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Susceptibilidad de Trypanosoma cruzi a diferentes venenos de serpientes

de Costa Rica
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Urbina' & Berta Valverde®

Se evaluaron los efectos téxicos de los venenos de cinco serpientes costarricenses en
cuanto a su capacidad tripanocida contra dos cepas de Trypanosoma cruzi y sus efectos en cuanto
a los mecanismos de muerte celular. Los venenos de Bothrops asper, Bothriechis schlegelii, Crotalus
durissus durissus, Atropoides nummifery A. picadoi, mostraron actividad tripanocida contra las formas
de epimastigoto, amastigoto y tripomastigoto. Los venenos de B. aspery de A. nummifer presentaron
la mas alta citotoxicidad para las células Vero. Los de B. aspery B. schlegelii presentaron la mas
alta actividad en los epimastigotos de la cepa CL, mientras que los venenos de B. asper y el de
A. nummifer fueron mas eficientes contra los epimastigotos de la cepa Jennifer. El veneno de B.
schlegelii produce un efecto proliferativo en las células Vero; mientras que el de C. d. durissus produce
el mismo efecto en los epimastigotos de la cepa CL, ambos a la concentracion de 2,5 pg/mL. Los
valores de Cl,, mostraron que se requieren menores cantidades contra los amastigotos en relacion
con los epimastigotos. Los venenos de B. aspery B. schlegelii presentan la mas alta actividad contra
los amastigotos de ambas cepas. Con los tripomastigotos sanguineos de la cepa GA, los cinco
venenos ocasionaron una disminucion de la motilidad en los diferentes tiempos de exposicion, pero
el veneno de A. nummifer, en las concentraciones mas bajas, mostré una actividad mas marcada en
comparacion con los otros veneno. En cuanto a los efectos de los venenos, mediados por los grados
de apoptosis, necrosis o proliferacion celular, se observé que estos fendmenos se presentan y tienen

relacién con el tipo de veneno, su concentracion y el tiempo de exposicion.

Palabras clave: Tiypanosoma cruzi, veneno de serpiente, efecto tripanocida, muerte celular, Costa Rica.

INTRODUCCION

Los venenos de serpientes son identificados
como una fuente rica de enzimas de origen natural,
de las cuales algunas son muy importantes desde el
punto de vista médico y han tenido un marcado uso en
farmacologia. La composicion variada de estos venenos
se basa en un complejo de péptidos y proteinas, ademas
de bajas concentraciones de carbohidratos, lipidos,
aminoacidos libres, citratos ¢ iones metalicos (Fry
& Wauster, 2004).Un ejemplo de su utilizacion en
farmacologia, es el Captopril® droga antihipertensiva
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derivada de péptidos potenciadores de la bradicinina
presentes en el veneno de Bothrops jararaca (Ferreira,
1965; Fernandez et al., 2004; Hayashi & Camargo
2005). También existen componentes en el veneno de
la serpiente de cascabel de América del Sur (Crotalus
durissus terrificus), los cuales presentan propiedades
analgésicas, de un gran interés en la industria
farmacéutica (Giorgi ef al., 1993).

Hay pocos estudios con venenos de serpiente
para probar su actividad antiparasitaria. La accion
tripanocida ha sido observada con los venenos de
Bothrops jararaca, Cerastes cerastes, Naja haje
y Eristocophis macmahoni, principalmente contra
Trypanosoma brucei 'y T. cruzi (Fernandez-Gomez et
al., 1994; Coura & de Castro 2002; Gongalves et al.,
2002; Merkel et al., 2007).

Se ha reportado que el veneno de Bothrops
moojeni presenta actividad anti-Leishmania, induciendo
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muerte celular por estrés oxidativo. En este caso,
el componente responsable fue identificado como
L-amino oxidasa (LAO) (Tempone et al., 2001). El
veneno de B. jaracara provoca un proceso de muerte
celular programada en epimastigotos de 7. cruzi,
similar a la apoptosis de metazoarios; ademas, inhibe
la multiplicacion del parasito por la interrupcion del
potencial mitocondrial que causa dafio al cinetoplasto.
También, inhibe el crecimiento de promastigotos y
amastigotos de cepas de Leishmania spp. (Gongalves
et al., 2002; Deolindo ef al., 2005).

