se
disolvid en SSE (n=4).

5. Anticuerpo monoclonal anti-neutréfilo (Para deplecién de los neutréfilos

circulantes): Se utilizé una dosis de 1 mg/125 pL SSE. (n=5).
6. Varespladib (Inhibidor de PLA>): Se utilizé una concentracion de 0.5 mM (n=5).

7. Control de veneno: Se utilizé una dosis de 35ug/ 100 pL (n= 15).

8. Control de SSE: Se administraron 100 pL/ raton (n=5).

Treinta minutos posteriores a la inyeccion del veneno se procedié a realizar el LBA como se
explico anteriormente y se realizo la determinacion de proteina y hemoglobina en el LBA.
Las muestras que no se trabajaron inmediatamente, se guardaron a -80 °C para su posterior

determinacion.
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5.10 Determinacion de la concentracion de Oxido Nitrico (NO) exhalado.

ElI NO es un marcador de inflamacion por estrés oxidativo, por lo que, durante la ventilacion
mecanica, se recogio el gas exhalado, en la porcion espiratoria del ventilador, a través de un
globo impermeable al 6xido nitrico (Mylar Bag, Sievers, Instruments Inc., Boulder, CO, EE.
UU.). Esto se realiz6 10 minutos después de finalizada la toma de datos en el respirador. Una
vez finalizado el periodo de recoleccion, los globos se sellaron para su posterior analisis. El
NO se medié por quimioluminiscencia usando un analizador de respuesta rapida (280 NOA
- Nitric Oxide Analyzer - Sievers Instruments Inc.). La concentracién promedio de NO se
registrd en partes por billon (ppb), como un indice de concentracion de NO en el aire

exhalado.

5.11 Anadlisis estadistico.

Los resultados de las pruebas actividad PLA2, mecanica pulmonar, LBA y ECA, fueron
analizados mediante una prueba t; mientras que las pruebas para trdquea, bronquio,
concentracion de proteinas, Hb y NO, fueron evaluadas mediante un anélisis de varianza
(ANOVA). En los casos correspondientes, pruebas post-hoc (Tukey-Kramer, Dunnett, de dos
colas) fueron empleadas. Se consideraron como diferencias significativas valores de p< 0,05.

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando software IBM® SPSS Statistics version 25.
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6. RESULTADOS.

6.1 Analisis Histoldgico.

Ratones inyectados con la dosis de 15 pg, 20 pg, y 25 pg no desarrollaron un cuadro de
edema pulmonar evidente a los 60 min, por ello se decidi6 trabajar con dosis superiores. Al
inyectar ratones con una dosis de 35pg de veneno de P. papuanus por via i.v., se observé que
los ratones morian alrededor de los 30 minutos, con una fuerte congestion del parénquima
pulmonar observada macroscopicamente. La diseccion de los pulmones permitié observar un
incremento en el volumen de los pulmones y una tonalidad rojo oscuro, en comparacion con
los ratones control inyectados con SSE, los cuales presentaron una tonalidad rosa normal
(Figura 1).

Figura 1. Fotografia de pulmones de ratones sanos (A), inyectados con SSE y sacrificados a los 30
min, los cuales presentaron una coloracion normal rosa. En la imagen (B) se observan pulmones de
raton inyectados por via i.v. con 35 ug de veneno de P. papuanus. Se observa un claro aumento de

volumen y una intensa coloracion rojiza.

Posteriormente, se efectud un analisis histologico del tejido pulmonar 30 minutos luego de
la inyeccion de SSE o veneno (dosis de 15 pg y 35 pg). Al realizar el analisis histolégico del
grupo control, el cual solamente fue inyectado con SSE, se observé que los pulmones
presentaron una histomorfologia normal caracteristica del tejido pulmonar, incluyendo los
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espacios alveolares (Figura 2A). Para el segundo grupo, tratados con 15ug de veneno, no se
evidencio dafo tisular evidente, con la excepcion de un escaso infiltrado celular. (Figura
2B). En contraste, el tejido pulmonar de ratones inyectados con la dosis de 35 ug de veneno
mostrd una congestion intensa en el parénquima pulmonar; con una intensa acumulacion de
un material hialino en los espacios alveolares (Figura 2C), lo cual revelé un pronunciado

edema pulmonar.

Figura 2. Micrografias de luz de tejido pulmonar de raton 30 minutos después de la administracion
i.v. de (A) SSE, (B) veneno de P. papuanus (15 pg) y (C) veneno de P. papuanus (35 pug). Los
asteriscos (*) evidencian la formacion de edema y contenido hialino en los espacios alveolares.

Tincién Hematoxilina-Eosina. 20x. La escala representa 50 um.
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6.2 Determinacion de la Actividad Fosfolipasa (PLA2) del veneno y su inhibicion con
varespladib.

El veneno de P. papuanus posee una alta concentracion de PLA>, correspondiendo al 90%
del total de proteinas (Pla et al., 2017). Por ello se evaluo el papel de las PLA? en el cuadro
patoldgico descrito, para lo cual se determiné el efecto inhibidor del varespladib sobre la
actividad enzimatica de PLA> del veneno. Al pre-incubar veneno (35ug) con una dosis de
0.5mM de varespladib, un inhibidor especifico para esta enzima, se observé una inhibicion

casi total de dicha actividad enzimatica (Figura 3).
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*k%

P. papuanus (35ug) Varespladib (0,5mM)

Figura 3. Inhibicién de la actividad PLA; del veneno de P. papuanus, por el inhibidor varespladib
(0.5mM). Las columnas representan el promedio + DE, (n=3). Diferencia estadisticamente

significativa *** p<0.001 comparada con el veneno solo.

