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SUMMARY

Natural hemolytic activity of Waglerophis merremi (Wagler) (Reptilia,
Colubridae).- The natural hemolitic activity present in sera and eggs of
Waglerophis merremi was studied. The results showed that this activity
depends on an alternative pathway of complement’s activation.The high
activity in eggs and young animals suggest a defense transmition from
mother to offspring. This mecanism is considered as an original form of
natural non specific passive inmunity not previously reported.

Introduccion

Es un hecho bien documentado de que
los reptiles son capaces de llevar a cabo una res-
puesta inmune similar a la de los restantes ver-
tebrados. Sin embargo, existe poca informacién
sobre la naturaleza y funcién del sistema del
complemento (C’) en estos tetrdpodos. Situa-
cién de conocimiento similar, por otra parte, a
la existente sobre el resto de los poiquiloter-
mos. En muchos casos la actividad bacteriosts-
tica, bacteriolitica o hemolitica, depende de la
actividad del C’. Existen varias publicaciones
en las cuales se informa sobre estos fenémenos
en vertebrados inferiores (Gigli & Austen, 1971;
Rijkers, 1982; Kawaguchi, Kina & Muramatsu,
1980; Koch, Josephsen, Nicolaisen & Simonsen,
1982; Qurth & Wilson,1982;Fujii & Murakawa,
1981). No obstante, en la mayor parte de los
trabajos donde se han descripto algunas de estas
actividades, se lo ha hecho de una manera cla-
ramente referida a la participacion de las inmu-
noglobulinas (Kawaguchi, Kina & Muramatsu,
1980; Rijkers, 1982; Gigli & Austen, 1971).
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Esta particularidad implica la existencia de una
via cldsica de activacién del C’. Si bien la dis-
tincion entre via cldsica y alterna proviene de
los estudios de mamf{feros, por los datos exis-
tentes se cree que los dos mecanismos de acti-
vacién existirian en todos los tetripodos y po-
siblemente en todos los vertebrados (Gighi &
Austen, 1971; Rijkers, 1982).

En el presente trabajo se describen algu-
nos aspectos de la actividad hemolitica natural
existente en el suero sangufneo y en los huevos
de un ofidio del noroeste argentino, Waglero-
phis merremi (Wagler), que presenta la propie-
dad de lisar eritrocitos de varias cspecies de
mamiferos y anfibios. Los hechos observados
sugieren que la actividad depende de una acti-
vacién de la lamada via alterna del C’.

Materiales y métodos

Se utilizaron varios ejemplares de Wagle-
rophis merremi (Wagler) capturados en Yerba
Buena, Lules y El Cadillal-(Tucumdn), en los
meses de noviembre de 1983 y enero de 1985.
La extraccibn de sangre se realiz6 mediante
puncién cardfaca y el suero se guard6 congela-
do a -20°C hasta el momento de su utilizacién.
Los huevos se extrajeron de tres hembras y se
guardaron congelados a la misma temperatura.
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Pruebas de hemblisis

Las pruebas de hemolisis se llevaron a
cabo en placas Cooke Microtiter tipo U o en
tubos de hemolisis, segiin se necesitara deter-
minar el titulo de la muestra o el grado de inac-
tivacién inducido per un tratamiento determi-
nado. Cada ensayo en placa se efectué con 50
0 25 ul de su dilucién del suero mis 50 o 25 ul
de glébulos rojos (GR) en suspension del 5%.
En todos los casos se utiliz6 buffer TCC * *
(CINa 140 mM,Tris 10 mM, CaCl, 0,15 mM,
MgCl, 0,5 mM) pH 7,2 (Weir, 1973). En los
casos en que se ensayé EDTA o EGTA se
emple6 el mismo buffer pero sin Ca * *niMg **
(buffer TCC). Para determinar el titulo se
efectuaron diluciones sucesivas de 1:2, de
manera que los titulos ensayados fueron 1/2;
1/4; 1/8; 1/16, etc. Los controles incluyeron
buffer y GR, y muestras inactivadas por calor y
GR. Se utilizaron en los ensayos GR humanos,
murinos, de ratas, de conejo y de los anfibios
Leptodactylus chaquensis y Bufo arenarum. La
mayor parte de los experimentos se llevaron a
cabo en GR de raton debido a la facilidad de
obtencion, En el caso de los huevos, el con-
tenido se diluyé con el buffer citado y se utiliz6é
de ]a misma manera.

