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Resumen: Los venenos de las serpientes han evolucionado con el pro-
pésito de dominar, inmovilizar y digerir a sus presas, ademas de servir
como defensa frente a sus depredadores. Por lo tanto, las toxinas que
los conforman estan disefiadas especificamente para alterar o inhibir de
manera precisa las funciones metabdlicas y fisioldgicas de sus presas o
depredadores naturales. Por ejemplo, las metaloproteasas actuan prin-
cipalmente alterando las uniones endoteliales, las fosfolipasas A, dafian
los tejidos del musculo esquelético y las toxinas de tres dedos afectan
la transmisién de las sefiales eléctricas en las uniones sinapticas neuro-
musculares. Por ende, el envenenamiento ocasionado por las mordeduras
de serpientes se caracteriza de acuerdo con los sintomas fisiopatologi-
cos, hemocitotdxicos, miotoxicos y neurotdxicos que exhiben sus presas
o personas durante un accidente ofidico. Actualmente, las hipotesis sobre
los mecanismos de accion toxica y las potencias de los componentes in-
dividuales del veneno siguen bajo debate, al igual que las hipotesis sobre
los principales factores que determinan la amplia variabilidad en la com-
posicion de los venenos. Comprender los determinantes de la variabilidad
y composicién de los venenos de serpientes es fundamental, ya que es-
tos elementos juegan un rol principal en el desenlace de los envenena-
mientos causados por estos reptiles. En este capitulo presentamos una
revision integral de la complejidad en la composicion de los venenos de
serpientes, detallando la naturaleza bioquimica y funcional de sus toxinas,
y destacando su actividad durante el envenenamiento.
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1. Conceptos basicos sobre los venenos de las
serpientes

1.1 Sistemas de inoculacion del veneno

La capacidad de las serpientes de constrefiir e inocular toxinas a sus
presas, son tal vez, dos de los rasgos biolégicos mas conocidos y sor-
prendentes de estos reptiles. En particular, los sistemas de inoculacién
de veneno han recibido gran atencién debido a su sofisticada especializa-
cion, rutas evolutivas y convergencias ecoldgicas [1-3]. Los mecanismos
de inoculacién de toxinas se han estudiado principalmente en familias
altamente venenosas como Elapidae (p. ej., corales, cobras) y Viperidae
(p. €j., viboras, serpiente cascabel), y mas recientemente en la familia
Colubridae (p. €j., corredoras, cazadoras, bejuquillos, etc.), la familia de
serpientes con el mayor numero de especies del mundo [1].

El aparato venenoso de las serpientes de las familias Viperidae, Elapidae
y Colubridae, cuenta con cuatro unidades o elementos basicos para su fun-
cionamiento eficiente. Primero, el veneno debe producirse y almacenarse
en un depésito (=glandula). Segundo, este debe ser transportado al lugar
previsto para su inoculacion. Tercero, se requiere de un mecanismo para li-
berar el veneno hacia un organismo objetivo, minimizando el riesgo de pér-
dida. Cuarto, requiere un mecanismo de propulsidon que rodee el reservorio
(=glandula), que permita el flujo de veneno a través del sistema, desde el
sitio de almacenamiento inicial hasta el organismo objetivo [4].

Especificamente, las glandulas venenosas y las glandulas accesorias, los
conductos conectores, los colmillos y los musculos estriados que rodean
las glandulas, representan el aparato venenoso en su totalidad. Los primeros
tres componentes se presentan en pares, uno a cada lado de la cabeza de la
serpiente ubicados en la regién temporal y terminando en la region maxilar.
Las fibras musculares cubren un area ligeramente mas amplia de la cabeza
de la serpiente y forman parte del sistema de compresion que permite libe-
rar el veneno. Los mecanismos para la mordedura y propulsién del veneno
estan compuestos por musculos digastrico, pterigoideo, temporal anterior y
temporal posterior, que se encuentran a cada lado de la cabeza [5].

El aparato venenoso de las serpientes se caracteriza por sus colmillos,
los cuales siempre se encuentran en la maxila superior y nunca en ningun
otro hueso portador de dientes [6]. Las serpientes con colmillos presentan
cuatro tipos de arquitectura dental (Figura 1): colmillos frontales cortos, con
canales abiertos o parcialmente cerrados que conducen el veneno a través
de un surco visible que conecta con los orificios (denticion proteroglifa: Ela-
pidae y Atractaspididae, como las serpiente coral o la serpiente aspid afri-
cana, respectivamente; Figura 1C); colmillos frontales largos y tubulares con
conductos cerrados que transportan el veneno una superficie lisa entre los
orificios (denticion solenoglifa: Viperidae, cascabeles o viboras; Figura 1D); y
colmillos acanalados sélidos y agrandados ubicados en el extremo poste-
rior del maxilar (denticion opistoglifa: colmillos traseros de falsas cobras de
agua; Figura 1B); estos esta presentan en numerosos linajes de colubridos
(los surcos pueden estar presentes en la regidén anterior, posterior, lingual o
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labial del colmillo). La posicidon frontal de los colmillos en las estructuras de
los proteroglifos y solenoglifos difiere no sélo en la estructura de los colmi-
llos, sino también en el alto nivel de libertad cinematica del hueso maxilar.
En los solenoglifos, los colmillos pueden ocupar posicién casi paralela al
paladar cuando las dos estructuras estan en reposo y cercanas entre si,
permitiendo un giro de mas de 120 grados a lo largo del eje anteroposterior
para colocarlos directamente hacia la presa objetivo [4].
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Figura 1. Tipos de
arquitectura dental

en serpientes. (A)

Aglifa (anaconda verde
Eunectes murinus, UF
84822). (B) Opistoglifa
(serpiente de casa

costera Thamnodynastes
pallidus, UMMZ 246849).
(C) Proteroglifa (serpiente
coral Micrurus nigrocinctus,
UMMZ 131984). (D) Solenglifa
(serpiente de cascabel
sudamericana Crotalus
durissus, UMMZ 119571).
Todas las imagenes fueron
obtenidas el 05/08/2023
de Morphosource bajo la
licencia CC BY-NC-ND 4.0.
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El origen evolutivo de los colmillos, asi como de los otros elementos
del aparato venenoso, ha sido objeto de controversia, ya que su evolucién
involucra varias fuerzas subyacentes que han impulsado su diversifica-
cion [2]. A pesar de las incdgnitas evolutivas no resueltas, la mayoria de
los estudios coinciden en que los colmillos frontales presentes en los
vipéridos y elapidos, derivaron independientemente de las serpientes con
colmillos traseros (Colubridae), lo que refleja una evolucidon convergente
[4]. La evolucion del sistema de inoculaciéon de veneno se ha asociado
frecuentemente con especializaciones en la dieta y ecologia de estos rep-
tiles. Por ejemplo, entre las serpientes venenosas, existen dos estrate-
gias de caza predominantes: las serpientes con colmillos traseros y los
elapidos suelen exhibir una estrategia de morder y sujetar (constriccion),
mientras que la mayoria de las vipéridos y Atractaspis utilizan una estra-
tegia de morder y soltar, lo cual parece estar asociado al tamafio de la
presa [2,7]. Por lo tanto, el alargamiento del colmillo sugiere que ha sido
una adaptacion impulsada por el comportamiento de ataque mas que la
mayor tensién (fuerza de estiramiento) asociada con cambios estructura-
les en el aparato venenoso [2].

Dado que las serpientes se mueven lentamente y tienen una tasa me-
tabdlica baja, el aparato venenoso descarga rapidamente el veneno en
la presa para asegurar la presa, o como forma de defensa contra los de-
predadores, reduciendo asi el gasto energético [5]. Hay dos mecanismos
generales para la liberacién del veneno. EL primero, presente en los vipé-
ridos y elapidos, es un sistema de inoculaciéon alta presién en el que se
libera rapidamente un flujo de veneno mediante el aumento repentino de
presion. EL segundo, presente en los colubridos con colmillos traseros, es
un sistema de inoculacién de baja presion, donde la liberacién del veneno
es mas prolongada [1]. En este sistema de baja presion, la liberacion de
veneno es provocada por la fuerza mecanica obtenida cuando los colmi-
llos penetran en la presa. En el sistema de alta presion, la accién directa
de los musculos de la mandibula sobre la glandula del veneno genera una
presion que provoca una rapida liberacion del veneno. El sistema de alta
presion posee un sello hermético entre el conducto y el colmillo, ase-
gurando que se mantenga la presién en todo el canal de conduccion e
impulsando el veneno hacia la presa. En contraste, en el sistema de baja
presion carece de este sello hermético, lo que resulta en una menor pre-
sion del flujo de veneno [1].

Las serpientes de la familia Colubridae poseen un aparato «venenoso»
diferente (ver Capitulo 4). La glandula de Duvernoy, que es homologa a la
glandula venenosa y esta ubicada en una posicién similar, carece de un
gran lumen en su reservorio, asi como de los musculos de compresion a
su alrededor de la glandula. Este sistema utiliza presiones relativamente
mas bajas que el sistema de inoculacién presente en los vipéridos y elapi-
dos, liberando las secreciones lentamente en el epitelio bucal adyacente
a los colmillos posteriores de la maxila, los cuales puede o no ser acana-
lados [1,2,7,8]. La estructura de la glandula de Duvernoy varia ampliamen-
te entre las especies de colubridos, desde estar ausente hasta presentar
una glandula puramente serosay bien diferenciada [3]. De manera similar,
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las secreciones de esta glandula muestran un grado significativo de va-
riabilidad en su composicion, produciendo toxinas de origen enzimatico
digestivo o pancreatico, asi como fosfolipasas, fosfodiesterasas y protea-
sas [3] (ver Capitulo 4).

La investigacion inicial sobre los venenos de serpientes se centra en
sus propiedades toxicas y secreciones orales. Es evidente que los compo-
nentes de los venenos, incluidos los de las glandulas de Duvernoy, tienen
multiples funciones bioldgicas e incluso fines biotecnoldgicos [5] (ver Ca-
pitulos 4 y 10). Los sistemas venenosos de elapidos y viboras difieren en
tamafio y morfologia, pero todos comparten un disefio basico similar de
composicion y funcién.

1.2. Definicion de venenos

Para definir el veneno con precision, seguimos la propuesta de Arbuckle et
al. [10], quienes definen el veneno como «una sustancia bioldégica produci-
da por un organismo que contiene moléculas (toxinas) que interfieren con
los procesos fisiolégicos o bioquimicos en otro organismo. El organismo
venenoso ha desarrollado esta sustancia para proporcionarse beneficios
(alimentacion y/o defensa) al inocularla sobre otro organismo. El veneno
se produce y almacena en una estructura especializada y se transfiere ac-
tivamente a otro organismo a través de una lesion causada por un sistema
de inoculacion especializado».

En un contexto bioldgico, el término «tdxico» se refiere a la propiedad
letal de una sustancia quimica, expresada como la dosis letal media (DL,,)
o la dosis letal absoluta (DL,,), generalmente identificada y caracterizada
en condiciones de laboratorio definidas. EL término «venenoso» se refiere
a la funcién o rol bioldgico de la secrecién de una sustancia producida
por un animal que se utiliza para la defensa o la obtencién de otro animal
como presa [6]. La observacién del animal en su habitat natural suele ser
la base para concluir si una secrecion se utiliza como veneno. Los dos
términos se basan en conceptos diferentes, por lo que hay mas en juego

que la mera semantica [3].

Los venenos son mezclas de proteinas, enzimas, péptidos, iones, car-
bohidratos y trazas de otras moléculas, producidas en las glandulas y
secretadas a través de sistemas especializados para someter a las presas,
digerirlas o disuadir a los depredadores (p. €j., venenos de serpientes,
escorpiones o arafias, entre otros). Por el contrario, lo que se denomina
como «ponzofa» (para relacionarlo con el término poison, en inglés) esta
compuesto por sustancias que se concentran en el cuerpo de ciertos
organismos o regiones anatomicas de los mismos. Puede causar efectos
adversos en otros organismos que los manipulan o consumen (p. ej., espi-
nas de pez ledn o piel de ranas venenosas que se encuentran en la familia
Dendrobatidae). Las toxinas son sustancias producidas por organismos
vivos que pueden alterar la homeostasis de otros organismos estan ex-
puestos a ellas [10].
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Figura 2. ;Venenoso =
Peligroso? Un toxicologo

clinico describiria una

Bothrops asper como
venenosa porque

su mordedura tiene
consecuencias nefastas

para los humanos y

muchos mamiferos como
los perros. Sin embargo,

para la serpiente cazadora

Clelia clelia (musurana),

una B. asper es una comida
deliciosa y no venenosa

segun la definicién que

requiere la muerte o una
actividad farmacoloégica

adversa [20-23].