6.2 Efecto del veneno de P.pauanus en los parametros de la mecanica pulmonar.

El veneno de P. papuanus (35ug i.v.) induce un aumento significativo en todos los
parametros evaluados en la mecanica pulmonar, como lo son la resistencia y elastancia del
sistema pulmonar, de las vias aéreas y del tejido pulmonar. Dichos efectos fueron inhibidos
al pre-incubar el veneno con el inhibidor Varespladib (0.5mM), mostrando valores similares

al control (Figura 4).
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Figura 4. Efecto del veneno P. papuanus (35ug i.v.) y del veneno preincubado con varespladib (0.5

mM) sobre: (A) Resistencia del sistema respiratorio (Rrs). (B) Elastancia del sistema respiratorio

(Ers). (C) Resistencia de las vias aéreas (Raw). (D) Resistencia del tejido pulmonar (Gtis) y (E)

Elastancia del tejido pulmonar (Htis). Las columnas representan el promedio + DE (n = 4 controles,

n= 6 veneno y n= 4 veneno + inhibidor de PLA,).

Diferencias estadisticamente significativas
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*p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001 comparado con control (salina) y ##p<0,01 e ###p<0,001

comparado con veneno.

6.3 Evaluacion de la reactividad traqueal y bronquial.

Al analizar la respuesta de estos tejidos respiratorios incubados con diferentes
concentraciones del veneno de P. papuanus, se observd que, con algunas dosis hubo
diferencia significativa con respecto al control sin veneno (Figura 5A y 5B). Sin embargo,

no se observd una tendencia clara que sugiera un efecto consistente del veneno en estos

parametros.
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Figura 5. Curvas de concentracion-respuesta del efecto del veneno sobre la contraccién de (A) anillos
de traquea y (B) anillos de bronquios de ratones sanos. En ausencia y presencia de veneno (10, 30 y
100 pg/ml). Los puntos representan el promedio + DE, n= 4 control, n= 5 veneno. Diferencias
estadisticamente significativas *p<0,05 y **p<0,01 en comparacion con los valores correspondientes

de la curva Pre o control.

6.4 Analisis del Lavado Broncoalveolar (LBA).

6.4.1 Determinacion de células inflamatorias.

Al analizar el efecto del veneno en la migracion de células inflamatorias dentro del espacio
alveolar, se observo que el veneno no modifico el perfil celular en el LBA, en comparacion
con el control inyectado con SSE, excepto en la concentracion de neutréfilos a las 3 h con
una dosis subletal de 15 pg/raton (Figura 6). En las dosis de 30 y 35 pg/raton, evaluado 1 h
después, no hubo diferencias significativas entre las células inflamatorias y el control

(Figura 7 y 8 respectivamente).
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Figura 6. Perfil de células inflamatorias en LBA de ratones inyectados con veneno de P. papuanus

(15ug/raton i.v.). La medicion fue realizada 3 horas después de la administracién del veneno. El

conteo total se realiz6 con cdmara de Neubauer y posteriormente la tincion diferencial. No hay

diferencias significativas entre la accién del veneno y el control, a excepcion de los valores de

neutrofilos. Las columnas representan el promedio £ DE, n= 4 control, n= 6 veneno. Diferencia

estadisticamente significativa *p< 0,05.
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Figura 7. Perfil de células inflamatorias en LBA de ratones inyectados con veneno de P. papuanus

(30 pg/ratén i.v.). La medicion fue realizada 1 hora después de la administracion del veneno. El

conteo total se realizd con camara de Neubauer y posteriormente la tincion diferencial. No hay

diferencias estadisticamente significativas entre el veneno y el control. Las columnas representan el

promedio £ DE, n=4 control, n= 6 veneno.
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Figura 8. Perfil de células inflamatorias en LBA de ratones inyectados con veneno de P. papuanus
(35ug/raténi.v.). La medicion fue realizada 1 hora después de la administracion del veneno. El conteo
total se realizd con camara de Neubauer y posteriormente la tincion diferencial. No hay diferencias
estadisticamente significativas entre el veneno y el control. Las columnas representan el promedio +
DE, n= 4 control, n= 6 veneno.

6.4.2 Cuantificacion de Proteina y Hemoglobina.

Con respecto a la concentracion media de la proteina y la hemoglobina en el LBA, se observo
un incremento significativo de las mismas, producto de la accion del veneno. Este efecto fue
reducido significativamente cuando el veneno se preincubd con varespladib, indicando que

las PLA: del veneno juegan un papel muy importante en el efecto (Figura 9).
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Figura 9. Concentracién media de proteina y hemoglobina, presentes en el LBA de ratones tratados
con veneno de P. papuanus (35 pg/raton, i.v.) evaluado 30 min después de la inyeccion de veneno.

Se observa que el veneno si incrementa la concentracion de ambos parametros significativamente.
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Efecto que se ve anulado, al usar el varespladib. Las columnas representan el promedio £ DE, n=5
control, n= 15 veneno, n=>5 veneno + inhibidor de PLA2. * Diferencia estadisticamente significativa

(p<0.05) cuando se compara con el grupo que recibi6 solo veneno.