Determinacién del grado de inactivacion de
la hemolisis por diferentes tratamientos

Se determinaron en un primer momento
las diluciones de suero que eran capaces de pro-
ducir hemolisis del 50% (DH;5) en una suspen-
sién de eritrocitos al 5%. A continuacién, a di-
ferentes alicuotas del suero original se las some-
tieron a los tratamientos con EDTA, EGTA,
salicilaldoxima (SLA), zymosdn, hidracina y
OHNH, , luego se diluy6 a la DHg y se ensay6
la actividad. A la mencionada DHg se le atri
buyé un valor arbitrario de 100% de actividad.
Con referencia a ésta se registraron los distintos
grados de inactivacion.

Los glébulos rojos se incubaron a tempe:
ratura ambiente durante 30’ con las muestras
previamente tratadas y luego se centrifugaron
rdpidamente los tubos, se recogié el sobrena-
dante y se ley6 la absorcidén a 541 nm en un es-
pectrofotémetro Carl Zeiss. Se utiliz6 como
blanco el sobrenadante de una supensién de
GR en buffer TCC™.

Pruebas de aglutinacion

Para probar aglutinacién se inactivé el
suero a 60°C durante 30 y se procedi6 de la
misma forma que en los ensayos con placa.

Tratamiento con zymosin

El zymosin fue preparado de acuerdo a
las técnicas usuales (Weir, 1973). Se tomaron
33 ul de precipitado de zymosin al que se le
agregd 100 ul de suero y se incubd a 37°C, a
temperatura ambiente durante una hora con a-
gitacién intermitente. Se centrifugé y el sobre-
nadante se utiliz6 para hemolisis.

Tratamiento con EDTA y EGTA

A 25 ul de suero se le agreg6 el mismo vo-
lumen de EDTAo EGTA5S mMo 10mM vy se
dejo 15’ a temperatura ambiente. A estos sue-
ros se los denominé suero-EDTA a suero-EGTA
y se ensayaron para aglutinacion o hemélisis
después de diluirlo hasta DHg, con buffer
TCC. Para probar el efecto mdependwnte del
Ca™ o el Mg™, al suero-EDTA se le agregd
CaCl, 5 mM o 10 mM segin se tratare del que-
lante 5 mM o 10 mM.

Tratamiento con SLA

A diferentes alicuotas del suero DHgq ge

traté con SLA en concentraciones finales de
5 mM, 10 mM y 20 mM. Se dej6 a temperatura
ambiente durante 15’ y se prob6 la actividad
hemolitica.

Inactivacion por calor

Se probé actividad a diferentes tempera-
turas, colocando durante 30’ alicuotas de suero
entre 37° y 60°C cada 2°C, Entre 46° y 49°C
se probd cada 1°C.

Tratamiento con compuestos de amonio

Se incubaron muestras con hidracina
15 mM durante 30’ a 37°C, y luego 30’ a tem-
peratura ambiente; se diluy6 hasta DHso y se
us6 en hemolisis.

También se incubaron muestras de suero
con OHNH, 40 mM segin la técnica descripta
por Ourth & Wilson (1982), para obtener R4,
luego se diluy6 de la misma manera y se ensayé
en hemolisis
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CUADRO I

Tratamientlo

A.- Del suero
Ninguno
Zymosan
EDTA 10 mM
EDTA 5mM
EGTA 10 mM
EGTA 5mM
EDTA 5mM +Ca" 5mM
EDTA 5mM+Mq"~ 5mM
SLA 5 mM
SLA 10mM
SLA 20 mM
Hidracina 15 mM
OHNH4 40 mM
30 a 47°C
307 a 480C
B.- De los huevos

Ninguno

Zymosan

EDTA 10 mM

EDTA 10 mM + Mg~ 10 mM
30"a 49°C

Resultados

En el Cuadro I se muestran los resultados
de someter a diversos tratamientos el suero o el
contenido de los huevos. Los titulos encontra-
dos para las DHgq fueron de 1/64 para el suero
sanguineo y de 1/412 para el contenido de los
huevbs, ambos sobre GR de ratén. Los titulos
hemoliticos para los GR de diferentes especies,
establecidos sobre placa hemolitica Microtiter,
fueron los siguientes: 1/8 sobre B. arenarum,
1/16 sobre L. chaquensis, 1/32 sobre Homo,
1/16 sobre conejo, 1/32 sobre rata y 1/32 so-
bre raton.