Ambos términos involucran la composicion de toxinas, y la toxinologia
es el estudio de estas sustancias. Se trata de una rama de la toxicologia
que se encarga de estudiar las moléculas producidas por organismos vi-
vos. Estas moléculas se reconocen como venenos cuando son inoculados
de forma activa por un animal a otro; y como ponzofia cuando las toxinas
albergadas en los tejidos de animales, plantas, hongos y bacterias son in-
geridas, absorbidas o inhaladas por un organismo causandole dafio [4,11].

Ser venenoso es un rasgo ecologico funcional que se comporta como
intermediario en las interacciones entre dos o mas organismos. Sin em-
bargo, es importante comprender que el término «venenoso» no necesa-
riamente significa ser «peligroso» (Figura 2). El nivel de peligro depende
de la susceptibilidad al veneno por parte del organismo objetivo, asi como
de la cantidad de veneno que se inyecta. Por ejemplo, en el caso de una
mordedura seca (mordedura de serpiente sin inoculacion de veneno) [12],
es posible que el veneno ni siquiera llegue al organismo. El veneno es un
rasgo comun entre las serpientes de importancia médica (familias Elapi-
dae y Viperidae) [13]. Sin embargo, para algunas especies «no venenosas»,
como ciertos colubridos con colmillos traseros [19] (ver Capitulo 4), sus
secreciones causan sintomas leves de envenenamiento, o en casos poco
frecuentes coagulopatias que pueden poner en riesgo la vida las personas.

(No veneno SOJ

Musurana
Clelia clelia

Inofensiva Peligrosa

Peligroso Inofensiva (Venenosg,

Canis familiaris Bothrops asper

La composicion y actividad de los venenos de serpientes evolucion6
en paralelo con la fisiologia de sus presas y, posiblemente, de sus de-
predadores naturales. Aunque anteriormente se creia que los humanos
no habian ejercido una presion selectiva significativa en las funciones
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defensivas de los venenos de las serpientes, y que el envenenamiento se
consideraba un dafio colateral en la carrera armamentista quimica en-
tre las serpientes venenosas y sus presas [15], investigaciones recientes
sugieren que el veneno y el mecanismo de inoculacion de las cobras es-
cupidoras evolucionaron para hacer frente a los hominidos y mamiferos
que las amenazaban hace 2,5 millones de afos. El veneno de las cobras
escupidoras (p. ej., Hemachatus haemachatus, Naja sumatra) evoluciond
en parte para producir dolor severo en los hominidos que representaban
una posible amenaza para ellas [18]. Por lo tanto, existen multiples di-
mensiones de la evolucion del veneno de las serpientes que permanecen
inexploradas y requieren mas investigacion.

1.3. Variacion entre y dentro de las especies

Los venenos de serpientes muestran una notable variacién en su compo-
sicion y actividad biolégica, entre especies y dentro de sus poblaciones,
asi como en niveles taxondmicos superiores (familias y géneros). Esta
variaciéon se considera adaptativa porque permite a las serpientes diversi-
ficar su dieta de acuerdo con las presas facilmente disponibles o disuadir
a los depredadores [15]. La variabilidad del veneno tiene implicaciones
significativas tanto para la investigacion basica del veneno como para el
manejo del accidente ofidico, asi como en la seleccion de antiofidicos y
especimenes para la produccion de antiofidicos que aborden la fisiopato-
logia del accidente [15,19,20].

La variabilidad en los venenos se presenta en multiples dimensiones
(ver Capitulo 3) incluyendo variaciones entre familias, géneros, entre es-
pecies e intraespecificas (entre poblacién o sexos), asi como variacién
entre individual, a través de su desarrollo ontogenético, cambios estacio-
nales, dieta y habitats [21].

A nivel de familia, los venenos de los elapidos y los vipéridos presentan
diferencias significativas. Algunas toxinas son exclusivas de cada linaje, ya
que han sido incorporadas de manera Unica en los venenos de una familia
y no estan presentes en la otra. [22]. De manera similar, existen diferen-
cias en la composicion del veneno entre géneros dentro de cada familia
y entre especies dentro de cada género. El enfoque terapéutico debe ba-
sarse en el entendimiento de que los antivenenos se han desarrollado con
base en la comprension de la variabilidad de los venenos entre familias,
géneros, especies y regiones [15].

Recientemente, se ha reconocido que el veneno varia dentro de las
especies, incluidas variaciones regionales, asi como variaciones entre
edades y tamaros (ver Capitulo 2). EL veneno es un rasgo ecoldgico que
evoluciona de forma dindmica. La composiciéon del veneno de una ser-
piente también esta influenciada por la variedad de su dieta. Las serpien-
tes juveniles tienden a consumir presas diferentes a las de los adultos
de la misma especie, exhibiendo diferentes estrategias de alimentacion y
comportamiento. Por ejemplo, los juveniles pueden ser nocturnos mien-
tras que los adultos son mas diurnos. Como resultado, los juveniles pue-
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den emplear una estrategia de morder y sujetar, mientras que los adultos
pueden morder y soltar [15].

La variacion regional puede estar relacionada con diferencias ecolé-
gicas entre poblaciones, las cuales estan sujetas a mecanismos evolu-
tivos de seleccidon positiva o neutral sobre los sistemas venenosos de
las serpientes [23]. Esto sugiere que para que un rasgo evolucione rapi-
damente, como lo es el veneno, debe haber una diversidad hereditaria
significativa dentro de las poblaciones. Por ello, se ha hipotetizado que
las variaciones entre los venenos deberian ocurrir con mas frecuencia
en los miembros adultos de una poblacidén, mas que en otro segmento
poblacional [15].

En general, el marco conceptual molecular sobre el dinamismo de la
evolucién de los venenos esta bien establecido. Por ejemplo, los analisis
transcriptémicos y protedmicos del veneno de Bothrops atrox revelan que
los mecanismos de transcripciéon y traduccién facilitan la variacion fenoti-
pica de un veneno. La evidencia revela que los venenos contienen dos tipos
de proteinas: proteinas de funcion central conservadas, que son esenciales
para su funcionamiento adecuado, y proteinas adaptativas, que estan me-
nos conservadas, varian en expresion y pueden especializarse en su fun-
cion [19]. Estas observaciones sugieren que los mecanismos genéticos que
controlan la variabilidad del veneno se extienden mas alla de la seleccién
de copias de genes o mutaciones en genes estructurales. También incluyen
la seleccidon de mecanismos que controlan la expresion genética, contribu-
yendo a la plasticidad de los fenotipos de serpientes venenosas [19].

La variabilidad del veneno se produce debido a las trayectorias evoluti-
vas de las serpientes venenosas, asi como a la especializacion de algunas
de sus toxinas. Por ejemplo, los venenos tanto de las familias Elapidae
y Viperidae estan dominados por dos o tres familias de proteinas: fos-
folipasas A, (PLA)) y toxina de tres dedos (3FTx) para los elapidos, y me-
taloproteasas (SVMP), PLA, y serino proteasas (SVSP) para los vipéridos.
En promedio, estas familias de proteinas constituyen el 83% y el 67% del
proteoma del veneno de elapidos y viboras, respectivamente [24].

Los venenos de serpientes de la familia Elapidae son principalmente
neurotoxicos, mientras que los de la familia Viperidae inducen coagulo-
patias, hemorragias y dafos tisulares locales [25,26]. Esto se debe a la
prevalencia de las proteinas 3FTx y PLA, en el veneno de elapidos que
pueden causar debilidad similar a la miastenia gravis [27]. Esta debilidad
puede afectar a cualquier musculo; y si el bloqueo neuromuscular afecta
a los musculos de la respiracion, puede provocar la muerte [26,27]. Por
otro lado, el veneno de vipéridos tiene efectos principalmente hemoté-
xicos y miotdxicos. Los agentes identificados en el veneno de las viboras
incluyen proteinasas similares a la trombina que provocan coagulopatia
[28], hialuronidasas que alteran las matrices extracelulares, fosfolipasas
A, que causan inflamacién local y dolor [29], y metaloproteasas que con-
tribuyen a la hemorragia [30,31]. El resultado es una destruccion local del
tejido empeorada por el efecto coagulopatico [26].
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Existe una amplia variacion en los perfiles de veneno entre especies
dentro del mismo género [32-34]. Por ejemplo, los perfiles proteémicos
de los venenos de dos especies de vipéridos del género Bothriechis, B.
lateralis y B. schlegelli, muestran que los venenos de estas dos especies
contienen péptidos potenciadores de bradicinina (BPP) y proteinas PLA,,
serinoproteasas, L-aminoacido oxidasas (LAAO), proteinas secretoras ri-
cas en cisteina (CRISP) y metaloproteasas dependientes de Zn?* (SVMP).
Sin embargo, cada especie tiene una abundancia relativa diferente de
cada familia de proteinas. Ademas, cada veneno contiene componentes
distintos. Por ejemplo, B. lateralis contiene factor de crecimiento endote-
lial vascular (VEGF) y moléculas similares a lectina de tipo C, mientras que
B. schlegelii tiene inhibidores de proteasa de tipo Kasal [35].

Las proteinas del veneno de ambas especies de Bothriechis son simi-
lares en menos del 10%, lo que indica una divergencia significativa en la
composicion del veneno. A pesar de que ambas especies se adaptan a
habitos arbodreos, las caracteristicas bioquimicas de su veneno probable-
mente estén relacionadas con las caracteristicas de las presas que con-
sumen [32,35]. La composicidon de los venenos puede proporcionar pistas
para racionalizar los diversos signos de envenenamiento causados por B.
schlegelii y B. lateralis [35].

También existe variacion en el perfil del veneno de serpiente entre indi-
viduos de la misma especie, encontrandose diferencias intraespecificas por
ubicacién geografica [28,36,37]. Por ejemplo, se analizd a nivel de subespe-
cie la composicién y el perfil toxicolégico del veneno de la serpiente casca-
bel Crotalus simus en México. Los venenos de la subespecie C. s. simus, C.
s. culminatus y C. s. tzabcan difieren en la expresién del complejo neuro-
toxico «crotoxina». Crotalus s. simus tiene la mayor concentracién de cro-
toxina seguida de C. s. tzabcan, mientras que el veneno de C. s. culminatus
esta casi desprovisto de este PLA, neurotoxico. El analisis protedmico se
correlaciona estrechamente con los perfiles toxicolégicos. Por ejemplo, C.
s. simus contiene altas cantidades de crotoxina y serinoproteasas, mientras
que el veneno C. s. culminatus tiene mayores cantidades de metaloprotea-
sas y crotamina. Esto sugiere que la variacién geografica en la composicion
del veneno puede reflejar la seleccidén natural para alimentarse de presas
locales [38]. La creciente aparicion de crotamina en poblaciones de Crota-
lus es razoén suficiente para advertir sobre la necesidad de desarrollar un
antiofidico que pueda neutralizar esta toxina [36].

Asimismo, existe variacion en la composicion del veneno entre espe-
cies de serpientes jovenes y adultas debido a diferencias en la dieta [39].
Normalmente, las viboras jévenes se alimentan de animales ectotérmicos
(invertebrados, anfibios y reptiles), mientras que los adultos se alimen-
tan principalmente de pequefios mamiferos (endotermos) [38,40,41]. Este
cambio de dieta ha promovido numerosos estudios que buscan compren-
der los cambios ontogenéticos en los venenos de las serpientes [42,43].
Por ejemplo, los venenos de Bothrops obtenidos de adultos y recién naci-
dos revelaron diferentes actividades de coagulacién del plasma. La inves-
tigacion identificd dos perfiles de veneno distintos: los individuos jovenes
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tienen pocas miotoxinas PLA, K-49 y mas proteasas, mientras que los
adultos mostraron mucha mas PLA, K-49 pero menos proteasas [30,50].
El veneno de los neonatos es menos inflamatorio y hemorragico, pero
mas miotoxico y procoagulante en comparacion con el veneno de los
adultos que muestra mayor actividad hemorragica in vivo [45-47].