6.5 Actividad de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) en tejido pulmonar.

En la evaluacion de la actividad de la ECA pulmonar en ratones envenenados, hubo una
reduccidn significativa en esta actividad con las dosis de 30 y 35 pg/ratdn, no asi con la dosis
subletal medida a las 3 horas (Figura 10).
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Figura 10. Actividad de ECA en tejido pulmonar de ratones inyectados con veneno de P. papuanus.
La disminucion de esta actividad es significativa con las dosis mayores de veneno. Las columnas
representan el promedio + DE, n= 4 control, n= 6 veneno. Diferencias estadisticamente significativas

**p<0,01 y ***p<0,001 en comparacion con el control (SSE).
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6.6 Efecto de inhibidores de vias inflamatorias sobre la concentracion de proteinas
totales y hemoglobina en el LBA.

Dado que el veneno induce un edema pulmonar, con incremento en la concentracion de
proteinas y hemoglobina en el LBA, se estudio el efecto de pretratamientos con inhibidores
de mediadores inflamatorios sobre la accion del veneno. Para ello, grupos de ratones fueron
pretratados con diversas drogas anti-inflamatorias y luego se evalu6 el efecto del veneno.

En cuanto al efecto de las sustancias anti-inflamatorias empleadas, no se observo reduccion
en la concentracion de proteinas cuando los ratones fueron pretratados con indometacina,
pentoxifilina, HOE y anticuerpos anti-neutréfilos. El pretratamiento con L-NAME, un
inhibidor del 6xido nitrico sintasa, si caus6 una reduccién en la concentracion de proteinas
en el LBA en ratones inyectados con veneno (35 pg i.v.) en comparacion con ratones

inyectados con veneno solamente (Figura 11A).

Con el fin de evaluar si el efecto estaba relacionado con la actividad PLA>, otro grupo de
ratones fue inyectado con veneno preincubado con Varespladib (500 mM) previo a su
inyeccidn i.v. El varespladib inhibié por completo el incremento en las proteinas en el LBA

inducido por el veneno.

El aumento de hemoglobina en el LBA fue completamente inhibido cuando el veneno se
preincubd con varespladib. Por otra parte, y al igual que en el caso de la proteina total en
LBA, se observo una reduccion significativa de la concentracién de hemoglobina en el LBA
unicamente cuando los ratones fueron pretratados con L-NAME, en tanto no hubo reduccion

significativa con ninguna de las otras sustancias anti-inflamatorias (Figura 11B).
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Figura 11. Efecto de preincubacion con varespladib y de pretratamiento con sustancias
antiinflamatorias en la concentracion de (A) proteina total y (B) hemoglobina en el LBA luego de la
inyeccion de veneno de P. papuanus (35ug). Veneno: Ratones inyectados con solo veneno. Var:
Ratones inyectados con veneno preincubado con varespladib (500mM). SSE: Ratones inyectados con
solucion salina estéril. El resto de las columnas corresponden a los valores en ratones pretratados con

sustancias anti-inflamatorias y luego tratados con veneno. INDO: indometacina, PENTO:
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pentoxifilina. Las columnas representan el promedio + DE (n =15 para ratones inyectados con veneno
solo y n = 3-6 para el resto de los grupos. Diferencias estadisticamente significativas *p< 0.05

comparado con el grupo de ratones que recibieron solamente veneno.

6.7 Medicion de Oxido Nitrico Exhalado.

La administracion del veneno de P. papuanus (35ug i.v.) no altera la concentracion de 6xido
nitrico exhalado por los animales, medido durante le valoracion de la mecéanica pulmonar,
como indicador de inflamacion. Al utilizar el inhibidor para la PLA; (varespladib 0.5mM),

tampoco se observo un cambio en la concentracion de dicho gas (Figura 12).
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Figura 12. Concentracion de NO (ppm). NO exhalado por ratones inyectados con veneno (35ug,
i.v.). En ratones control, inyectados con veneno y veneno con inhibidor de PLA2, posterior presentar
sefiales de envenenamiento. Las columnas representan promedio = DE, n=5 control, n= 6 veneno y
n=4 veneno + inhibidor). El tratamiento con veneno no alter¢ significativamente la concentracion de
NO exhalado.
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7. DISCUSION

En el modelo experimental empleado en esta investigacion, el veneno de Pseudechis
papuanus administrado por via intravenosa induce un cuadro agudo compatible con un
sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA). Este sindrome es caracterizado por una
lesion pulmonar difusa e inflamatoria, en la cual se observa un aumento en la permeabilidad
de la barrera alveolo-capilar, con la consecuente formacion de edema pulmonar. Como
resultado, se genera una disminucion o pérdida de la aireacion pulmonar, con una
acumulacién de material hialino-proteico en los espacios alveolares, provocando un aumento
en el espacio muerto fisiologico (Cardinal-Fernandez et al., 2016; Chen et al., 2003; Raghavendran
& Napolitano, 2011).

Las lesiones anteriormente mencionadas se conocen como dafio alveolar difuso (DAD), y
constituyen el hallazgo histolégico mas frecuentemente observado en casos de SDRA
(Beasley, 2022). Nuestras observaciones en ratones inyectados con una dosis de 35 pg de
veneno por via intravenosa, evidencian esa fuerte congestion en el parénquima pulmonar.
Este patron histopatoldgico podria ser generado por una lesion en el endotelio capilar y/o en
el epitelio alveolar, asi como la alteracion de la permeabilidad de la barrera alveolo-capilar,
dando como resultado una fuerte extravasacion hacia el espacio alveolar de los pulmones de
raton. De manera interesante, este efecto se manifiesta alrededor de 30 minutos posterior a la
inyeccion del veneno, constituyendo por tanto un efecto de rapido desarrollo. Este efecto

habia sido preliminarmente descrito para este veneno por (Pla et al., 2017).