El objetivo de este estudio fue determinar
y caracterizar comparativamente los posibles efectos
antiparasitarios de cinco venenos de diferentes especies
de serpientes de Costa Rica en las diversas etapas
evolutivas de T. cruzi. Ademas, se evalud el grado y
tipo de alteracion celular producidos por los venenos.

MATERIALES Y METODOS
Cepas de T. cruzi y venenos

Tres cepas de 7. cruzi fueron utilizadas: Cepa
Jennifer, aislada en el 2003, de una nifia costarricense
de seis afios en la fase aguda de la enfermedad de
Chagas; Cepa GA, aislada en 1998 de un adulto
costarricense también en fase aguda y la cepa brasilefia
CL-transgénica, donada al Laboratorio por Celeste
Vega y Miriam Rolon, de la Universidad Complutense
de Madrid, Espafia. Los epimastigotos se mantuvieron
a 28°C en medio LIT suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB). Los amastigotos fueron mantenidos
en cultivos de células Vero (Lizardi et al., 1990).
Los tripomastigotos sanguineos fueron obtenidos de
ratones Balb/c infectados con la cepa GA y mantenidos
en solucion de Locke.

Los venenos liofilizados de Bothrops asper,
Bothriechis schlegelii, Crotalus durissus durissus,
Atropoides nummifer (=Bothrops nummifer) y A.
picadoi (= B. picadoi) fueron donados por el Instituto
Clodomiro Picado, Universidad de Costa Rica. Las
soluciones de venenos (2 mg/mL) fueron preparadas
en agua estéril y antes de ser utilizadas fueron filtradas
por membranas Millipore de 0,22 pum.

Cultivos celulares

Las células Vero se cultivaron en el medio
“Minimal Essential Medium” de Dulbecco (DMEM,
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Sigma- Aldrich) suplementado con 10% SFB, 200
uM de HEPES, bencilpenicilina (200 U/mL), y
estreptomicina (150 U/mL).

Ensayo de citotoxicidad celular

Enuna placa de 96 pocillos de fondo plano, se
agregaron 100 uL de la suspension de células Vero (4
x105 células/mL), se incubaron por 12 horas a 37°Cy
luego fueron tratadas con las diferentes concentraciones
de venenos de serpiente (2,5- 40 pg/mL) por 24 horas
(Sanchez et al., 2002). Cada muestra fue ensayada
por triplicado, en tres diferentes experimentos. La
viabilidad celular fue cuantificada utilizando el método
de reduccion de sales de bromuro de tretazolio (MTT).
Se usaron 5 mg/mL de MTT y 2 mM de metasulfato
de fenazina (PMS) para incrementar la sensibilidad y
la reduccion del formazan. La solucion MTT/PMS fue
agregada en cada pocillo e incubada por 45 minutos; el
sobrenadante fue extraido y los cristales de formazan
que quedaron en la placa se disolvieron con 100 pL de
DMSO. La absorbancia fue determinada en un lector
de microplacas de Elisa (Thermo LabSystems) a 540
nm (Mosmann, 1983).

Ensayo de susceptibilidad de epimastigotos de T.
cruzi

La suspension de epimastigotos a una
concentracion 1x10° células/mL, fue adicionada en una
placa de cultivo de 96 pocillos, la cual fue incubada
por 72 horas a 28°C en una incubadora de 5% de CO,.
Se utilizaron las concentraciones de 2,5; 5; 10; 20 y
40 pg/ mL de los venenos, que fueron preparadas en
diluciones seriadas. Los epimastigotos de las cepas
Jennifer y CL se cuantificaron mediante la técnica de
reduccion de MTT/PMS. Las concentraciones que
causaban el 50% de inhibicién de crecimiento (CIL)
fueron estimadas en porcentaje, mediante el calculo
de la cantidad de parasitos para cada concentracion de
veneno; los parasitos sin venenos fueron considerados
como 100% de crecimiento. Cada uno de los ensayos
fue realizado en triplicado.