Se ha establecido que ciertos perfiles de veneno podrian variar entre
sexos, sugiriendo que esta es una adaptacion a la dieta diferencial entre
machos y hembras en algunas especies [38,41,48,49]. No obstante, anali-
sis de electroforesis de los venenos de 30 crias de una sola camada de Bi-
tis gabonica (vibora de Gabdn) reveld variaciones individuales, pero no se
observaron diferencias significativas acorde al sexo [49]. En las serpientes
colombianas, las relaciones entre la variabilidad del veneno y los rasgos
de historia de vida representan un campo poco explorado que requiere
mayores esfuerzos investigativos.

La accion del veneno, asi como su combinacién proporcional, estan de-
terminadas, al menos en parte, por el tipo de presa disponible para una
poblacién de serpientes [20,50]. Por ejemplo, es importante sefialar que las
toxinas CRISP abundan en los venenos de especies de colubridos como Te-
lescopus dhara (serpiente gato arabe) y Trimorphodon biscutatus (serpiente
lira occidental) que se alimentan de reptiles. El efecto hipotérmico toxico
de esta toxina es util para frenar el movimiento de presas ectotérmicas
«de sangre fria» [51]. Los determinantes en la variacion de los perfiles de
los venenos de serpiente es un campo de investigacion apasionante y sin
resolver, que requiere un enfoque multidisciplinario, asi como un arduo es-
fuerzo para revelar los mecanismos que generan sus intrincadas mezclas.

2. Lo esencial de los venenos de serpiente

2.1. Metaloproteasas de venenos de serpiente

Las metaloproteasas del veneno de serpiente (SVMP) causan hemorragia
en la microvasculatura de sus presas, lo que contribuye a su inmoviliza-
cidn, situacion que también se observa en los accidentes ofidicos. Ade-
mas, los SVMP inducen miotoxicidad, edema, dermonecrosis, formacion
de ampollas y trastornos de la coagulacién [52,53].

La mezcla de veneno contiene varias toxinas, incluidas las SVMP, que
pueden descomponer las proteinas en polipéptidos o aminoacidos mas
pequenos. Las SVMP son un tipo de endopeptidasas dependientes de zinc
que pertenecen a la subfamilia ADAM/Adamalisina/reprolisina, que forma
parte de la familia de las metzincinas [54,55]. Las metzincinas son meta-
lopeptidasas que tienen dominios cataliticos globulares. Muchos de estos
dominios son multidominio, contienen una secuencia consenso de ami-
noacidos de union al zinc, HEXXHXXGXX, y un giro B-1-4 que tiene un resi-
duo de metionina altamente conservado (giro Met). Este residuo forma una
base hidrofébica para el cofactor de zinc y los tres residuos de histidina
involucrados en la catalisis [56]. Por tanto, estas toxinas estan compuestas
por cinco dominios o unidades funcionales y/o estructurales. Primero, un
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péptido sefal que es un péptido corto (~ 16-32 aminoacidos) que incita a
una célula a translocar la proteina, y posteriormente, la SVMP que pueden
contener prodominio, metaloproteasa, desintegrina y rico en cisteina [56].

Sin embargo, las toxinas maduras (proteinas funcionales) del veneno,
pueden estar en diferentes combinaciones en los ultimos tres dominios,
lo que permite clasificarlas segun su masa molecular y composicién de
dominios. Las SVMP de tipo P-I tienen una masa molecular entre 20 y 30
kDa y presentan solo un dominio de metaloproteasa. Las SVMP de tipo
P-1l tienen una masa molecular entre 30 y 60 kDa y contienen dominios
de metaloproteasa y desintegrina. Las SVMP de tipo P-Ill tienen una masa
molecular entre 60 y 100 kDa y son ricas en dominios de cisteina ade-
mas de dominios de metaloproteasa y desintegrina [54,57,58]. La ultima
subclase se determina en funcién de modificaciones postraduccionales,
como el procesamiento proteolitico entre las proteinasas, los dominios
de desintegrina (clase P-llIb), la dimerizacion (P-llic), la adicién de pro-
teinas tipo lectinas de tipo C (P-llid) y los P-Ill candnicos inicialmente
descritos conocidos como P-llla [54,58].

La estructura del dominio metaloproteasa, el dominio mas caracteris-
tico de las SVMP, esta formada por cinco laminas B, cuatro hélices ay una
hélice a corta en el N-terminal. Las laminas B1, B2, B3 y B5 son paralelas
entre si, mientras que la lamina 34 es antiparalela a las otras laminas $3. EL
dominio se divide en dos partes (subdominios M y S) por la hendidura de
union del sustrato [65]. Dentro de esta hendidura, el Zn?* esta coordinado
por el atomo Ne2 de los residuos de histidina ubicados en las posiciones
142,152 y 156, asi como por moléculas de agua cataliticas.

Debajo del sitio activo se encuentra la cadena lateral de un residuo
de metionina altamente conservado que forma una base hidrofoba para
el cofactor de zinc y constituye el giro Met, una caracteristica altamente
conservada dentro de la familia de las metzincinas [59]. Ademas, estas
enzimas requieren un ion Ca? para estabilizar su estructura, y la ubica-
cion de este catidon es estructuralmente opuesta a la hendidura de union
del sustrato [58,59]. El sitio activo del dominio metaloproteasa incluye un
residuo de glutamato (Glu143) que participa en el inicio del ciclo catalitico
al desprotonar el agua catalitica (Figura 3).

Después de desprotonar el agua (cesién de un cation hidrégeno), el
grupo hidroxilo resultante actia como nucledfilo y ataca al carbonilo del
enlace peptidico que luego se hidroliza. Posteriormente, se forma un oxia-
nion que se estabiliza mediante el cofactor Zn?". Finalmente, los electro-
nes dislocados en el oxigeno vuelven a su enlace original y los productos
de la reaccion se liberan con la ayuda de nuevas moléculas de agua [60].

Las SVMP tienen una hendidura de union al sustrato que desempefia un
papel crucial en la union y estabilizacion de este para una mayor reaccion
catalitica. Ademas, los residuos cataliticos y la coordinacién del zinc tam-
bién contribuyen a la reaccion. La hendidura contiene subsitios, incluidos
S1, S2, S3, ST, S2’ y S3’, que interactuan con las cadenas laterales del sus-
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trato. El sitio activo de la enzima sirve como centro, con S1 a S3 ubicado
desde el sitio activo hasta el N-terminal, y S1" a S3’ ubicado desde el sitio
activo hasta el C-terminal. El enlace peptidico que se va a hidrolizar se en-
cuentra en el centro del sitio activo y el sustrato tiene sitios complementa-
rios de la siguiente manera: los sitios P1 a P3 interactlan con los subsitios
S1a S3 de la enzima y los sitios P1” a P3’ interactlan con S71° para subsitios
S3’ de la enzima. Esta nomenclatura permite una descripcién exacta de la
interaccion entre la enzima y el sustrato o inhibidores [60,61] (Figura 4).

Figura 3. Estructura de

una SVMP P-I: (A) Muestra
la disposicion de la
estructura secundaria,
incluidos Met166 y giro Met
(Met-turn). (B) Muestra la
posicion del ion zinc (esfera
gris), su coordinacion y los
residuos cataliticos. (C)
Representa el sitio activo
de la enzima. La figura

se preparo a partir de la
estructura con el codigo
PDB 2W15 usando VMD
(Visual molecular dynamics).
Figura elaborada por Lina
Maria Preciado Rojo.

A

N-terminal . C-terminal
Figura 4. Subsitios S3 S1 52

de una SVMP P-I. (A)
Representaciones
esquematicas de subsitios
de la enzimay su
interaccion con sitios del
sustrato. La flecha roja
sefala el enlace peptidico
que se va a hidrolizar. (B)
Sitio activo de la enzima
y los residuos cataliticos.
(C) Cadena lateral de los
residuos implicados en
los subsitios de la enzima
mediante una clave de
color. Rojo: S1, azul: S2’,
verde claro: S3’ y morado:
S71. (D) Superficie de la
enzima y ubicacion de los
subsitios con la misma
clave de color que C. La
figura se preparo a partir
de la estructura con codigo
PDB 2W15 usando VMD
(Visual molecular dynamics).
Figura elaborada por Lina
Maria Preciado Rojo.
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2.2. Efectos bioloégicos inducidos por SVMP

Hemorragia

Esta actividad puede ser local o sistémica y depende del catalizador. Se
ha propuesto una hipotesis de dos pasos para explicar cdmo estas toxinas
inducen hemorragia [52]. Inicialmente, las SVMP hidrolizan el sustrato en
la membrana basal (MB), como el colageno tipo IV, la laminina, el nidégeno
y el perlecan. Esto debilita la estabilidad mecanica de la MB y aumenta la
distensibilidad de la pared del microvaso. Ademas, las SVMP pueden de-
gradar otras proteinas, incluidas aquellas implicadas en la uniéon de la MB
a la matriz extracelular de los musculos, como los colagenos no fibrilares
VI, XIlI, XIV, XV, XVI y XIX, asi como el colageno fibrilar tipo V [53,62,63].

En el segundo paso, las fuerzas hemodinamicas actuan sobre la mi-
crovasculatura, incluida la tension de corte y la presion hidrostatica sobre
la pared del microvaso. Estas fuerzas potencian la distension de la pared,
provocando su rupturay la extravasacion de globulos rojos [58] (Figura 5).

o Primer paso Segundo paso

Figura 5. Representacion
esquematica del modelo

2 de dos pasos para la
hemorragia inducida por
SVMP. EL primer paso
implica la hidrolisis

de componentes de la
membrana basal (MB)

que desestabiliza la
interaccion entre las células
endoteliales y la MB. En el
segundo paso, las fuerzas
biofisicas contribuyen

a la potenciacién de la
distensién capilar de la
pared de los microvasos,

lo que lleva a su alteracion.
Para mas detalles, consulte
el texto. Imagen creada con
Bio Render.

Extravasacion

Coléageno tipo IV

Perlecan j:ti
Tﬁé?uﬁé[s de -

componentes

de BM

L Laminina

| Nigsgeno

Hay dos tipos de hemorragia, por rexis y por diapédesis. La hemorragia
por rexis es caracteristica de la microvasculatura capilar. En este caso,
la extravasacion se produce a través de huecos formados en la pared del
vaso, como se describié anteriormente. Ademas, el grosor de la célula
endotelial disminuye, lo que debilita la pared capilar [52,53,64]. Aunque
la hemorragia inducida por SVMP es causada principalmente por el modo
por rexis, el mecanismo por diapédesis se observa en las vénulas donde
los eritrocitos escapan a través de uniones intercelulares ensanchadas en
lugar de a través de espacios en las células endoteliales [65].

Ademas, las SVMP inducen apoptosis (muerte celular programada) de
las células endoteliales [66-70]. En ciertos casos, los niveles de proteinas
antiapoptoticas de la familia BCL-2 no se ven afectados, mientras que en
otros casos los niveles de BCL-XL, otra proteina antiapoptotica, disminu-
yen [67,70]. Ademas, se ha observado la activaciéon de las caspasas 3y 8
[67,70]. Estas proteasas participan en la cascada de sefializacién intrace-
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lular que conduce a la apoptosis celular. Las SVMP pueden aumentar los
niveles de expresidon de varias metaloproteasas de matriz (MMP) [71], lo
que puede aumentar su efecto hemorragico al degradar la matriz extra-
celular y una mayor debilidad de la interaccion de las células endoteliales
derivadas de la médula osea.

Existe una clara diferencia en la potencia de las SVMP para inducir
hemorragia. Especificamente, las SVMP P-Ill y P-1l son mas hemorragicas
que las SVMP P-I. El mecanismo molecular subyacente a este fendmeno
aun no se ha dilucidado por completo, pero algunas hipétesis proporcio-
nan informacién sobre este tema. En primer lugar, las SVMP P-Il y P-Ill
contienen desintegrina, dominios ricos en cisteina y, en algunos casos,
un dominio de lectina de tipo C (P-IIl). Estos dominios pueden dirigir las
toxinas a objetivos especificos en la microvasculatura, concentrandolas
en areas donde pueden causar el mayor dafio [58,61].

Por ejemplo, el dominio desintegrina puede dirigirse a las integrinas
expresadas en la membrana celular de las células endoteliales [72]. Por
lo tanto, las SVMP P-Il y P-1ll muestran un patron de co-localizacion con
colageno tipo IV en la pared del vaso. Por el contrario, las SVMP P-I, que
carecen de dominios adicionales, estan ampliamente distribuidas en la
matriz extracelular y no se concentran en los vasos [73,74].