Tanto en el estudio de Pla et al. como en nuestras observaciones, este efecto fue
completamente eliminado cuando se inhibid la actividad enziméatica de PLA», ya sea
mediante el uso de bromuro de parabromofenacilo (Pla et al., 2017) como mediante
incubacion del veneno con varespladib, un potente inhibidor de PLA: (nuestras
observaciones). Estos hallazgos son compatibles con el andlisis protedmico de este veneno,
el cual mostro un amplio predominio de estas enzimas en la composicion del veneno(Pla et
al., 2017).
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Previamente se observo que, ademas del edema pulmonar agudo, este veneno induce otras
alteraciones fisiopatoldgicas, tales como hemolisis intravascular, miotoxicidad, i.e.,
rabdomidlisis, y neurotoxicidad (Pla et al., 2017). Como consecuencia de la hemolisis, tanto
el plasma sanguineo como la orina y el tejido pulmonar adquieren una coloracion rojiza, la
cual se podria confundir con hemorragia. Sin embargo, el analisis histoldgico reveld la
presencia escasa de eritrocitos en el tejido pulmonar y la presencia de un exudado hialino en

el espacio alveolar, es decir, una lesion compatible con SDRA.

Una de las principales caracteristicas de este tipo de lesién es la acumulacion de liquido y la
formacion de membranas hialinas en el espacio alveolar, lo que puede estar alterando la
efectividad del intercambio gaseoso, de acuerdo con la Ley de Fick. Esta ley establece los
factores determinantes de la difusion, tanto de la membrana de intercambio alveolo-capilar,
como de los gases que difunden a través de ella. La velocidad de difusion es directamente
proporcional al gradiente de concentracion de la sustancia e inversamente proporcional al
grosor de la membrana (West & Lucks, 2016). Por tanto, los factores que se ven alterados a
causa del veneno son: el grosor y area de la membrana, asi como la diferencia de la presién
parcial del gas a ambos lados de esta. Esto debido a la acumulacion de liquido en el tejido
pulmonar, aumentando el grosor de la barrera de intercambio, disminuyendo el éarea del
espacio alveolar y modificando los valores de presion parcial de los gases (O2 y CO:z
principalmente) a ambos lados de la membrana. La lesion pulmonar inducida por el veneno

afectaria por lo tanto el intercambio gaseoso.

Con base en estos hallazgos, y con el fin de estudiar los posibles mecanismos fisiopatologicos
involucrados en este modelo, se decidié analizar cuales son los efectos que el veneno induce
en la mecanica pulmonar por medio de una prueba in vivo. Se observé que el veneno aumenta
la resistencia de las vias aéreas y la resistencia y elastancia del tejido pulmonar y del sistema
en general, lo que significa que el sistema respiratorio tiene una respuesta menor al estimulo
o control enddgeno (Edwards Z. & Annamaraju P., 2022). De esta forma, al aumentar la
elastancia, hay un incremento en la tendencia del tejido pulmonar de volver a su estado de
reposo después de ser distendido. Se puede concluir también que ha disminuido la

compliancia o distensibilidad pulmonar, ya que este es el inverso de la elastancia (Edwards Z.
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& Annamaraju P., 2022). La compliancia esta relacionada con el cambio de volumen que
ocurre por el cambio de presion del sistema, es decir, qué tan facil se expanden los pulmones
al haber un cambio de presion (Desai & Moustarah, 2022). Si el pulmén tiene poca
distensibilidad, se requerird un trabajo mayor de los masculos respiratorios para inflar los

pulmones, lo cual se observo en los animales tratados con este veneno.

Asimismo, estas caracteristicas pulmonares se ven influenciadas por la propiedad elastica del
tejido pulmonar, la cual depende de las fibras de coldgeno y la elastina presentes en el
parénquima pulmonar, donde su flexibilidad determina la distensibilidad de estos tejidos
(Desai & Moustarah, 2022). Existen diversas patologias que pueden disminuir la
distensibilidad, o aumentar la elastancia, tales como la fibrosis pulmonar, el edema pulmonar
y el SDRA (Grinnan & Truwit, 2005).

Otro factor que afecta la distensibilidad pulmonar es la fuerza elastica de la tension
superficial, la cual esta dada por la fina capa de liquido que tapiza el interior de los alveolos,
Ilamado liquido tenso activo o surfactante. Este reduce la tensién superficial en la interfase
aire-agua en los alvéolos, evitando asi el colapso de estas estructuras al final de la espiracion.
De esta manera, el surfactante reduce el trabajo asociado en la respiracion y aumenta la
distensibilidad pulmonar (Edwards Z. & Annamaraju P., 2022; Han & Mallampalli, 2015; J., West
& Lucks, 2016). Por otro lado, el surfactante posee otras funciones importantes, las cuales
estan implicadas en el mantenimiento de la estabilidad de los alveolos. Los alveolos de menor
tamafio tienen una tendencia al colapso y a formar otros de gran tamafio, generando asi
atelectasia (West & Lucks, 2016). Asimismo, el surfactante evita que ocurra un desequilibrio
en las presiones hidrostaticas del tejido cercano a los capilares, evitando una trasudacion de
liquido. Y por altimo se le han adjudicado funciones inmunolégicas, tanto por sus proteinas
como por su composicion lipidica (10% y 90%, respectivamente) (Ji et al., 2021; J., West &
Lucks, 2016).