Ensayos de susceptibilidad de amastigotos de T.
cruzi

A cada pocillo se agregaron 100 uL de la
suspension de células Vero, las que se colocaron en
una incubadora de 5% de CO,, por 8 horas a 37°C.
Se realizaron dos lavados con PBS para remover
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células no adheridas, se procedio a infectar las células
con una suspension de tripomastigotos tomados del
sobrenadante de células Vero infectadas por seis dias.
La concentracion se ajustd a un valor tal que existiera
una relacion de veinte parasitos por cada célula, y se
incubd por 4 horas a 37°C en una atmosfera de 5%
de CO, (Neva et al., 1961). El nimero de parésitos
intracelulares se determind indirectamente por conteo
de los tripomastigotos libre en una cdmara de Neubauer
(Hyde & Dvorak, 1973). Cada ensayo se realizd por
triplicado.

Ensayo in vitro con tripomastigotos sanguineos

Los tripomastigotos de la cepa GA se obtuvieron
de la sangre de ratones Balb/c infectados, luego se
adicionaron 25 pL de una suspension con 1x10°
tripomastigotos/mL a cada pocillo, 25 pL de solucion
de Locke, y 25 uL de medio suplementado con las
concentraciones de veneno a 3x. Como control negativo
se utilizaron parasitos en solucion de Locke. La motilidad
y el niimero de parasitos se estimaron en un microscopio
invertido a una magnificacion de 400x, utilizando el
siguiente criterio: (-) parasitos sin motilidad; (+) algunos
con motilidad lenta; (++) motilidad lenta; (+++): con
motilidad lenta y rapida (++++): motilidad normal. Cada
ensayo se realizé por triplicado.

Ensayo de viabilidad celular por la medicion de
deshidrogenasa lactica (DHL) de la cepa CL

El ensayo cuantitativo de citotoxicidad
relacionado con la DHL citosolica de epimastigotos
de T cruzi, fue realizado extrayendo el sobrenadante
ala 24,48 y 72 horas después de ser expuesto, con la
concentracion correspondientes a la CI, . La suspension
de parasitos en solucion de Locke fue incubada con
0,1% de Triton X-100 y los parasitos en solucion de
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Locke solos, se utilizaron como 100% de LDH y LDH
basal, respectivamente (Lomonte ef al., 1999). Cada
muestra fue analizada por triplicado.

Andalisis del ciclo celular por citometria de flujo

Las alicuotas de los epimastigotos se
agregaron en tubos plasticos y se centrifugaron a 3000
g. Luego se lavaron una vez con PBS y se suspendieron
en 500 pL de solucion permeabilizante de yoduro de
propidio (IP) con 0,008 % de Igepal (Sigma) por 30
min (Mora et al., 2005). Se us6 un citdmetro de flujo
FACScalibur Flow Cytometer (Becton Dickinson,
Mountain View, CA) y se analizaron 15000 eventos
del ciclo celular.

Analisis estadisticos

Los resultados se expresan en valores
promedio = DS y se compararon utilizando la ANOVA
y la prueba de Tukey para la prueba de significancia,
y una prueba no paramétrica, Kruskal-Wallis ANOVA
(Mora et al., 2005).

RESULTADOS

Los valores de CI, para los cinco venenos de
serpiente en los ensayos de citotoxicidad para células
Vero, en epimastigotos y en amastigotos se pueden
observar en el Tabla I. En la Fig. 1 puede verse el efecto
sobre células Vero y epimastigotos de dos cepas a las
24 y 72 horas respectivamente.

Los venenos de B. asper y de A. nummifer
presentaron la mas alta citotoxicidad para las células
Vero. Los venenos de B. asper y B. schlegelii
presentaron la més alta actividad en los epimastigotos
de la cepa CL, mientras que los venenos de B. asper

Tabla I. Cl,, de venenos de serpientes (ug/mL) contra células Vero (24 h), epimastigotos (72 h) y
amastigotos (6 dias) de Trypanosoma cruzi, con las cepas Jennifer y CL.