Ademas, los estudios han demostrado que el inhibidor de la protei-
nasa plasmatica a2-macroglobulina inhibe las actividades proteoliticas
y hemorragicas de varias SVMP P-I, pero no tiene capacidad inhibitoria
para las SVMP P-Il y P-Ill [75-77]. Aun se desconoce la base estructural
de estas diferencias. Sin embargo, una hipotesis es que los dominios adi-
cionales encontrados en P-Il y P-Ill crean obstaculos para la unién de la
a2-macroglobulina, lo que resulta en una falla en el reconocimiento. Este
descubrimiento también puede explicar la capacidad de las SVMP P-Il y
P-11l para causar hemorragia sistémica, ya que la a2-macroglobulina no las
limita una vez que ingresan a la circulacion sistémica, mientras que las
SVMP P-I son rapidamente inhibidas por este inhibidor de la proteasa [53].

Otro aspecto importante relacionado con las SVMP es que las de tipo
P-1 difieren significativamente en su capacidad para inducir hemorragia
[78-80]. Aunque tienen actividad proteolitica similar hacia varios sustra-
tos in vitro, algunas de estas enzimas causan hemorragia mientras que
otras no [63,79,80]. Se observaron diferencias significativas entre los
SVMP hemorragicos y no hemorragicos en su capacidad para hidrolizar
los componentes de la MB in vivo. La toxina BaP1 de P-1 SVMP hidroliza el
colageno tipo IV y el perlecan en mayor medida que la SVMP P-I no he-
morragica, llamada leucurulisina-A. El analisis protedmico de los exuda-
dos recolectados del tejido muscular inyectado con estas SVMP también
reveld diferencias en los tipos de componentes de la matriz extracelular
presentes [63].

Sin embargo, los determinantes estructurales detallados de la activi-
dad hemorragica de los SVMP P-| siguen siendo en gran medida descono-
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cidos. Por lo tanto, la posibilidad de predecir el potencial hemorragico de
los SVMP basandose en el andlisis de estructura o secuencia sigue siendo
incierta. Sin embargo, una hipdtesis reciente sugiere que las diferencias
en la dindmica de un bucle ubicado cerca del sitio catalitico pueden ex-
plicar la variable actividad hemorragica [82].

Otro hallazgo importante fueron las diferencias en las superficies elec-
trostaticas entre este tipo de proteinas [83]. Recientemente se han uti-
lizado herramientas bioinformaticas para predecir la interaccion de las
SVMP P-I hemorragicas o no hemorragicas con sus sustratos naturales,
como los dominios de colageno tipo IV, perlecan y laminina [84]. Las SVMP
P-1 hemorragicos pueden formar complejos cataliticos con sus sustratos,
mientras que las SVMP P-I no hemorragicas no pueden. Ademas, las SVMP
P-1 no hemorragicas pueden tener un area de volumen mayor de la hen-
didura de unidn al sustrato que las SVMP de P-1 hemorragicas. A pesar de
todos los resultados descritos, se necesitan mas estudios para aclarar la
actividad hemorragica entre los tipos de SVMP P-I.

Mionecrosis y deterioro de la regeneracion muscular

La inoculacion de SVMP produce dafio muscular necrético (mionecrosis)
causado por una hemorragia inducida por las mismas toxinas. El sangrado
afecta el suministro de sangre al tejido afectado, lo que provoca isque-
mia. La isquemia puede causar hipoxia y dafio a las células musculares
[30,80,85]. Este efecto puede contribuir a la actividad miotdxica inducida
por otras toxinas del veneno de serpiente, principalmente las fosfolipasas
A, (PLA)).

El proceso de regeneracién muscular después de una lesion requiere
tres condiciones: suministro sanguineo intacto, restitucién de la union
neuromuscular y MB intacta [86]. Ademas, esta implicada una interaccién
sincronizada entre varias sustancias y células inflamatorias. Las SVMP
afectan dos de estos requisitos al degradar los componentes de la MB, lo
que resulta en un debilitamiento de la pared de la microvasculatura y la
extravasacion del contenido de los vasos. La necrosis del musculo liso en
la pared de las arterias intramusculares causada por SVMP puede afectar
la regeneracion muscular al disminuir el suministro de sangre [87,88]. El
oxigeno y los nutrientes hacia el tejido afectado disminuyen y el proceso
de regeneracion muscular se ve afectado [85].

Formacion de flictenas y necrosis de la piel (dermonecrosis)

La formacion de flictenas inducida por las SVMP es causada por su ac-
tividad catalitica contra los componentes de la MB ubicados en la unién
dermoepidérmica [71,89,90]. Las SVMP hidrolizan colageno tipo IV, lamini-
na y nidégeno, entre otras proteinas, en los fluidos de la flictena [89,90].
Después de esta hidrolisis, la epidermis se separa de la dermis, dando
como resultado la formacién de una ampolla que acumula principalmente
fluido plasmatico, favorecido por el proceso inflamatorio, asi como fibri-
négeno y fibrina que son degradados por varias SVMP. La dermonecrosis
puede ocurrir cuando las células se desprenden y luego mueren, y poste-
riormente tiene lugar un proceso regenerativo ineficiente, ya sea con o sin
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Figura 6. Reaccion
catalizada por las PLAs.

formacién de cicatriz [96]. Sin embargo, se necesitan mas estudios para
obtener mas informacién sobre este tema.

Edema e inflamacion

Hipotéticamente, la actividad formadora de edema de las SVMP esta re-
lacionada inicialmente con la extravasacién del contenido de los vasos
sanguineos al espacio intersticial. Sin embargo, esta hipodtesis ha sido
refutada parcialmente de forma experimental. Por ejemplo, al inyec-
tar dosis subhemorragicas de SVMP, se provoca edema, lo que sugiere
que este efecto es independiente de la extravasacién y es inducido
por eventos con multiples componentes [86]. Primero, se produce la
infiltracién de leucocitos en el 6rgano afectado. Luego, ocurre la de-
granulacion de los mastocitos y liberacion de histamina que también
puede conducir a la activacion de los macréfagos [71,91-93]. De manera
similar, las SVMP estimulan la liberacion de IL-1 e IL-6, lo que conduce
a un aumento del nivel de ARNm del factor de necrosis tumoral (TNF),
y resulta en la sobreexpresion de esta proteina responsable de los pro-
cesos de inflamacion [71,93,95].

2.3. Fosfolipasas A, del veneno de serpiente

Las serpientes venenosas emplean las fosfolipasas A, (PLA)) para provo-
car mionecrosis (muerte de células musculares), neurotoxicidad (paralisis
de los musculos respiratorios), inflamacion, dolor y alteracién de la coa-
gulacién sanguinea. Todos estos efectos contribuyen a la inmovilizacién
de la presa y pueden observarse en accidentes ofidicos.

Aspectos generales: clasificacion, reaccion catalitica y
estructura general

Existen dieciséis grupos de PLA, (1A, 1B, IA, 1B, IIC, 1ID, lIE, IIF, III, V, IX,
X, XIA, XIB, XlI, XIV) que se clasifican en funcion de su secuencia, masa
molecular, origen, posicién de enlaces disulfuro, requerimiento de calcio
y otras caracteristicas [95]. Las PLA, pueden hidrolizar el enlace ester de
la posicion sn-2 de los glicerofosfolipidos, produciendo un acido graso y
un lisofosfolipido (Figura 6).
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La familia de enzimas PLA, esta presente en una amplia variedad de
organismos, incluyendo animales, plantas, hongos y bacterias. Sin em-
bargo, entre los dieciséis tipos de PLA,, los encontrados en venenos de
serpientes pertenecen a los grupos IA, [IA 'y IIB [102]. Las PLA, del grupo
IA estan presentes en los venenos de los elapidos que en América estan
representados por las serpientes coral (Micrurus spp.). Estas PLA, tipi-
camente tienen una masa molecular entre 13 y 15 kDa, y presentan siete
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puentes disulfuro, uno de los cuales es exclusivo de este grupo y se en-
cuentra entre las cisteinas 11y 77.

Las PLA, del grupo IIA se encuentran en los venenos de las viboras,
como las serpientes de los géneros Crotalus, Lachesis, Bothrops y Porthi-
dum. La masa molecular de las PLA, del grupo IIA es como la de las PLA,
del grupo IA, también presentes en los venenos de los vipéridos, ambos
grupos con siete puentes disulfuro. EL puente disulfuro exclusivo en las
PLA, del grupo IIA se encuentra entre las cisteinas 50 y 137. EL grupo IIA
comprende otro conjunto de PLA, de veneno de serpiente, incluida una
enzima también aislada del veneno de la vibora de Russell (Daboia rus-
sellii) de Asia (India, Pakistan, Nepal, Sri Lanka, Bangladesh y Butan), y la
caracteristica Unica de esta proteina es que tiene un puente disulfuro
menos que las PLA, mencionadas anteriormente [95,96].

Las PLA, de elapidos y vipéridos tienen contrapartes humanas. Por
ejemplo, el grupo IB de PLA, pancreatico es homoélogo a las enzimas del
grupo IA. La PLA, sinovial pertenece al grupo IlIA y tiene una estructu-
ra similar a las proteinas del veneno de serpiente del mismo grupo. Sin
embargo, es bien sabido que las PLA, humanas no causan los efectos
nocivos observados en los venenos de serpiente. Estos efectos incluyen
neurotoxicidad pre y/o postsinaptica, miotoxicidad local y/o sistémica,
anticoagulacién, cardiotoxicidad, modulacién de la agregacién plaqueta-
ria, actividad hemolitica, edema e hipotensién, y dafio directo a organos
como el rifidn, pulmon e higado [97].

Las PLA, del veneno de serpiente se clasifican como proteinas ba-
sicas o acidas segun su punto isoeléctrico. La mayoria de las PLA, son
basicas. Aunque se sabe que las PLA, acidas tienen actividad catalitica,
generalmente carecen de efectos bioldogicos. Sin embargo, en algunos ca-
sos, muestran actividades miotoxicas y formadoras de edema [98,99]. Las
proteinas acidas también se han identificado en venenos colombianos,
que incluyen especies como Porthidium nasutum, P. lansbergii y Bothrops
asper [100-102].

Para explicar la variedad de efectos y las diferencias en la susceptibi-
lidad entre los distintos tejidos, se propuso un modelo que se ocupa de
los «sitios diana» en la superficie de las células o los tejidos objetivo [103].
El modelo sugiere que los «sitios farmacolégicos» especificos responsa-
bles de inducir cada actividad son reconocidos en dichos sitios diana,
los cuales se encuentran en la estructura tridimensional de las PLA,. El
modelo propone que los sitios farmacoldgicos pueden o no superponer-
se con el sitio activo. Los efectos farmacoloégicos inducidos por las PLA,
estan determinados por la alta afinidad entre la molécula diana y el sitio
farmacoldégico. Se supone que esto se debe a la presencia ubicua de fos-
folipidos en las membranas celulares. Es poco probable que estas sean
las moléculas diana que afirma el modelo. Por el contrario, es plausible
que los receptores sean glicoproteinas u otras proteinas que se expresan
de forma diferencial [103] .

Mezclas intrincadas: Buceando entre los venenos a
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Las PLA, de los venenos de serpiente son enzimas dependientes de
calcio (Ca*) que estructuralmente consisten en tres hélices a, dos lami-
nas B antiparalelas y un bucle de unién al calcio (Figura 7). Estas proteinas
tienen una longitud variable, que va desde 119 a 134 aminoacidos. El canal
hidrofébico involucrado en conducir el sustrato hacia el sitio activo esta
definido por residuos ubicados en dos de las hélices a (hélice a dos, resi-
duos 37-57, y hélice a tres, residuos 90-109, respectivamente), ademas de
la hélice N-terminal (hélice a uno) y los residuos Leu2, Val3, Phe5, His6,
Ile9, Trp19, Val31, Lys69, Ala1l02 y Ala103. El sitio activo esta formado por
His48, Asp49, Tyr52 y Asp99. Luego, el bucle de union al calcio coordina el
calcio necesario para la catalisis y esta formado por Tyr28, Gly30, Gly32 y
Asp49 [104] (Figura 7).