Dada la abundancia de las PLA: en el veneno de P. papuanus, y el rol que esta enzima
desempefia en la toxicidad del veneno, se plantea que la hidrolisis de fosfolipidos generada

por esta enzima podria afectar la integridad de esta barrera tan importante en el tejido
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pulmonar. Los fosfolipidos que componen el factor surfactante son
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) alrededor del 80%, fosfatidilglicerol y pequefas
cantidades de fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina (Ji et al., 2021). En
general, si ocurre una degradacion del surfactante, se provocaria una disminucion de la
distensibilidad pulmonar, atelectasia alveolar y tendencia a la generacion de edema pulmonar
(J., West & Lucks, 2016).

Por otra parte, la resistencia pulmonar esta influenciada principalmente por los bronquios de
tamafo intermedio, ya que los bronquiolos no ejercen una influencia tan grande en este
pardmetro (Edwards Z. & Annamaraju P., 2022). No obstante, en este caso la presencia de edema
en el tejido pulmonar causada por el envenenamiento podria contribuir a aumentar dicha

resistencia.

Consecuentemente, para entender mejor este aumento en la resistencia del sistema pulmonar,
se analizd la reactividad de los tejidos de traquea y bronquio aislados, en una prueba in vitro.
Se pudo observar que el tejido sano de traquea, expuesto a diversas concentraciones del
veneno, no gener6 un cambio en la contraccion maxima (Emax) del tejido. No obstante, en
el tejido bronquial si se encontrd una pequefia diferencia, al exponerlo a una dosis de 100 pug
de veneno de P. papuanus. Estos resultados sugieren que el aumento en la resistencia
pulmonar, es debida principalmente al edema alveolar y no tanto a una accién directa del

veneno sobre las vias aéreas.

Con el fin de caracterizar el edema pulmonar que ocurre como consecuencia del
envenenamiento, se analiz6 el liquido acumulado en los pulmones, por medio de LBA. El
liquido obtenido mostrd una alta concentracion de proteinas, asi como de hemoglobina, esto
ultimo como consecuencia de la hemolisis intravascular que induce el veneno (Pla et al.,
2017) y del aumento en la permeabilidad de los vasos capilares pulmonares. Por otra parte,
al cuantificar las células inflamatorias presentes en el LBA, no se observaron diferencias
significativas al compararlo con el control inyectado con solucién salina. Solamente se
observo un pequefio aumento en la cantidad de neutroéfilos al inyectar la dosis de 15 g a las

3 h. Esto podria ser explicado por el corto tiempo en que se tomaron las muestras de LBA
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luego de la inyeccidn del veneno, el cual no fue suficiente para que se generara un infiltrado
inflamatorio en el espacio alveolar. Interesantemente, el incremento de proteina y
hemoglobina en el LBA fue inhibida por la accién del varespladib, lo cual confirma que la
lesion pulmonar que genera el aumento de proteina y el edema pulmonar se debe a la accion

de las PLA: del veneno de P. papuanus.

También se evalud la participacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona en este
modelo de dafio pulmonar. Este sistema regula la hemodinamica cardiovascular y el balance
de electrolitos en los liquidos del cuerpo, por lo que podria estar involucrado en la
patogénesis del fendmeno observado. El pulmén es uno de los 6rganos donde se da la
transformacion de la angiotensina I en angiotensina Il, por medio de una metaloproteinasa,
la enzima convertidora de la angiotensina (ECA), lo que da como resultado un incremento

en la accion vasoconstrictora (Diaz-Moroto, 2000).

Como esta es una funcion importante del metabolismo pulmonar, se analizé el efecto del
veneno en la actividad enzimatica de dicha proteina en el tejido pulmonar. Se observé una
disminucion de la actividad de la enzima, en tejido pulmonar de animales tratados con veneno
en dosis altas por un tiempo mayor a 30 minutos. La ECA no es especifica para la Ang I,
dado que puede hidrolizar otros sustratos como la bradiquinina. Por lo tanto, la inhibicién de
la ECA contribuiria a un efecto vasodilatador directo, al no generar el agente vasoconstrictor
(ANG 1I) e indirectamente, al disminuir la degradacion de la bradicinina, un agente
vasodilatador, relacionado con el aumento de la permeabilidad y mecanismos de dolor
(Basso, 2000).

El péptido generado por la ECA, la Ang 1-8, puede activar receptores unidos a proteinas G,
tal como el receptor AT1, y activar asi varias quinasas que modulan la vasoconstriccion, la
remodelacion fibrética y la inflamacion. Origina la liberacion de aldosterona y la retencion
de sodio. Por el contrario, si activa el receptor AT2, se estimularan varias fosfatasas, que
conducen a la vasodilatacion y a la inhibicién del crecimiento (Amraei & Rahimi, 2020). Por
otra parte, la accion de la bradicinina sobre el receptor B2, estimula la excrecion de sodio
(Skidgel et al., 2017).



49

En condiciones normales, este es el receptor que media los efectos de la bradicinina, sin
embargo, en cuadros inflamatorios se induce la sintesis del receptor B1. Tanto el receptor B1
como B2 son mediados por proteinas Gg, que pueden activar PLC, aumentando el calcio
intracelular. En el caso de las células endoteliales los receptores activan eNOS y se genera
NO. Esta liberacion de NO induce relajacion del masculo liso (Skidgel et al., 2017). En un
entorno inflamatorio, el receptor B1 provoca una produccion prolongada de NO, por medio
de la expresion de iINOS. Bl y B2 también pueden activar PLA> intracelular y como
consecuencia, se libera acido araquidonico, a partir del cual se produce la sintesis de
protaglandinas y otros metabolitos como el factor hiperpolarizante derivado de endotelio
(EDHF) que podrian estar contribuyendo a la acumulacion de liquido en los alveolos

pulmonares (Skidgel et al., 2017).