Epimastigotos Amastigotos
Venenos Células Vero

Jennifer CL Jennifer CL
B. asper 11£3* 10£7* 25+6* 10,9 312
B. schlegelii 23+10 21+8* 22+5* 10,7 1,4¢1
C. durissus 1815 20+6* 39+15 4+1 63
A. nummifer 15+4* 11£6* 5719 612 7+3
A. picadoi 16£4* 27+4 60+19 311 47+9

CI,,: Concentracion que inhibe el crecimiento del 50% de los parésitos

Los valores corresponden al promedio = DE de 3 experimentos independientes
* Valores con diferencias significativas en comparacion con el control (P<0,05)
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Fig. 1. Efectos de los venenos de serpiente en el crecimiento de células Vero y en los epimastigotos
de Trypanosoma cruzi (cepas, Jennifer y CL). (m) Células Vero (24 h); (e¢) Cepa CL (72h); (A) Cepa

Jennifer (72 h), (o) Control.
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y A. nummifer presentaron mas actividad en los
epimastigotos de la cepa Jennifer. Estos venenos
resultaron mas activos ya que se requirié una menor
cantidad para inhibir la mitad de los epimastigotos.
Ademas, se pueden observar diferencias estadisticas
para los epimastigotos de ambas cepas: el CI, para el
veneno de A. nummifer, para la cepa Jennifer fue de
11+6 y para la CL de 5749 (P<0,01); el CI,, para el
veneno de 4. picadoi, para la cepa Jennifer fue de 27+4
y para la CL 60£19 (P<0,01).

Elveneno de B. schlegelii en una concentracion
de 2,5 pg/mL produjo un incremento de la reduccion
de XTT cuando se incubd por 24 horas, lo que nos
indica efectos proliferativos en las células Vero
(Fig. 1); también se observa el mismo efecto en los
epimastigotos de la cepa CL con el veneno de C. d.
durissus (Fig.1).

Los valores de CI, para la forma de amastigoto
revelaron, en general, una mas alta actividad de los
venenos en las cepas estudiadas en comparacion con
las formas de epimastigotos. Esta mayor actividad se
observé con todos los venenos estudiados, excepto en
el caso del veneno de A. picadoi que mostrd que la
cepa CL posee mayor resistencia en comparacion con
la cepa Jennifer (P<0,01). Los venenos de B. aspery B.
schlegelii presentaron la mas alta actividad contra los
amastigotos. No se observan diferencias significativas
entre los venenos de B. asper, B. schlegelii, C. d.
durissus 'y A. nummifer contra la forma de amastigoto
de ambas cepas.

Con los tripomastigotos de la cepa GA, los cinco
venenos ocasionaron una disminucion en la motilidad
en diferentes tiempos de exposicion. El veneno de B.
schlegelii mostr6 una actividad alta, seguido del veneno
de B. asper principalmente en las concentraciones de
10; 20 y 40 pg/mL. El veneno de A. nummifer, en las
concentraciones mas bajas (2,5 y 5 pg/mL), produjo
un efecto tardio después de las 2 horas de exposicion.
El veneno de 4. picadoi decrece la motilidad a altas
concentraciones mientras que con las mas bajas los
efectos fueron menores. El veneno de C. d. durissus
presento, en general, una actividad mas baja (Fig. 2).

En cuanto a los efectos de los venenos,
mediados por los grados de apoptosis, necrosis o
proliferacion celular, se pudo observar que estos
fendmenos se presentan y tienen relacion con el tipo
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de veneno, su concentracion y el tiempo de exposicion,
con la CI,, para la cepa CL.

Se pudo verificar que estos venenos inducen
una disrupcion de la membrana plasmatica en los
epimastigotos, la cual es dependiente de la dosis y el
tiempo de exposicion. El tinico veneno que mostré un
efecto necrotico mas marcado (338+10 U/L vs. 24149
del control positivo), una hora después de iniciado
el experimento, fue el de B. asper. Este veneno, fue
capaz de producir apoptosis luego de 24 horas y
puede ocasionar una toxicidad muy alta a las 48 horas
induciendo tanto necrosis como apoptosis (Tabla I). En
muchas de las células que lograron sobrevivir, fue capaz
de activar mecanismos de reparacion que produjeron un
pequeflo aumento, aunque significativo, en cuanto a la
proliferacion celular a las 48 y 72 horas (Tabla III).