Las PLA, catalizan reacciones que pueden dar lugar a incoherencia
quimica debido a que las enzimas son solubles en agua, mientras que su
sustrato es anfipatico (una regién de la molécula es hidrosoluble y la otra
es liposoluble). Para superar este problema, las PLA, tienen una superficie
de union interfacial (i-face), que media su adsorcion en la interfaz lipi-
do-agua fuera de la membrana celular [104] (Figura 8A).

Para que se produzca una reaccién catalitica en la interfase, deben
tener lugar una serie de eventos, entre ellos, que el fosfolipido salga de la
membrana y llegue al sitio activo de la PLA,. El fosfolipido pasa a través
de un canal hidrofébico mediante un proceso de difusion que no requiere
energia. Después de localizar el sustrato en el sitio activo de la enzima,
el fosfolipido debe anclarse para reducir los grados de libertad del enlace
éster en la posicién sn-2. Esta fijacion la realiza el aminoacido en la posi-
cion 69 (Lys o Tyr) a través de un enlace de hidrogeno, generalmente con
el fosfato de la posicidon sn-3 [104] (Figura 8B).

Figura 7. Estructura general
de las PLA, del veneno de
serpiente. Las hélices alfa

uno, dos y tres se muestran

en azul, verde y amarillo,
respectivamente. El bucle de
union al calcio se muestra
en cian (azul verdoso) y el
ion Ca* se representa como
una esfera azul. Los puentes
disulfuro se presentan como
barras amarillas. Ademas, los
residuos cataliticos también
se muestran en barras
(His48, Asp49, Tyr52 y Asp99)
(la figura se prepard a partir
de la estructura con el
codigo PDB 2Q0G, cadena B).
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Tras el reconocimiento del sustrato y su desplazamiento a través del
canal hidrofébico, comienza el ciclo catalitico. La His48 se protona extra-
yendo un ion hidrégeno del agua, lo que genera un grupo hidroxilo (OH-)
que actua como nucledfilo. A continuacion, el OH- ataca el enlace éster
sn-2, lo que conduce a la formacion de un oxianidén que se estabiliza me-
diante el ion Ca?. Finalmente, los electrones dislocados del oxigeno vuel-
ven a su enlace original y se liberan los productos de la reacciéon [104,105].

Las PLA, del veneno de serpiente requieren actividad catalitica para in-
ducir la mayoria de sus efectos biolégicos. Sin embargo, desde 1984 [106]
se ha descubierto un subgrupo de estas toxinas que han sustituido su
residuo catalitico Asp49 por otros aminoacidos (principalmente Lys, pero
también se pueden incluir Gln, Ser y Arg). Esta sustitucién hace que las
nuevas proteinas sean enzimaticamente inactivas y se las conoce como
homologas de PLA, o miotoxinas similares a PLA,. Aunque no pueden hi-
drolizar los glicerofosfolipidos de la membrana, pueden causar miotoxici-
dad y edema [22,107].

Efectos biolégicos inducidos por las PLA,s de venenos de
serpientes

Miotoxicidad

Las PLA, del veneno de serpiente pueden inducir mionecrosis a través de
miotoxicidad. Aunque los eventos moleculares no se comprenden com-
pletamente, existe una descripcion detallada de los procesos celulares
que involucran el dafio de estas toxinas a las células musculares. En pri-
mer lugar, se sugiere que la miotoxina se une a la célula diana. Algunos
autores han identificado una proteina del musculo de conejo llamada
receptores tipo M [108]. El receptor tiene una masa molecular de 180 kDa
y contiene repeticiones en tandem de regiones homologas con los domi-
nios de reconocimiento de carbohidratos (CDR).

Un estudio reciente sugiere que la nucleolina, una proteina nuclear
que también se expresa en la membrana celular, puede interactuar con
una PLA, Lys49 y mediar en su internalizacion [109]. Posteriormente, las

Figura 8. (A) Representacion
esquematica de i-face.

El circulo negro indica

las regiones implicadas

en el reconocimiento

de la membranay la
adsorcion de la enzima

en la interfase lipido-
agua. (B) Representacion
esquematica de

la conduccién del
glicerofosfolipido al

sitio activo a través del
canal hidrofébico (HC).
Las lineas discontinuas
azules representan
interacciones hidrofébicas
y electrostaticas entre los
aminoacidos de la enzimay
los glicerofosfolipidos. Los
glicerofosfolipidos fueron
extraidos de Bio Render.
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PLA, alteran la membrana muscular. La PLA, Asp49 cataliza este proceso,
mientras que los homologos de la PLA, desestabilizan la proteina a traves
de interacciones hidroféobicas y electrostaticas con los glicerofosfolipidos.

Fernandes et al. [110] propusieron que estas toxinas tienen un estado
oligomérico que puede ser activado alostéricamente por una molécula
pequeia, probablemente un acido graso. La proteina se acopla entonces
a la membrana en un sitio especifico llamado Sitio de Acoplamiento de
Membrana (MDoS). Finalmente, las PLA, provocan la desestabilizacion de
los glicerofosfolipidos de membrana a través de la accion del Sitio de
Disrupcién de Membrana (MDiS) [111]. Estos eventos inducen cambios en
la selectividad y permeabilidad de la membrana muscular, lo que lleva a
una entrada masiva de calcio y despolarizacion celular. Ademas, se liberan
creatina quinasa (CK), deshidrogenasa lactica (LDH) y otras moléculas que
se utilizan como marcadores de miotoxicidad.

La concentracion elevada de iones de calcio en el citoplasma de las
células musculares conduce a una hipercontraccién del sarcémero, lo
que resulta en dafio mecanico. Los iones de calcio también inducen una
sobrecarga de las mitocondrias, lo que lleva a un dafio en la cadena trans-
portadora de electrones y la sintesis de ATP. Ademas, el calcio puede ac-
tivar las PLA, citosélicas que pueden aumentar el dafio intracelular, par-
ticularmente en organelos con membrana; y también puede estimular la
accion proteolitica de las calpainas, desencadenando la desorganizacion
del citoesqueleto. Finalmente, las PLA, del veneno de serpiente pueden
internalizarse, lo que lleva a un mayor dafo interno. Estos eventos final-
mente resultan en la muerte celular por necrosis (Figura 9), que es un
factor significativo en el envenenamiento por vipéridos, incluidos los de
Colombia (ver Capitulo 9) [111,112].

La miotoxicidad sistémica es otro efecto bioldgico conocido de algunas
mordeduras de serpientes, observado en Colombia en el caso de acciden-
tes con serpientes de cascabel (Crotalus durissus; ver Capitulo 9) [113].
Aunque los determinantes moleculares de este efecto son actualmente
desconocidos, se sugiere que la toxina podria unirse a sitios de baja afini-
dad en el area inyectada y luego distribuirse a otras regiones anatémicas
del cuerpo. Esta distribucion puede inducir miotoxicidad a través de los
eventos descritos anteriormente [119]. Las PLA, del veneno de serpiente
pueden causar actividad miotdxica que conduce a rabdomiélisis que pue-
de afectar la funcion renal al bloquear la filtracién glomerular debido al
exceso de mioglobina en la sangre. Esto en ultima instancia, puede resul-
tar en insuficiencia renal aguda (IRA) [114,115].
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Calpainas

Edema

La inyeccion intramuscular de PLA, de veneno de serpiente induce inflama-
cién, caracterizada por un aumento de la permeabilidad vascular, formacion
de edema, reclutamiento de leucocitos a los tejidos afectados y liberaciéon
de mediadores inflamatorios [116]. Sin embargo, cabe sefalar que los meca-
nismos por los cuales estas toxinas inducen este efecto no se comprenden
completamente. Las PLA, Asp49 pueden generar acido araquidonico que
sirve como punto de partida para producir eicosanoides que amplifican la
respuesta inflamatoria. Por el contrario, los homodlogos de PLA, inducen
edema y degranulacién de mastocitos de una manera cataliticamente in-
dependiente. Es evidente que la actividad enzimatica no es estrictamente
necesaria para causar estos efectos. Una variedad de moléculas enddgenas,
incluyendo histamina, 5-hidroxitriptamina, bradicinina, taquicininas, me-
tabolitos de acido araquiddnico, citocinas proinflamatorias y oxido nitrico
(NO), han sido implicadas en la actividad inflamatoria de las PLA, del veneno
[116,117]. Otras caracteristicas estructurales de las PLA, también estan im-
plicadas en la induccién de la inflamacidn. Sin embargo, se necesitan mas
estudios para dilucidar estas regiones moleculares [116,117].

Neurotoxicidad

La neurotoxicidad presinaptica o B-neurotoxicidad es otro efecto rele-
vante observado en algunas mordeduras de serpientes. Por ejemplo, las
infligidas por serpientes cascabel sudamericanas (Crotalus durissus) y las

Figura 9. Representacion
esquematica de los eventos
celulares que ocurren
durante la miotoxicidad
inducida por las PLA, del
veneno de serpiente. TEC:
cadena transportadora de
electrones; cPLA: PLA,
citosolica. La membrana
de la célula muscular

se ve alterada por
mecanismos cataliticos o
no cataliticos de las PLA,,
lo que conduce a una
entrada masiva de Ca?.
Esto da como resultado
una hipercontraccién del
sarcomero, la activacion
de la calpainay la cPLA,,
todo lo cual contribuye a
aumentar el dafo. Para mas
detalles, consulte el texto.
Imagen creada con Bio
Render y editada por Oscar
A Ramirez Ruiz.
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serpientes coral (especies de Micrurus; ver Capitulo 9) [113]. Las toxinas
responsables de este efecto se denominan B-neurotoxinas, y sus estruc-
turas poseen una, dos, tres y hasta cinco subunidades que pueden inte-
ractuar mediante enlaces covalentes o no covalentes. Una de sus subu-
nidades es una PLA, cataliticamente activa [118]. La toxicidad surge de la
inhibicién de la liberacion de acetilcolina (Ach), lo que lleva a una paralisis
flacida de los musculos respiratorios, incluido el diafragma. La inhibicion
de la liberacién de Ach ocurre en tres pasos: primero, hay una ligera inhi-
bicion transitoria de la liberacion de Ach que esta relacionada con la unién
de PLA, a la membrana presinaptica; segundo, hay un aumento significa-
tivo en la liberacion de Ach; y finalmente, hay una inhibicion sostenida de
la liberacion de Ach [112,119,120].

Los eventos celulares involucrados en la neurotoxicidad presinaptica
inducida por PLA, del veneno de serpiente incluyen la unién de la toxina
a una célula diana (motoneurona). Aunque la identificacién precisa del
receptor aun no se ha realizado, Lambeau et al. [121] encontraron una
proteina de alta afinidad en el cerebro de rata, llamada tipo N debido a su
origen neuronal. Estos receptores pueden estar ubicados cerca de la re-
gion donde se libera Ach. Después de la unién, PLA, hidroliza los glicero-
fosfolipidos en la membrana presinaptica, lo que lleva a una acumulacién
de acidos grasos y lisofosfolipidos [119,122].

La capa externa de la membrana presinaptica tiene una alta concentra-
ciéon de lisofosfolipidos que induce una curvaturay promueve la fusion de
la membrana de la vesicula sinaptica al tiempo que inhibe la endocitosis.
Un experimento que agregd mezclas de acidos grasos y lisofosfolipidos
en las uniones neuromusculares respalda esta observacién. Los efectos
fueron similares a los inducidos por las PLA, neurotoxicas [123]. La deses-
tabilizacion de la membrana neuronal induce una afluencia de iones Ca?
que pueden activar las PLA, enddgenas y las calpainas. Esta activacion
puede causar la degradacion interna de la membrana y la desorganizacion
del citoesqueleto. Ademas, la alta concentracion de calcio en el citosol
puede desestabilizar las mitocondrias y alterar sus procesos bioquimicos
[124]. Finalmente, la toxina es internalizada por las neuronas.