Dada la posibilidad de que el edema pulmonar sea consecuencia de la inflamacién, en el
presente trabajo se evalud la participacion de una serie de mediadores inflamatorios en la
patogénesis del edema pulmonar inducido por el veneno de P. papuanus. Las PLA; de
venenos de serpiente activan una gran cantidad de vias inflamatorias y son capaces de generar
diversos mediadores que induce aumento de la permeabilidad vascular y edema (Moreira et
al., 2021; C. F. P. Teixeira et al., 2003). En nuestro modelo es probable que las PLA> del
veneno de P. papuanus induzcan esta inflamacion pulmonar, lo cual fue demostrado por la

inhibicidn observada cuando el veneno se incuba con varespladib.

Las PLA,, tanto las del veneno como las enddgenas, hidrolizan fosfolipidos y liberan &cido
araquiddnico. Este es metabolizado por las ciclooxigenasas para generar prostaglandinas y
leucotrienos, y al ser quimioatrayentes inician una cascada inflamatoria, ademas de
vasodilatacion, incremento de la permeabilidad vascular y por ende, formacion de edema
(SA., Ali et al., 2000; Pérez et al., 1998). Igualmente, las PLA: del veneno podrian activar
directamente a los macrofagos alveolares residentes y los neumocitos tipo 1. Al estar
estimuladas estas células se sintetizarian otra serie de mediadores inflamatorios, como el
factor de necrosis tumoral a (TNF-a), interleucina (IL)-6, IL-8, IL-1 B y CCL2,
prostaglandinas, éxido nitrico (NO), entre otros (Fernandez, 2000)
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El TNF-a es una citoquina proinflamatoria muy importante, secretada por diversas células,
entre ellas macrofagos, linfocitos, células NK, adipocitos, entre otras. Esta citoquina esta
involucrada en una gran variedad de efectos biologicos, tales como: induccién de
citotoxicidad, apoptosis, expresion de moléculas de adhesion en las células endoteliales,
favoreciendo la migracion local de leucocitos. Igualmente, pueden estar provocando la
liberacion de prostaglandinas, superdxido y NO por parte de los macréfagos pulmonares.
Estos agentes inflamatorios, a su vez, contribuirian con el incremento en la permeabilidad
vascular y actuarian como agentes quimiotacticos, atrayendo leucocitos circulantes a los
pulmones, como los neutréfilos, los cuales podrian contribuir con el dafio tisular y el edema.
También en este microambiente inflamatorio se estaria estimulando la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS), entre ellas NO. Algunos de estos agentes, a su vez,

podrian ser citotoxicos para células endoteliales y neumocitos tipo I y 11.

Por su parte el NO, un gas derivado del metabolismo de la L-arginina; tiene una amplia
variedad de funciones que incluyen: la relajacion del musculo liso, accién como segundo
mensajero y neurotransmisor. Participa en la defensa contra agentes patégenos, al ser una
especie reactiva de oxigeno, y en vias de nocicepcion, entre otras funciones (Alimoradi et al.,
2019; Benavides & Pinzén, 2008). Ademas, inhibe la agregacion plaquetaria, la migracion de
leucocitos y su adhesion celular al endotelio (Benavides & Pinzén, 2008; Vallance & Chan,
2001). En la fisiologia normal, el NO se produce de forma continua y controlada por la enzima
Oxido nitrico sintasa constitutiva (ya sea neuronal o endotelial, nNOS o eNOS
respectivamente). Sin embargo, en condiciones de infeccion o inflamacion, se activa la
expresion de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS, que es independiente de calcio), en las

células endoteliales, macrdfagos y plaquetas (Benavides & Pinzén, 2008).

En algunos estudios se ha evidenciado que cuando se pierde el delicado equilibrio en la
produccion del NO producido por la iNOS, estas altas concentraciones se vuelven toxicas
para el organismo, contribuyendo a la disfuncion del endotelio, vasodilatacion excesiva,

extravasacion y lesion tisular (Benavides & Pinzoén, 2008; Turina et al., 2006).
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Para evaluar el posible papel de estos mediadores inflamatorios en el edema pulmonar
inducido por el veneno de P. papuanus, los ratones fueron pretratados con drogas anti-
inflamatorias de diversos tipos, con el fin de analizar si dicho tratamiento reducia el efecto

patoldgico observado, teniendo como parametro la concentracion de proteina en el LBA.

No se observo reduccion estadisticamente significativa del edema en ratones envenenados
que fueron pretratados con indometacina, pentoxifilina, anticuerpos anti-neutrofilo y HOE,
indicando que el fendmeno de edema pulmonar observado no es mediado por
prostaglandinas, TNF-a, leucocitos polimorfonucleares neutréfilos y bradiquinina,
respectivamente. La Unica droga que disminuy0 significativamente la concentracion de
proteina en el lavado broncoalveolar fue el L-NAME, un inhibidor de la 6xido nitrico sintasa,
tanto constitutiva como inducible, y por ende de la sintesis de NO. Lo anterior sugiere que
este mediador juega un papel en el fendmeno patolégico observado. No se descarta, sin
embargo, la posibilidad de que existan interacciones de tipo sinérgico entre algunos de estos

mediadores, una posibilidad que debe ser explorada en estudios posteriores.