El veneno de B. schlegelii de menor efecto necrotico
que el veneno de B. asper, causa apoptosis desde las
24 horas que aumenta a las 72 horas de exposicion
(83%) (Tabla II). Los parasitos no pudieron recuperase
debido a que su membrana estaba comprometida ante
el dafio provocado por este veneno, ya que tanto en
la fase GO/G1 como en la de proliferacion habia muy
pocos parasitos (Tabla III).

El veneno de C. d. durissus tuvo mayor efecto
necrdtico a las 48 horas, pero fue capaz de producir
apoptosis desde las 24 horas de exposicion, y a las 72
horas aument6 en gran medida su actividad apoptdtica
(Tabla II); ademas, una cantidad mas alta de parasitos
en comparacion con el control entré en la fase G0/G1
(24 h), pero el dafio fue tan fuerte que los parasitos no
pudieron entrar en la fase de proliferacion (Tabla III).

El veneno de A. nummifer fue uno de los venenos que
caus6 necrosis desde las primeras horas de observacion
y comenzo a producir apoptosis en mayor grado a las
24 horas. A las 48 horas, fue capaz de inducir a cierta
cantidad de parasitos a que lograran entrar en la fase
de proliferacion, la cual decrece a las 72 horas y en ese
momento tanto la apoptosis como la necrosis fueron
casi totales (Tablas II y III).

El veneno de A. picadoi también resultd muy
toxico produciendo necrosis y apoptosis; su accion se
incrementd después de las 24 horas y la proliferacion
y la fase GO/G1 fueron muy bajas (Tablas I y III).
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Tablall. Produccion de necrosis y apoptosis en epimastigotes de Trypanosoma cruzi(cepa CL) utilizando
los valores de Cl,, para medir la produccién de DHL y la citometria de flujo.

(TAZT:S 24 48 72

Venenos Viabilidad Necrosis Apoptosis Viabilidad Necrosis Apoptosis Viabilidad Necrosis Apoptosis
% u/ % % u/ % % u/ %

B. asper 13+15* 487+15*  6,5+0,1*  20+8* 494+13*  19+0,8* 15+12* 172114  9.7+0.1*

B. schlegelii  1416* 15414 6,3+0,1* 18+6* 311+12© 14104 19+9* 1753 83+1.4*

C. durissus  20+£10* 160+12 5,8+0,02* 20+5* 34049 17,4+0,5* 17+3* 15817 747

A. nummifer 13+9* 257+9 3,9+0,03* 15+8* 357+11 5,640,1 20+11* 17712 85+4*

A. picadoi 21+5* 308+1* 18+0,1* 112416 288+13 23+2* 50+9* 16719 92+4*

ﬁg;fm' 0 - 2,3:003 0 - 78206 0 - 1.7£0.1

gg;‘_tro' 1005 16415 - 100£10 34416 - 10048 171£3 -

U/L = Actividad de la enzima DHL en Unidades por litro.

* Valores mayores con diferencias significativas en comparacion con el control (P<0,05)

Tabla lll. Epimastigotos de CL en las fases G0/G1 y en la Fase de Proliferacion después de la exposicion

con la Cl,, de diferentes venenos de serpiente

Tiempo (Horas) 24 48 72

Venenos GO/G1 % E?oslﬁe(izcién o GOCT% E?osliefec::cién o GOCT% Eraoslﬁec::cién %
B. asper 7211 24,2+1,9 62+1,4** 19+1,5% 34+0,9** 21+£1,5%

B. schlegelii 79+1,2* 24+0,6 64+1,5™ 22+0,4* 9+0,9** 3+0,4*

C. durissus 680,82 260,31 72+2,8 11+0,5** 16+0,3** 5+0,5**

A. nummifer 751,73 22+0,39** 741+1,4 21+0,02* 10+1,3** 0,7+0,02**

A. picadoi 67+1,5** 14+0,3** 67+3,4 7+0,04** 5+0,8** 0,2+0,04**
Control Neg. 72+1,3 2612 76+1,8 1612 48+0,9 192

* Valores mayores con diferencias significativas en comparacion con el control (P<0,05)
** Valores menores con diferencias significativas en comparacion con el control (P<0,05)