El tratamiento con zymosdn anulé la acti-
vidad hemolftica casi completamente, tanto
en el suero como en los huevos. Otros trata-
mientos que disminuyeron la actividad sefialada
fueron los efectuados con salicilaldoxima y con
EDTA. La primera, a una concentracién 20mM
redujo la actividad a un 94% ; el EDTA anulo,
pricticamente, la actividad a todas las concen-
traciones usadas. Cuando se agregd Ca™ o Mg"™
al medio que contenfa EDTA se restaur6 la ca-

%Hemolisis

100

60
95
95
94
78
17

97
98
40

100

86

pacidad hemolitica. En cuanto al tratamiento
con EGTA, se observé que éste reducia la acti-

vidad de las ya sefialadas DHggy en un 40%
cuando se lo utiliz6 en una concentracién
10 mM, pero no afectaba pricticamente a aque-
lla cuando se lo us6 a 5 mM.

El tratamiento con hidracina a una con-
centracion de 15 mM no afecté practicamente
la hemolisis ni tampoco lo hizo el OHNH,
40 mM.

El efecto de la temperatura demostré que
el sistema es sensible a partir de los 47°C. A es-
ta temperatura se inactiva en un 60%en 30°.A
48°C se produce la inactivacion total en el mis-
mo tiempo.

En cuanto al contenido de los huevos, se
comprobé que el zymosdn anula la actividad
hemolitica, también lo hace el EDTA 10 mM
y la actividad puede restablecerse en un 86%
cuando se restituye el Mg** al medio.

La actividad hemolitica mencionada se
encontrd en ejemplares adultos, machos y hem-
bras, y también en ejemplares muy jovenes de
menos de 5,5 gr de peso.
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Los titulos de aglutinacién obtenidos fue-
ron siempre inferiores a los hemoliticos. Estos
Gltimos mostraron una gran variabilidad indi-
vidual que oscilaba entre 1/2 a 1/32.

La falta de correspondencia entre los titu-
los hemoliticos y los aglutinantes, y la constan-
cia de la DHg(, permitié tratarlos como feno-
menos independientes.

Los sueros conservados a -20°C mantuvie-
ron intacta su actividad hemolitica durante seis
meses.

Discusion

Los ensayos llevados a cabo en este traba-
jo estaban destinados no solamente a demostrar
la participacion del complemento en la activi-
dad hemolitica del suero y el contenido de los
huevos de Waglerophis, sino también a dilucidar
cudl de las vias de activacién se pone en marcha
en el mecanismo. Todos los resultados obteni-
dos indican, con un elevado margen de razona-
bilidad, que en el caso que nos ocupa eés la via
alterna la responsable de la actividad citolitica.

Es un hecho comprobado que el trata-
miento con los polisacdridos de la pared de la
levadura de cerveza (zymosin) elimina el Cy
del medio, interfiriendo, por lo tanto, en la ac-
tividad de la via alterna (Margni, 1982). En
nuestros ensayos tal tratamiento inhibi6é prdc-
ticamente toda la actividad ‘hemolitica. Tam-
bién es sabido que la salicilaldoxima a una con-
centraci6n de 20mM, no tiene mayor efecto
sobre la via cldsica pero inhibe significativamen-
te la via alterna (Ourth & Wilson, 1982). Las
pruebas con el suero de Waglerophis indican
que éste se comporta seglin se espera para una
activacién alterna. Los ensayos con los com-
puestos de amonio, hidracina e hidréxido de
amonio, no disminuyeron la actividad en for-
ma significativa. Estos hechos son coherentes
con la actividad tipo via alterna, pues los com-
puestos de amonio afectan al C4(Ourth & Wil-
son, 1982), inactivando, por consiguiente, la
via cldsica.