El desarrollo del SDRA es una respuesta compleja del pulmén a agresiones directas o
indirectas, que conduce a la vasoconstriccion pulmonar y diversas respuestas inflamatorias
(Thébaud et al., 1999). Dado el efecto observado con el pretratamiento con L-NAME, se
efectud la medicion del NO en el aire exhalado en los ratones envenenados. EI NO medido
en el aire exhalado es un medio practico y no invasivo para monitorear la inflamacion del
tracto respiratorio superior e inferior. Sin embargo, no se observo un aumento en el NO
exhalado en ratones envenenados en comparacion con los tratados con el inhibidor de PLA>

o los controles con solucion salina.

A pesar de que los resultados con el inhibidor L-NAME sugieren que el NO esta participando
en el proceso patoldgico, la ausencia de diferencias en el NO exhalado entre los animales
envenenados y los controles, parece contradecir esta hipdtesis. Sin embargo, esta aparente
contradiccion podria explicarse debido a existe la posibilidad de que el NO si se encuentre
aumentado en los animales envenenados pero gque no se esté detectando en el aire exhalado

debido a que esta interactuando con otras moléculas o procesos in situ; probablemente
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uniéndose a la hemoglobina presente en el espacio alveolar producto de la accion del veneno
(Gaggar & Patel, 2016). Asimismo, al estar comprometida la ventilacion pulmonar y la
barrera de intercambio gaseoso, no seria posible la exhalacion de este gas con normalidad,
por lo que podria no ser tan Gtil como marcador de inflamacion pulmonar subyacente en este

contexto de edema pulmonar (Brett & Evans, 1998).

No obstante, los resultados obtenidos en los experimentos con L-NAME indican que el NO
juega un rol en la patogénesis del dafio pulmonar y el edema observados en este modelo. Esta
accion deletérea del NO podria estar asociada a las interacciones directas o indirectas que
genera este compuesto. En el primer caso, el NO podria reaccionar con proteinas que poseen
un grupo hierro, tal como el citrocromo P450, la guanilato ciclasa, la hemoglobina o la
mioglobina. Y en el segundo caso, se da la generacion de especies reactivas de nitrégeno
(RNS), debido que reacciona con el anion superdxido, produciendo peroxinitritos (ONOO).
Estas moléculas, a su vez, subsecuentemente interaccionan con otras moléculas, como la
ferritina y transferrina, o bien son responsables de la nitracion de proteinas, peroxidacién

lipidica o dafios al ADN (Talavera-Cuevas et al., 2003).

En el interior de los glébulos rojos, la hemoglobina (Hb) es la proteina encargada de
transportar el oxigenoy el grupo hemo, su grupo prostético, es el sitio de unién de la molécula
de oxigeno. Esto se conoce como oxihemoglobina (OxyHb (Fe2%)). Cuando ocurre la
hemolisis intravascular, en este caso provocada por la accion de las PLA: del veneno, estos
dos componentes, que no circulan libremente en condiciones fisiologicas, se liberan al
plasma y poseen actividad citotoxica, al oxidarse la Hb y generar compuestos como la
metahemoglobina (MethHb (Fe3™)), lo que conlleva a la liberacion del grupo hemo. En este
caso, sus sistemas de regulacion y eliminacién se vuelven ineficientes y la afinidad de la
hemoglobina por el oxigeno cambia, disminuyendo la capacidad de liberarlo en los tejidos
(Frimat et al., 2019; Gaggar & Patel, 2016).

Dentro de estos sistemas de control se encuentran proteinas séricas como la haptoglobina
(Hp) y la hemopexina (Hx), las cuales se unen a la hemoglobina y al grupo hemo,

respectivamente. Con la accion de estas proteinas reguladoras se previenen las reacciones
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oxidativas mediadas por el grupo hemo, la activacion de los receptores inmunitarios y los
procesos inflamatorios vasculares (Belcher et al., 2014; Frimat et al., 2019; Gaggar & Patel,
2016).

Segun los resultados obtenidos, las concentraciones de hemoglobina presentes en el LBA
como consecuencia de la accion del veneno son elevadas, como consecuencia de la hemolisis
intravascular y del aumento de la permeabilidad vascular en la interfase alveolo-capilar. Por
lo tanto, estas altas concentraciones de hemoglobina podrian contribuir al dafio causado en

el tejido pulmonar.

Esto es compatible con lo descrito por otros autores, donde demuestran que el LBA contiene
niveles altos de Hb libre en pacientes con SDRA, en comparacion con pacientes control con
edema pulmonar hidrostatico. Por ende, sugieren que el ambiente de las vias respiratorias de
los pacientes con SDRA, favorece la hemdlisis, aunque no esta claro si esto ocurre por

tensiones osmaticas, bioquimicas o mecanicas (Gaggar & Patel, 2016; Shaver et al., 2016).

De continuar la oxidacion de la Hb, se aumenta la formacion de ROS que mencionamos
anteriormente, provocando lesiones en las células endoteliales. Esto activa el sistema de
complemento, procesos proinflamatorios, estimulacion de neutrofilos y macréfagos a través
de los receptores TOLL (TLR4), la activacion plaquetaria, promovida por la deplecion del
NO, y el aumento de la permeabilidad alveolar, entre otros efectos. Inclusive, el grupo hemo
puede afectar las membranas de los eritrocitos y contribuir a la amplificacion de la hemolisis
(Frimat et al., 2019). Asimismo, los macréfagos alveolares pueden modular los efectos de la
hemoglobina. Debido que aumentan la presencia de la hemooxigenasa-1 (HO-1), una enzima
encargada de la degradacién del grupo hemo (Shaver et al., 2016). Por tanto, la Hb libre tiene
multiples mecanismos que contribuyen activamente a la lesion e inflamacion pulmonar,

provocados por la accion del veneno de P. papuanus.