Sin embargo, el mecanismo por el cual las B-neurotoxinas son trans-
portadas a las células nerviosas sigue siendo desconocido. Estas toxinas
podrian ser internalizadas a través de poros generados después de la
hidrolisis de la membrana presinaptica, o las proteinas podrian usar la
endocitosis de vesiculas sinapticas como vehiculo para entrar en las cé-
lulas nerviosas [125]. Una vez que la PLA, entra en la neurona, se une a
ciertas proteinas como la calmodulina, la proteina disulfuro isomerasa y
proteinas de nombre 14-3-3; pero las implicaciones especificas para el
modo de accion de la toxina no son claras. De manera similar, la calmo-
dulina estabiliza la capacidad de la PLA, para hidrolizar glicerofosfolipidos
[126]. Ademas, las proteinas 14-3-3 desempefian un papel importante en
la direccion de las PLA, a las vesiculas sinapticas para llevar a cabo su
actividad catalitica y posteriormente inhibir la endocitosis de vesiculas
[127]. En ultima instancia, estos eventos contribuyen a la falla de la unién
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neuromuscular, lo que resulta en la inhibicién de la liberacion de Ach y la
posterior paralisis flacida [118-121,128,129] (Figura 10).

La crotoxina (CTX) es una B-neurotoxina derivada de Crotalus duris-
sus, la serpiente cascabel sudamericana [138]. Consiste en una subunidad
basica PLA, conocida como CB y una subunidad acida llamada crotapo-
tina (subunidad A o CA). Esta ultima actia como chaperona, guiando la
subunidad CB a las células diana (motoneuronas) y evitando la union de
la PLA, a sitios no especificos [131,132]. Ademas, CA aumenta la actividad
neurotodxica de CB pero disminuye su actividad enzimatica [133,134]. Por
lo tanto, el complejo de crotoxina es responsable de la neurotoxicidad
observada en el envenenamiento por la serpiente cascabel colombiana.
Otras toxinas encontradas en venenos de especies de Colombia, clasifi-
cadas como B-neurotoxinas, incluyen las PLA, aisladas de los venenos de
las serpientes coral Micrurus mipartitus y M. dumerilii [135].

Terminal
nerviosa
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@® Acetilcolina
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, (]
m
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Mitocondria

Actividad anticoagulante

Las enzimas PLA,, segun su potencia anticoagulante, se clasifican en en-
zimas fuertes, débiles y no anticoagulantes. Las PLA, fuertemente anti-
coagulantes inhiben la coagulacién sanguinea a concentraciones bajas
(<2 pg/mL), mientras que las PLA, débilmente anticoagulantes muestran
efectos entre 3 y 10 pg/mL. Algunas PLA, del veneno no prolongan sig-
nificativamente los tiempos de coagulacién, incluso a 15 pg/mL; y, por lo
tanto, se clasifican como enzimas no anticoagulantes [138].

Figura 10. Representacién
esquematica de los eventos
celulares que ocurren
durante la neurotoxicidad
inducida por PLA, del
veneno de serpiente. TEC:
cadena de transporte

de electrones. Las PLA,
pueden entrar en las
vesiculas presinapticas e
hidrolizarlas (paso 1y 2).

La desestabilizacion de la
membrana puede provocar
una entrada masiva de
calcio que puede activar
enzimas dependientes del
calcio, como las calpainas,
que promueven la hidrolisis
del citoesqueleto (paso

3). PLA, se internalizan a

la terminal nerviosa para
perpetuar el dafio (paso 4).
Para mas detalles, consulte
el texto. Imagen creada con
Bio Render y editada por
Oscar A Ramirez Ruiz.
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Los primeros estudios sobre PLA, sugieren que la actividad catalitica
es necesaria para sus efectos anticoagulantes [137]. Sin embargo, estudios
recientes proponen que las PLA, fuertemente anticoagulantes actuan a tra-
vés de mecanismos tanto enzimaticos como no enzimaticos, siendo estos
ultimos mediados por un «sitio anticoagulante». Kini et al. [138] propusieron
la posicion de este sitio en la estructura tridimensional de las PLA,, que se
encuentra entre los residuos 53 y 76, y esta cargada positivamente, mien-
tras que las PLA, con actividad débil o no anticoagulante tienen un predo-
minio de cargas negativas o neutras en esta region [136,138].

Sin embargo, Stefansson et al. [139] propusieron un mecanismo no
enzimatico para las PLA, anticoagulantes [139]. El estudio demuestra que
una PLA, del veneno de la cobra escupidora de cuello negro (Naja nigri-
collis) que tiene fuertes propiedades anticoagulantes, se une al factor
de coagulacion Xa, bloqueando la activacion adicional de la protrombina.
Faure et al. [149] propusieron un modelo estructural para la interaccién
entre las PLA, y el factor de coagulacion Xa. Varios enfoques bioinforma-
ticos proponen que los residuos especificos 2, 3 y 7 de la hélice 1; 16, 18,
19, 23, 24, 31-34 del bucle de unién a Ca?; 53, 59, 60, 69, 70 de la hélice
3; y 118, 119, 121-124, 129-131 y 133 de las laminas B, se unen entre si. El
conocimiento aceptado actualmente propone que las PLA, del veneno de
serpiente pueden provocar su actividad anticoagulante a través de meca-
nismos tanto enzimaticos como no enzimaticos [141,142].

Otras actividades biolégicas inducidas por efecto de PLA,

Las PLA, del veneno pueden modular la agregacion plaquetaria, ya sea
induciéndola o inhibiéndola. Se clasifican en tres clases distintas: A, By C
[143]. Las enzimas de clase A inician la agregacion plaquetaria [144,145]; las
PLA, de clase B causan inhibicion de la agregacion plaquetaria [146,147]; y
las PLA, de clase C muestran efectos bifasicos que inducen la agregacion
plaquetaria en dosis bajas o tiempos de incubacion cortos, mientras que
inhiben la agregacion plaquetaria en concentraciones mas altas o incuba-
cion prolongada [148].

Ademas, estas toxinas tienen efectos hipotensores, sin embargo, el me-
canismo molecular y celular responsable de la reduccion de la presion ar-
terial no se comprende completamente [149]. Por ejemplo, la BthA-I-PLA,
aislada de la vibora de foseta jararacussu (Bothrops jararacussu), reduce la
presién arterial debido a su actividad de fosfolipasa. Esto fue apoyado por
la alquilacion de His48 con bromuro de p-bromofenacilo que bloquea el
mecanismo catalitico de la enzima [150]. Por otro lado, las toxinas PLA, OS-
C3ay OSC3b aisladas de la taipan de Papua (Oxyuranus scutellatus), produ-
cen efectos hipotensores al generar metabolitos de ciclooxigenasa (prosta-
glandinas dilatadoras o prostaciclina) que pueden estar involucrados en la
liberacién de mediadores endégenos, como la histamina y la bradiquinina
[151]. Sin embargo, no se ha informado el modo de accion de otras enzimas,
como BmooPLA -1, de la cuatronarices brasilefia (Bothrops moojeni) [152].

Las PLA, del veneno de serpiente exhiben actividades citotoxicas, bacte-
ricidas y antivirales. Algunas toxinas provocan estas actividades de manera
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dependiente del catalizador. Sin embargo, también se ha reportado que los
homologos de PLA, tienen estos efectos, lo que sugiere que la actividad
catalitica no estd completamente involucrada en la induccion de dichos
efectos bioldgicos [153,154]. Se necesitan mas estudios para revelar los
mecanismos moleculares involucrados en la induccién de estos efectos.

2.4. L-Aminoacido Oxidasas (LAAOs) del veneno de serpiente
Las L-aminoacido oxidasas estan ampliamente presentes en los venenos
de serpientes, asi como en otros organismos [155-157]. Estas flavoprotei-
nas son responsables del color amarillo en los venenos de serpientes. Ca-
talizan la desaminacién oxidativa estereoespecifica de los L-aminoacidos,
produciendo el alfa-cetoacido, amoniaco y perodxido de hidrégeno (H,0,)
(Figura 11). Las LAAO son proteinas homodiméricas que constan de tres
dominios (Tabla 1). Cada mondmero tiene una masa molecular de 57-68
kDa. La enzima normalmente constituye entre el 1% y el 4% del peso del
veneno. Sin embargo, en ciertas especies, como la vibora malaya (Callo-
sellasma rhodostoma), la enzima puede representar hasta el 30% del peso
seco del veneno [167]. La presencia de LAAO en los venenos de serpientes
y sus actividades bioldgicas pueden mejorar las acciones de otras toxinas
importantes y contribuir a la inmovilizacion de la presa o al aumento de la
toxicidad en las mordeduras de serpiente.

02 HQOZ
H FAD* FADH,
H . _ .
HN- ‘ © v T © > o O Figura 11. Reaccién
0 No o No m N catalizada por L-aminoacido
H.0 NH_* oxidasas (LAAO) del veneno
R R1 2 4 R1 de serpiente.

Tabla 1. Dominios presentes en L-aminoacido oxidasas (LAAO) del veneno de serpiente

Dominios Rango de residuos de aminoacidos
Dominio de unién a FAD 35-64, 241-318, 446-471
Dominio de unién a sustrato 5-25,73-129, 233-235,323-420
Dominio helicoidal 130-230

El dominio de unidén al dinucledtido de flavina y adenina (FAD) esta-
biliza la molécula FAD* necesaria para la catalisis. La estructura secun-
daria de este dominio consta de seis laminas B y cinco hélices a con
la adicion de dos laminas B cortas y una hélice a. Cuatro de las seis
ldAminas B son paralelas y las dos restantes son antiparalelas. Ambas la-
minas B cortas son paralelas entre si. Este dominio contiene la secuen-
cia de consenso de residuos de glicina (G40XG42XXG45) que participa
en el acceso al grupo fosfato cargado negativamente de la coenzima.
Ademas, varios puentes salinos estabilizan este dominio [159,160]. El
dominio de union al sustrato interactua con el aminoacido que se va a
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oxidar y contiene seis hélices ay once laminas B [159,160]. Finalmente,
el dominio helicoidal es el Unico con una secuencia continua. La estruc-
tura secundaria del dominio consta de seis hélices a con una hélice a
corta y varios bucles [159,160] (Figura 12).

Figura 12. Estructura de
L-aminoacido oxidasa
(LAAO) del veneno de

serpiente. (A) EL dominio de
unién a FAD se muestra en
azul. El dominio de unién al
sustrato se muestra en cian
(azul verdoso) y el dominio
helicoidal se presenta en
magenta. Las glicosilaciones
se representan como
barras. (B) Un residuo de
fenilalanina se muestra en
bolas y barras en el sitio
activo, mientras que el FAD
se representa como un
alambre. Figura preparada a
partir del cédigo PDB 2IID.

El residuo mas importante para la catalisis es la His223, que se conser-
va en todas las LAAO encontradas en venenos de serpiente [166,168]. Este
residuo actia como nucledfilo al desprotonar el a-amino del sustrato
(aminoacido) [157,159]. Ademas, este aminoacido tiene dos conformacio-
nes, Ay B. Durante la catalisis, la His223 pasa el 40% de su tiempo en la
conformacién Ay el 60% en la B. Como conformacién A, este residuo im-
pide la entrada de oxigeno; mientras que, en la conformacién B, el oxigeno
puede entrar libremente y participar en la formacion final de perdxido de
hidréogeno para recuperar el FAD* [161]. Aunque las LAAO oxidan todos
los L-aminoacidos, prefieren los aminoacidos aromaticos e hidrofdbicos,
como la fenilalanina y la leucina [159,160,162].

Es importante destacar que estas toxinas son glicoproteinas. En al-
gunos casos, se sabe que la eliminacién de carbohidratos reduce los
efectos enzimaticos y biolégicos causados por las LAAO del veneno de
serpiente [163,164]. Sin embargo, la desglicosilacién no afecta las activi-
dades enzimaticas de las LAAO de las viboras de foseta como Bothrops
pauloensis, B. jararaca, B. alternatus y B. moojeni [165-167]. Por lo tanto,
se necesitan mas estudios para determinar el papel preciso de la gli-
cosilacion en las LAAO del veneno de serpiente y sus implicaciones en
los efectos bioldgicos inducidos. Se conocen algunas LAAO en el veneno
de especies colombianas de importancia médica, entre ellas Crotalus
durissus, Bothriechis schlegelii y Micrurus mipartitus [135,168,169]. Estas
enzimas inducen varios efectos bioldgicos, que se describen a continua-
cién [135,168-170].

Actividades bioldgicas inducidas por LAAO del veneno de
serpiente

Los efectos bioldgicos de las LAAO se atribuyen al peréxido de hidrogeno
(H,0,) generado en la reaccion catalitica. Los efectos son inhibidos por
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los depuradores de H,0,como la catalasa [171-174]. Sin embargo, varios
estudios demuestran que los efectos bioldgicos no se recuperan com-
pletamente mediante la incubacidén con catalasa, lo que sugiere que los
efectos producidos por las LAAO no se deben unicamente a la produccion
de H,0,[157,175,176].