DISCUSION

Se presentaron diferencias significativas entre
los valores de la CI, obtenidos para las células Vero,
y para las formas de epimastigotos y de amastigotos,
lo que nos indica que existen mecanismos diferentes
en cuanto al modo de accion y a la toxicidad de estos
venenos contra las membranas de 7. cruzi y de las
células Vero debido a los diferentes componentes de
membranas. Por ejemplo, miotoxinas Lys49 tienen
diferentes actividades debido probablemente a su
interaccion con sitios efectores en la membrana con la
region C-terminal y con regiones hidrofobicas; ademas,
tienen la capacidad de provocar un desbalance en las
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membranas bioldgicas, al provocar el influjo de iones
que causan alteraciones intracelulares y muerte celular
(Lomonte et al., 2003).

En el caso de los epimastigotos, los venenos mas
activos fueron los de B. schlegelii y B. asper con la
cepa CL, mientras que con la cepa Jennifer lo fueron los
venenos de B. asper'y de A. nummifer, probablemente
debido a diferentes susceptibilidades de las cepas en
presencia de varios tipos del veneno (Croft & Brun,
2003).

El valor de CI, para B. jararaca (10 pg/mL)
paralacepaY de T. cruzi fue similar al valor obtenido
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Fig. 2. Actividad de los venenos de serpientes en la motilidad contra tripomastigotos de la cepa G
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para los venenos de B. asper y A. nummifer al usar
los epimastigotos de la cepa Jennifer (Deolindo et al.,
2005). Esto sugiere que podria existir un efecto comin
entre estos tres venenos. En el caso de epimastigotos,
la cepa CL fue mas resistente para todos los venenos
en comparacion con la Jennifer.

Vol. XLVIIL, N° 2, Agosto-Diciembre, 2008

En cuanto a los amastigotos, todos los
venenos fueron muy activos para ambas cepas, con
excepcion del veneno de A. picadoi en el caso de la
cepa CL. Los valores de CI,; obtenidos con los cinco
venenos en la forma de amastigoto de 7. cruzi fueron

menores en comparacion con la CI,, con la forma de
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epimastigoto, para el veneno de B. jararaca, aunque
guardan una similitud con la CI,; del veneno de C.
cerastes (Deolindo ef al., 2005; Fernandez Gomez et
al., 1994).

Por otra parte, los venenos de serpientes mas
prometedores en contra de amastigotos, son los de B.
aspery B. schlegelii, debido a su actividad con ambas
cepas estudiadas, ya que también demostraron que la
toxicidad fue mayor para amastigotos en comparacion
con las células Vero.

Los tripomastigotos sanguineos de la cepa GA
mostraron aglutinacion después de 2 horas (20 y
40 uL/mL) con todos los venenos. El veneno de B.
jararaca produce este efecto después de 24 horas
con una concentracion de 20 ug /mL. En otro estudio
se demuestra que el veneno C. cerastes, inhibe el
crecimiento de tripomastigotos sanguineos, y de
amastigotos con una concentracion de 10 pg/mL
(Fernandez Gomez et al., 1994).

Los venenos de B. schlegelii y B.
asper presentaron una accion rapida contra los
tripomastigotos sanguineos disminuyendo su
movimiento, principalmente en concentraciones mas
altas, mientras que el veneno de A. nummifer, en las
concentraciones mas bajas, mostré una actividad
marcada en comparacion con los otros venenos. Esto
convierte a este veneno en el mejor candidato para el
desarrollo de una futura droga tripanocida contra la
forma de tripomastigoto sanguineo. Al comparar las
actividades del veneno de 4. nummifer con el veneno
de C. cerastes, a una concentracion de 2,5 pg/mL, se
observa que se comportan en forma similar durante
los primeros 30 minutos (Fernandez Gomez et al.,
1994).