En cuanto al efecto de los compuestos
quelantes EDTA y EGTA, se ha comprobado en
el presente trabajo que ambos afectan la hemé-
lisis, pero de diferente manera. Cuando se uti-
liza EDTA solamente, se inactiva el mecanismo
de las concentraciones usadas; en cambio, el
EGTA sélo lo afecta parcialmente, a la mayor

concentracion. A la menor concentracién (5
mM) no disminuye la capacidad hemolitica del
suero. Es un hecho comprobado que el EGTA
tiene la capacidad de unir fuertemente el Ca™",
dejando Mg™ en solucién. Esto es coinciden-
te con el mecanismo de la via alterna, que es
magnesio dependiente, a diferencia de la via
clisica que necesita de calcio y magnesio si-
multdneamente (Margni, 1982).

El Gnico hecho diferente a los observados
en el sistema de los mamiferos, en los cuales no
s puede activar ninguna de las dos vias con
Ca"™ solamente, es el resultado de agregar Ca""
al suero EDTA. Esto demostraria que en el
suero de Waglerophis se puede activar la via al-
terna con el agregado de este cation, a diferen-
cia de lo que ocurre en los mamiferos. Creemos
que estos hechos estdn indicando que la via
alterna de Waglerophis es diferente y menos exi-
gente que la de los mamiferos, pues solamente
necesita de uno solo de cualquiera de los dos ca-
tiones mencionados.

Los hechos sefialados indican que cuando
se usan inhibidores de la via alterna, la actividad
desaparece, pero que no se afecta por los inhi-
bidores de la via cldsica, y que esta via alterna
es mds primitiva en cuanto a sus requerimientos
de cofactores metélicos.

Esta funcién de la via alterna que se acti-
va en presencia de células heterélogas, ya ha si-
do observada en peces (Ourth & Wilson, 1982).
anfibios (Ferndndez, 1985) y aves (Koch, Jose-
phsen, Nicolaisen & Simonsen, 1982), lo cual
nos lleva a sostener que la via alterna es filoge-
néticamente antigua, y deja abierto el interro-
gante sobre si existen realmente, fuera de los
mamiferos, dos vias diferentes de activaciéon del
Ch

Acerca del significado biolégico de esta
actividad hemolftica natural en el suero de Wm,
creemos que puede tratarse de un mecanismo
defensivo inespecifico frente a bacterias o pro-
tozoarios. Es probable que algunos microorga-
nismos patégenos compartan determinantes an-
tigénicos con los globulos rojos de vertebrados,
posibilidad que ha sido sefialada por otros au-
tores (Kawaguchi, Kina & Muramatsu, 1980;
Jurd, 1978). A estos determinantes se unirfa
uno de los componentes del C’, posiblemente
Cz, de manera que se produciria una reaccién
cruzada que implicarfa activacion del sistema de
C’ por sustancias presentes en estos GR.
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El hallazgo de actividad hemolitica en los
huevos no embrionados de este ofidio pone de
manifiesto otro hecho interesante. Es muy pro-
bable que esta alta actividad hemolitica de los
huevos constituya una forma de transmisién
de un mecanismo defensivo desde la madre a
la cria en estos ofidios. Esto se ve apoyado por

el hecho de haber encontrado actividad;hemo-

litica en animales de pocos dias de edad.

La transmisién de mecanismos defensi-
vos en forma de moléculas de inmunoglobu-
linas para proteger la prole en las primeras se-
manas de vida es un hecho comin a las aves y
‘mamiferos. En todos los casos descriptos en
la literatura se han detectado anticuerpos que
se transfieren a través de la placenta, calostro,
o los huevos en las aves. Pero no tenemos in-
formacion sobre la transmision defensiva que
implique a los componentes del C’.

Creemos que este es el aspecto mds llama-
tivo de los hallazgos, pues de ser éste un meca-
nismo de transmisién de defensa natural inespe-
cifica constituiria una forma no descripta hasta
ahora,

Conclusiones

El suero sanguineo de Waglerophis merre-
mi (Wagler) posee actividad litica contra eritro-
citos de mamiferos dependiente de la via alter-
na del complemento. Esta constituye a nuestro
criterio una forma de defensa inespecifica natu-
ral contra antigenos celulares extrafios.

El mecanismo de activacion de la via al-
terna en estos animales es menos exigente que
la de los mamfferos pues se puede activar con
Ca™* o Mg"" indiferentemente.

Estos ofidios transmiten un mecanismo
de defensa inespecifico 2 sus crias a través de
los hucvos en forma de una elevada actividad
de complemento que se activa espontdneamente

por la via alternativa contra las células extrafias
mencionadas.
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