Hemorragia

Algunas LAAO que se encuentran en los venenos de serpiente pueden
inducir hemorragia por si mismas [165,177-179]. Este efecto se atribuye a
la capacidad de las LAAO para inducir apoptosis en células endoteliales.
Esto conduce a la ruptura del endotelio y la extravasacién de gléobulos
rojos. La acumulacion de H,0, en los vasos sanguineos puede ser respon-
sable del efecto apoptdtico sobre las células endoteliales [177]. Por lo
tanto, se sugiere que este efecto contribuye a la actividad hemorragica
provocada por las SVMP.

Edema

El mecanismo preciso que produce este efecto, por parte de las LAAO, no
se entiende por completo. Una LAAO de la serpiente japonesa mamushi
(Gloydius blomhoffii) estimula los linfocitos y monocitos para liberar cito-
cinas proinflamatorias, IL-6, IL-2 e IL-12, lo que puede explicar la actividad
inflamatoria de esta enzima [180]. Sin embargo, Izidoro et al. [171] sugi-
rieron que la formacion de edema se debe a la activacion de la respuesta
inflamatoria por el H,0, generado, ya que la administracién de glutation
(un antioxidante) a la pata del ratén inhibe la actividad inductora de ede-
ma de la enzima [181].

Modulacién de la agregacidn plaquetaria

El efecto de las LAAO de veneno de serpiente sobre la agregacién plaque-
taria no es concluyente. Algunas enzimas inducen agregacién plaquetaria,
mientras que otras toxinas producen inhibicion de la agregacion de estas
células [162]. Du y Clemetson [182] propusieron que el peroxido de hidré-
geno generado en la reaccion catalitica de las LAAO es responsable de
inducir e inhibir la agregacion plaquetaria. La actividad inhibidora puede
estar relacionada con el peréxido de hidrégeno que impide la interaccion
entre el fibrindgeno y su receptor en la superficie de la plaqueta (GPIlb/
llla) o reduce la union del ADP a las plaquetas [183,184]. Por otro lado, la
activacion plaquetaria puede ser una consecuencia de la produccion de
tromboxano A, provocada por H,0,[172]. A pesar de esta evidencia, se
requieren mas estudios sistematicos para determinar por qué las LAAO
pueden provocar o inhibir la agregacién plaquetaria.

Otras actividades biologicas que no estan relacionadas con
el envenenamiento por mordedura de serpiente

Las LAAO inducen varias actividades que las hacen atractivas para la
busqueda de alternativas terapéuticas en infecciones protozoarias, vira-
les, bacterianas y en cancer, debido a su citotoxicidad (ver Capitulo 10).
Varias LAAO de veneno de serpiente tienen actividad antileishmaniasis
[171-173,185-187]. Este efecto se atribuye al H,O, generado por el ciclo
catalitico de las enzimas.
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Asimismo, una LAAO de veneno de serpiente aislada de Trimeresurus
stejnegeri (vibora verde china) tiene actividad antiviral contra el VIH-1
[179]. Las LAAO también han demostrado actividad antibacteriana con-
tra bacterias gramnegativas y grampositivas [162,168,181,188]. EL modo de
accion de las LAAO para inducir el efecto antimicrobiano se le atribuye
al H,0,. Sin embargo, la unién de la enzima a la superficie bacteriana y
una mayor concentracion de H,0, parecen ser esenciales para este efecto
[189]. Varias LAAO derivadas del veneno de serpientes muestran actividad
citotoxica contra lineas de células tumorales [199], ademas, pueden indu-
cir apoptosis en estas células. Este efecto involucra al H,0,, pero también
se especula que las fracciones de glicano son cruciales para la interaccion
con la célula objetivo [191].

2.5. Desintegrinas del veneno de serpientes

El término «desintegrina» fue introducido en 1987 por primera vez en la
toxinologia por Huang et al. [192], al describir, aislar y caracterizar la triga-
mina del veneno de Craspedocephalus gramineus (vibora comun del bam-
bu). Sin embargo, hoy en dia este término se utiliza para definir toxinas
con una longitud de entre 40 y 100 aminoacidos presentes en el veneno
de vipéridos. Estas toxinas se producen por procesamiento proteoliti-
co de las SVMP P-Il y P-Illl. Inicialmente, el motivo Arg-Gly-Asp (RGD) se
describié como una caracteristica estructural esencial para su actividad
principal, que es inhibir la agregacion plaquetaria mediante el bloqueo de
las integrinas B1y B3 [198].

Estructura de las desintegrinas del veneno de serpiente

Las desintegrinas del veneno de serpiente se pueden clasificar en cuatro
grupos segun su numero de aminoacidos y enlaces disulfuro [193,194]. El
primer grupo esta formado por desintegrinas cortas de 41 a 51 residuos
y cuatro enlaces disulfuro. El segundo grupo esta formado por desinte-
grinas de tamafo medio que contienen alrededor de 70 aminoacidos y
seis enlaces disulfuro. El tercer grupo esta formado por péptidos largos
con aproximadamente 84 aminoacidos y siete enlaces de cisteina que
los entrecruzan. El cuarto grupo incorpora homo y heterodimeros. Estas
desintegrinas estan compuestas por 67 aminoacidos y diez residuos de
cisteina, que intervienen en la estabilizacién de la estructura mediante la
formacién de enlaces disulfuro intra e intercatenarios.

El motivo RDG es el mas comun en las desintegrinas de veneno de ser-
piente. Sin embargo, también se han identificado otros motivos. La Tabla
2 describe la diversidad de estos motivos y sus dianas moleculares (prin-
cipalmente, integrinas). Los estudios estructurales de desintegrinas de
tamafo corto, mediano, grande y diméricas revelaron un bucle moévil que
contiene el motivo activo, que sobresale 14-17 A del nucleo de la proteina
[193,194,195] (Figura 13).
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Tabla 2. Integrinas, su funcion y desintegrinas del veneno de serpiente que las inhiben.

Desintegrinas que

Integrina Funcion la inhiben* Referencias
a5p1 1Ii’i:zcipal receptor de fibronec- RGD, VGD y MDG
a8 Receptor de tenascina RGD
avp1 Receptor de vitronectina RGD
avf3 Receptor de vitronectina RGD, WGD
Receptor de fibrindgeno plaque-
allbpB3 tario implicado en la agregacién  RGD, WGD y KGD
plaquetaria [145,147148,
a4p1 Fibronectina y receptor VCAM-1 MLD 193,197,198]
a4p7 rF;:reoprjczcr:t':An;ége:Vcleptor VCAM-1y MLD
a3p1 Receptor de laminina MLD
a6B31 Receptor de laminina MLD
a7f1 Receptor de laminina MLD
a9B1 Receptor de tenascina MLD
alp1 Receptor de colageno IV KTS y RTS

*Codigo estandar de una letra para aminoacidos.

A B

Figura 13. Estructura de las
desintegrinas del veneno de
serpiente. (A) Desintegrina
monomeérica. B. Desintegrina
heterodimérica. Las cadenas
azul y roja representan
diferentes subunidades. El
motivo RGD se muestra en
esquema de varitas. Las
letras N y C representan

el extremo Ny C de cada
cadena, respectivamente.
Esta imagen se prepard a
partir de las estructuras
PDB con los codigos 2MOP
(monomérica) y 1TEJ
(heterodimérica).

Actividades bioldgicas inducidas por las desintegrinas del
veneno de serpiente

Debido a su capacidad para bloquear las integrinas, la actividad mas im-
portante inducida por las desintegrinas del veneno de serpiente es la inhi-
bicion de la agregacion plaquetaria. Esto puede contribuir a los trastornos
hemostaticos causados por las SVSP, SVMP y otras toxinas en el envene-
namiento por mordedura de serpiente [199-203]. De hecho, la actividad
antiagregacion plaquetaria de las desintegrinas las ha convertido en plan-
tillas esenciales para el desarrollo de farmacos utilizados como agentes
antitromboticos. Por ejemplo, el tirofiban se deriva de la echistatina que
se encuentra en el veneno de Echis carinatus (serpiente Phoorsa) [204] y
el eptifibatide se obtiene de la barbourina presente en el veneno de Sis-
trurus miliarius barbouri [200,201,205] (ver Capitulo 10).
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Ademas, las desintegrinas del veneno de serpiente han demostrado
potencial en la terapia contra el cancer. Pueden actuar sobre una amplia
variedad de integrinas y, por lo tanto, es plausible que tengan el potencial
de interferir en procesos esenciales involucrados en la carcinogénesis, el
crecimiento tumoral, la invasion y migracion celular (ver Capitulo 10). Por
lo tanto, las desintegrinas pueden utilizarse como herramientas y posibles
farmacos para el tratamiento de este problema de salud [197,206-208].

2.6. Toxinas de tres dedos (3FTx)

Estructura

La familia de proteinas conocida como toxinas de tres dedos esta for-
mada por polipéptidos no enzimaticos que van desde 60 a 62 residuos
de aminoacidos (cadena corta) y entre 66 y 74 residuos de aminoacidos
(cadena larga). Por lo general, son mondmeros y contienen de 4 a 5
puentes disulfuro altamente conservados. Su plegamiento se caracteri-
za por tres bucles con cadenas beta que parten de un nucleo hidrofébi-
CO que a su vez esta atravesado por cuatro enlaces disulfuro. Los vene-
nos de elapidos, hidréfidos (serpientes marinas) y colubridos contienen
estas proteinas [209].

La estructura primaria de una proteina esta determinada por su
secuencia de aminoacidos que se representan como cuentas en un
collar. Para tener una estructura completa y funcional, son necesa-
rias interacciones especificas entre aminoacidos para un plegamiento
adecuado. La Figura 14 muestra la estructura primaria y terciaria de la
mipartoxina-I, una toxina que se encuentra en el veneno de Micrurus
mipartitus (rabo de aji).

Aunque los miembros de la familia 3FTx comparten caracteristicas
estructurales conservadas que les permiten plegarse y mantener su in-
tegridad, también ocurren algunas modificaciones. Estas modificaciones
pueden estar relacionadas con la diversidad de sus funciones y su afini-
dad por ciertas dianas moleculares [210,211]. Ademas de los ocho residuos
de cisteina presentes en la regién central que favorecen la formacién de
puentes disulfuro, los residuos aromaticos de tirosina o fenilalanina en
las posiciones 25 y 27 también se conservan y contribuyen al adecuado
plegamiento y estabilidad de la estructura de la ldmina beta en esta toxi-
na. La estabilidad de la conformacion nativa también es aportada por los
residuos de arginina en la posicion 39 y acido aspartico en la posicion 60,
ya que forman puentes salinos con cualquiera de los extremos terminales
[209,212]. La Tabla 3 enumera las principales variaciones reportadas des-
critas para las estructuras 3FTx.
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Figura 14. La estructura
primaria de la mipartoxina-I
del veneno de Micrurus
mipartitus (codigo GenBank:

Estructura AVI57319.1) se representa

o g . como una cadena larga.
tridimensional Las interacciones entre los

residuos de aminoacidos
facilitan el plegamiento

en varios sitios de la
cadena, lo que contribuye
a la conformacion de la
estructura secundaria 'y
terciaria. La mipartoxina-|
tiene una estructura
tridimensional que se
asemeja a los tres dedos
centrales de una mano.
Es por eso que pertenece
a la familia de proteinas
conocidas como toxinas de
tres dedos (3FTx) [210].
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Recientemente, algunos autores propusieron una guia para separar y
estudiar sistematicamente las toxinas de tres dedos debido a la alta va-
riabilidad entre las secuencias de aminoacidos de estas proteinas [223-
225]. Reunieron una base de datos con secuencias 3FTx seleccionadas
conocidas para especies de Micrurus de Brasil y clasificaron las proteinas
en funcién de su similitud e identidad estructural. En consecuencia, los
autores establecieron parametros para proponer una reclasificacion ba-
sada en aminoacidos funcionales clave, puentes disulfuro, distribucion de
carga en la superficie y la relacion filogenética de la secuencia [223-225].
La funcionalidad de la proteina se puede atribuir a nueve grupos con base
en la homologia de sus secuencias. Esta clasificacion sirve como referen-
cia para las toxinas de tres dedos encontradas en especies de Micrurus de
Suramérica Unicamente.