El veneno de B. asper fue uno de los que
presentd mas actividad en todas las pruebas. Cuando
los mecanismos de muerte fueron evaluados se nota
que la necrosis compromete la membrana desde la
primera hora de exposicion, pero se da la combinacion
apoptosis/necrosis en los siguientes tiempos, debido
probablemente a las fosfolipasas PLA2 del veneno
(Mora et al., 2005).

Los venenos de B. schlegelii, C. d.
durissus, A. nummifer comprometen la membrana
de los epimastigotos desde la primera hora de
observacion, siendo la necrosis el mecanismo de
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muerte predominante; la poblacion que logra sobrevivir
presenta una apoptosis tardia, afectando el ciclo celular
normal.

Los venenos de B. schlegelii, A. nummifer
podrian presentar las fosfolipasas que inducen a la
proliferacion celular. Una cantidad pequeiia de las
concentraciones mas bajas del veneno promovieron la
proliferacion de las células Vero y de los epimastigotos
de T cruzi. Se ha dicho que las fosfolipasas (PLA2)
estan asociados a proliferacion de lineas celulares,
como son las fosfolipasas obtenidas de B. asper y
Agkistrodon blomhoffi. También el veneno entero de
Crotalus durissus collilineatus aumenta la proliferacion
de los promastigotos de Leishmania amazonensis
(Mora et al., 2005; Passero et al., 2007).

El veneno de A. picadoi es uno de los
venenos mas toxicos que destruye la membrana de los
epimastigotos provocando necrosis y apoptosis muy
altas, no dando oportunidad a que se recuperen los
epimastigotos y que estos puedan proliferar.

Es importante destacar que nuestros estudios
podrian considerarse preliminares ya que se utilizaron
venenos enteros y seria necesario llevar a cabo el
fraccionamiento de los componentes de aquellos con
mayor actividad tripanocida. Las diversas fracciones
activas del veneno se deben probar independientemente
tanto in vitro como en modelos animales y proceder a
su modificacion quimica, una vez conocida la molécula
activa, para mitigar sus propiedades toxicas o sus
posibles efectos secundarios en el hospedero. Otro
detalle es que para elaborar una droga en el futuro, es
importante que no contenga el componente responsable
de la proliferacion celular ya que se demuestra que
los venenos costarricenses también pueden inducir
proliferacion en los epimastigotos de 7. cruzi, como se
habia demostrado en estudios anteriores en Leishmania
spp. y en células linfoides, lo que podria suceder con
las demas formas del parasito.
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Susceptibility of Trypanosoma cruzi to different
Costa Rican snake venoms

SUMMARY

The trypanocide effect of venoms from
five Costa Rican species of snakes was evaluated
against two strains of Trypanosoma cruzi and their
cellular toxic effects were likewise observed. The
venoms of Bothrops asper, Bothriechis schlegelii,
Crotalus durissus durissus, Atropoide nummifer and
A. picadoi showed evident trypanocide action against
epimastigotes, amastigotes and trypomastigotes. The
venoms of B. asper and B. schlegelii were shown to
be the most active against the epimastigotes of the
CL strain, whereas those of B. asper and A. nummifer
were more effective against the epimastigotes of the
Jennifer strain. The venoms of B. schlegelii and C.d.
durissus, at the lowest concentrations of 2.5 pg/mL,
were able to trigger a proliferative effect on Vero cells
and epimastigotes of the CL strain, respectively. The
IC,, values showed that lower amounts of venoms
are necessary in order to inhibit amastigotes as
compared to epimastigotes. The venoms of B. asper
and B. schlegelii exhibited the highest activity against
amastigotes of both 7. cruzi strains. All venoms were
able to arrest motility of blood trypomastigotes of the
GA strain at different times and the most active in this
case was A. nummifer venom. The toxic effects of the
venoms measured by the degree of apoptosis, necrosis
and cell proliferation that they produced showed that
all these events occur and are related to the type of
venom, its concentration and exposure time.

Key words: Trypanosoma cruzi, snake venom,
trypanocidal action, cell death, Costa Rica.
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