Cabe también la posibilidad de que el dafio a la barrera alveolo-capilar, con el consecuente
incremento de la permeabilidad vascular y el edema, sea causado por una accion toxica

directa de las PLA>s a las células endoteliales vasculares, o a las células alveolares, asi como
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a la sustancia surfactante. Ello podria explicar el hallazgo de que la inhibicion de las PLA>
por el varespladib anula por completo el efecto, en tanto que las drogas inhibidoras de vias
inflamatorias tienen un efecto muy limitado, dado que solo el L-NAME reduce parcialmente
el efecto. Nuestros resultados permiten plantear la hipétesis de un efecto citotoxico directo
de las PLA2s como mecanismo clave en la génesis de la lesion pulmonar observada. Esta
hipétesis se debe evaluar en estudios futuros mediante experimentos de citotoxicidad del

veneno de P. papuanus en estas células endoteliales o alveolares en cultivo celular.

En sintesis, los resultados de este estudio sugieren que el efecto del veneno de P. papuanus
en pulmén probablemente sea de tipo multifactorial, con un papel central de las PLA> del
veneno. Estas enzimas podrian estar generando un efecto citotdxico directo sobre las células
del endotelio vascular y las células alveolares. Asi mismo podrian estar hidrolizando
componentes de la sustancia surfactante. Por otra parte, la accion de las PLA»s estaria
generando una respuesta inflamatoria en el tejido pulmonar que, en el caso de la sintesis de
NO, estaria contribuyendo al fendbmeno patologico. Finalmente, la hemdlisis intravascular
inducida por las PLA,s del veneno contribuiria a un incremento en la concentracion de
hemoglobina plasmética que también tendria un efecto citotoxico y proinflamatorio en el
tejido pulmonar. Se plantea que la accion conjunta de esos factores daria como resultado el
incremento en la permeabilidad y la lesion de la interfase alveolo-capilar con el desarrollo de

un edema pulmonar prominente y el efecto que el mismo tiene sobre la funcion pulmonar.
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8. CONCLUSIONES

Las alteraciones histopatologicas inducidas por el veneno de Pseudechis papuanus son
compatibles con el Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo (SDRA). En esta patologia se
presenta un dafio alveolar difuso (DAD), exudado proteico, dificultad respiratoria,

alteraciones en la mecanica respiratoria, y probablemente, una inadecuada oxigenacion.

El veneno por si solo no genera broncoconstriccion; sin embargo no se se descarta que pueda
ejercer un accion indirecta por medio de la liberacion de mediadores enddgenos. Por tanto,
en este ensayo, el aumento de la resistencia y elastancia de las vias respiratorias se debe
principalmente a la fomacion del edema pulmonar, asociado a la actividad de las PLA: del

veneno, debido a que dicho efecto fue inhibido por la accion del inhibidor varespladib.

El veneno no alterd significativamente el perfil de las celulas inflamatorias en el pulmén, lo
que sugiere que los cambios pulmonares observados no estan tan relacionados con la accion
de células inflamatorias en el tejido. Esto puede deberse al hecho de que la accion del veneno

es muy rapida, en tanto el arribo de células inflamatorias es un evento posterior.

Las PLA: de este veneno provocan una lesidn muy rapida y directa sobre las células del
endotelio vascular, las células alveolares y posiblemente sobre el surfactante. A esta accién
directa se suma el efecto mostrado del oxido nitrico, el cual, junto con la hemoglobina
liberada por la hemdlisis intravascular generada por el veneno, y la accion de otros agentes
vasoactivos, crean un ambiente fuertemente citotoxico, que provoca el desenlace observado.
Se trata, por lo tanto, de un fenémeno patoldgico de tipo multifactorial, en el cual se plantea

que la accién toxica de las PLA: del veneno, juegan un papel preponderante.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

Se recomienda para estudios posteriores:

Es necesario evaluar el efecto del veneno sobre la arteria pulmonar, asi como el efecto del
envenenamiento sobre la reactividad de las vias respiratorias (traquea y bronquios) y otros
componentes vasculares del pulmon. Es importnte evaluar si el veneno afecta la reactividad

de estos tejidos de manera indirecta, a traves de la liberacion de sustancias enddgenas.

Igualmente, se podria evaluar la accion directa del veneno, sobre la actividad enzimatica de
ECA de tejido pulmonar sano, para comparar su potencia con reconocidos inhidores de ECA,
como el veneno de Bothrops jararaca o el enalapril.

Se podria cuantificar otros mediadores inflamatorios en el LBA, como el TNF-a, otras

citoquinas y quimiocinas, para ver algin cambio en su concentracion.

También se podria determinar la interaccion entre la indometacina y el L-NAME, con el fin
de observar si se da una accion sinérgica o aditiva en la accion protectora de estos inhibidores.
Esto debido que la indometacina causé un decenso en la concentracion de proteina y
hemoglobina en el LAB, sin embargo no fue significativa.

Y por ultimo, para evaluar le hipdtesis de que las PLA. del veneo ejercen una accion
citotoxica directa sobre células endoteliales y del epitelio alveolar, se recomienda evaluar
dicha toxicidad mediante experimentos con células en cultivo. También seria importante

evaluar la capacidad de estas PLA: par hidrolizar los fosfolipidos del factor surfactante.
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