Los modelos predichos a partir de las secuencias primarias de es-
pecimenes brasilefios se basaron en secuencias homologas de elapidos
del viejo mundo, incluidos Dendroaspis polylepis, Naja atra, Bungarus
multicinctus, B. candidus, Ophiophagus hannah, Dendroaspis jamesoni y
Hemachatus haemachatus (cobra escupidora de cuello anillado). Solo se
construy6 una secuencia a partir de la fulditoxina del veneno de Micrurus
fulvius (codigo PDB 4RUD). Los nueve grupos recientemente conformados
incluyeron especimenes locales representativos como Micrurus altirostris,
Micrurus carvalhoi, Micrurus corallinus, Micrurus frontalis, Micrurus lem-
niscatus, Micrurus paraensis, Micrurus spixii y Micrurus surinamensis [224].

Solo se ha purificado y caracterizado una pequefa cantidad de toxinas
de tres dedos a partir de venenos de Micrurus colombianas. Actualmente,
solo tres toxinas tienen modelos tridimensionales predichos a partir de
secuencias reportadas en la literatura. Dos de estas toxinas pertenecen a
especies de serpientes de importancia médica en Colombia (M. mipartitus
y M. dumerilii; Tabla 4) [225]. Ademas, ejemplifican los grupos de patrones
bicolor y de mdnadas, respectivamente [235]. Otra especie del grupo de
patrones de mdnadas, M. clarki, también ha sido objeto de investigacion
de 3FTx [227].
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Actividades biologicas

Aunque las toxinas de la familia 3FTx comparten una similitud estructural,
exhiben una amplia variedad de actividades fisiopatolégicas y mecanis-
mos de accion, incluyendo neurotoxicidad postsinaptica, citotoxicidad,
cardiotoxicidad, efecto anticoagulante y antiplaquetario. Ademas, actuan
como antagonistas del canal de Ca?* tipo L y pueden promover sinérgica-
mente la hipotension con las toxinas muscarinicas [223]. Las 3FTx tienen
una estructura pequefia, compacta y estable con multiples sitios de in-
teraccién para lograr varias funciones que han sido optimizadas evoluti-
vamente [223].

Neurotoxinas

La neurotoxicidad es posiblemente el efecto mas conocido de las 3FTx
debido al drastico efecto de paralisis flacida e insuficiencia respiratoria en
victimas de mordeduras de serpiente. La interferencia con la transmisién
de la sefial puede ocurrir por diferentes vias. En el caso de la transmi-
sién colinérgica alterada en los sistemas nerviosos central y periférico, la
neurotoxicidad puede ocurrir en varios sitios en la regién postsinaptica,
afectando tanto a los receptores nicotinicos como a los muscarinicos [15]
(Figura 15). Los siguientes son ejemplos de toxinas y sus mecanismos de
accion que conducen a neurotoxicidad:

Toxinas similares al curare o a-neurotoxinas.— Son similares al alca-
loide curare (del extracto de plantas de pueblos indigenas de América
Central y del Sur). Son neurotoxinas de cadena larga y corta que se unen
al receptor de acetilcolina muscular a1 e impiden la transmision neuro-
muscular efectiva. En contraste, las neurotoxinas de cadena larga se unen
con alta afinidad al receptor de acetilcolina neuronal a7.

Toxinas muscarinicas.— Estas comprenden toxinas que actlan como
agonistas o antagonistas de los receptores muscarinicos. La toxina mus-
carinica a (MTa) aislada del veneno de mamba (Dendroaspis jamesoni) es
un potente antagonista del adrenoceptor a2B [212,223].

a-neurotoxinas.— Estas se unen especificamente al receptor de ace-
tilcolina nicotinico neuronal (a3b4). Su estructura se asemeja a la de las
a-neurotoxinas de cadena larga, pero se presentan como dimeros. No
reconocen el receptor de acetilcolina al.

Recientemente, las micrurotoxinas 1y 2 (MmTX1y MmTX2), aisladas del
veneno de Micrurus mipartitus (rabo de aji), se han descrito como agonis-
tas del receptor ionotrépico GABA, que mejora la apertura y la desensibi-
lizacion del receptor.
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Influjo de Na°
Contraccion muscular

Despolarizacion

L4 X

Receptor de acetilcolina
inhibido por 3FTx

Receptor de Acetilcolina

acetilcolina

Los inhibidores de la acetilcolinesterasa interfieren con la transmisién
neuromuscular al inhibir la unién al sitio periférico de la enzima acetilco-
linesterasa (AChE) presente en la union neuromuscular. Esto evita que la
AChE capture y degrade la acetilcolina, lo que lleva a espasmos muscu-
lares debido a la acumulacion de acetilcolina en la hendidura sinaptica.
Estos inhibidores se conocen como fasciculinas y tienen una estructura
similar a las neurotoxinas de cadena corta [209,212].

Cardiotoxinas

Las cardiotoxinas son un grupo de toxinas que se han encontrado exclu-
sivamente en venenos de cobra, particularmente en especies del géne-
ro Naja. Estas toxinas son similares a las neurotoxinas de cadena corta,
contienen cuatro enlaces disulfuro y representan el segundo grupo mas
grande después de las neurotoxinas. Son responsables de aumentar la
frecuencia cardiaca y pueden provocar un paro cardiaco de manera de-
pendiente de la dosis. Ademas, muchas toxinas de este grupo también
tienen efectos citoliticos, formando poros en las membranas lipidicas,
por lo que también se les conoce como citolisinas. Finalmente, se re-
conoce otro subgrupo dentro de esta clasificacién, las B-cardiotoxinas y
toxinas relacionadas. Este subgrupo exhibe actividad bloqueadora de los
receptores adrenérgicos cardiacos B1y B2 [212].

Bloqueadores de los canales de calcio de tipo L
Estructuralmente, estos bloqueadores de canales son polipéptidos simi-
lares a las neurotoxinas de cadena corta. Se unen al sitio de union de la

Figura 15. Las toxinas de
tres dedos bloquean los
receptores de acetilcolina
en la célula efectora de

la union neuromuscular,
lo que provoca paralisis
flacida en los miocitos e
insuficiencia respiratoria
cuando se ve afectado el
diafragma. Imagen creada
con BioRender y editada por
Oscar A Ramirez Ruiz.
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1,4-dihidropiridina de los canales de calcio de tipo L y bloquean fisica-
mente las corrientes de calcio, lo que lleva a la relajacion del musculo liso
y la inhibicién de las contracciones cardiacas [212].

Trastornos de la hemostasia

Solo unas pocas 3FTx tienen la secuencia de aminoacidos RGD (Argini-
na-Glicina-Acido Aspartico) en un sitio accesible para la interaccién. EL
tripéptido RGD participa en la funcidén adhesiva de varias proteinas, inter-
firiendo en la interaccion entre el fibrindgeno y su complejo receptor para
la glicoproteina IIB-llla (a,,B,) inhibiendo la agregacion plaquetaria [223].

La toxina KT-6.9, aislada del veneno de la cobra Najao kaouthia, inhibe
la agregacion plaquetaria inducida por el difosfato de adenosina (ADP), la
trombina y el acido araquidénico. Como resultado, inhibe la agregacion
plaquetaria (hemostasia primaria) de manera dosis-dependiente [223]. En
la hemostasia secundaria, el veneno de cobra de la especie Hemachatus
haemachatus (Cobra escupidora de cuello anillado) contiene ringhalexina
y exactina que inhiben la activacién del factor de coagulacion X, causando
alteraciones de la coagulacién [223].

Interaccion con canales de sodio

Algunas 3FTx interactuan con los canales idnicos sensibles al acido (ASIC),
que normalmente son canales idnicos selectivos para Na*y se activan con
protones. Los ASIC estan ampliamente distribuidos en todo el sistema
nervioso periférico y central de los vertebrados. Estos canales estan invo-
lucrados en la plasticidad sinaptica, la neurodegeneracion y la percepcion
del dolor [223].

2.7. Serinoproteasas del veneno de serpiente (SVSP)

Estructura

Las serinoproteasas son proteinas glicosiladas con actividad enzimati-
ca. Su peso molecular oscila entre 26 y 67 kDa, dependiendo del gra-
do de N- u O-glicosilacion. El subgrupo conocido como serinoproteasas
tipo trombina es responsable de degradar el fibrindgeno y amplificar las
condiciones de sangrado durante el envenenamiento [244]. En el veneno
de Bothrops asper (cuatronarices, barbiamarilla) las serinoproteasas son
constituyentes abundantes que representan entre el 5% y el 18% de las
proteinas, dependiendo de la edad de la serpiente y su regién geografica
[235]. Estas proteasas, junto con las hialuronidasas, metaloproteasas y
fosfolipasas A, pertenecen al grupo de enzimas hemotoéxicas que son im-
portantes en los venenos de vibora [232].

Estas proteasas se caracterizan por un pliegue tipico de quimotrip-
sina y dos barriles de laminas B de 6 hebras (Figura 16). Su sitio activo
se encuentra en la hendidura entre estas ultimas e incluyen una triada
catalitica canodnica de His-Asp-Ser. Aunque comparten entre el 50% y el
80% de identidad en sus secuencias de aminodacidos, difieren significati-
vamente en su especificidad de sustrato y, por lo tanto, en su actividad
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[233]. Varias SVSP tienen actividad farmacolégica (ver Capitulo 10). Por
ejemplo, las mambalginas son toxinas que se encuentran en el veneno
de la mamba negra (Dendroaspis polylepis). Tienen efecto analgésico al
bloquear los canales con las subunidades ASIC1a y ASIC2a en el sistema
nervioso central, asi como los canales que incluyen la subunidad ASIC1b
en los nociceptores [229].

Figura 16. AaV-SP-I,
serinoproteasa glicosilada
presente en el veneno de

la serpiente Agkistrodon
acutus. Modelo
tridimensional tomado

de PDB (cédigo 10P0) y
preparado en UCSF Chimera
v.1.17.3

Actividades biolégicas

Hemotdxico y coagulopdtico

El cuerpo humano puede contrarrestar el efecto hemorragico producido
por las metaloproteasas. Sin embargo, las serinoproteasas similares a la
trombina, presentes en el veneno de los vipéridos, impiden la formacién
de un tapon de fibrina eficaz. En condiciones fisioldgicas, la trombina
enddgena escinde regiones especificas de fibrindgeno en la circulacién
antes del sangrado. Esto expone el sitio de unidén de otras moléculas de
fibrindgeno que experimentan la misma hidrolisis, formando una malla de
fibrina que estabiliza el coagulo y promueve la hemostasia.

Las serinoproteasas similares a trombina simulan la actividad de la
trombina, pero hidrolizan diferentes sitios en la molécula de fibrindgeno.
Esto altera la unidén entre las moléculas de fibrindgeno, lo que da como
resultado un consumo irregular de fibrinégeno y la formacién de un coa-
gulo inestable de fibrina (Figura 17) [234-237]. Si bien muchas serinopro-
teasas actuUan sobre la cadena a del fibrindgeno, algunas purificadas de
especies de Agkistrodon actuan tanto sobre la cadena a como sobre la 8
[238]. Ademas, este subgrupo de enzimas tiene la capacidad de activar
los factores de coagulacién Vil y XIll, asi como la trombina. También son
responsables de la activacion de la proteina C, la agregacién plaquetaria,
la activacion del plasminégeno y el factor V. Estas acciones pueden dar
lugar a una coagulopatia de consumo (Figura 18) [238,239].
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Figura 17. Modelo de
alteracion de la hemostasia.
Las moléculas de
fibrindgeno circulantes
(representadas en azul)
sufren una hidrolisis
inadecuada por parte de las
serinoproteasas similares a
trombina, lo que favorece
su consumo erratico y
excesivo, dando como
resultado la formacion de
un coagulo deficiente de
fibrina y una hemostasia
insatisfactoria. Ademas,

las plaquetas (estructuras
en blanco) se agregan de
manera inapropiada en
sitios distintos al sitio de
la lesidn, lo que conduce

a un consumo inadecuado,

=

asi como a un sangrado
incontenible y la aparicion
de microtrombos. La imagen
fue creada con Bio Render y
editada por Oscar A

Ramirez Ruiz.

Figura 18. Esquema de

las vias de la cascada de
coagulacion sanguinea en
condiciones fisiologicas

que indican los sitios
respectivos de accidon

de las serinoproteasas

del veneno de serpiente
(SVSP). Las flechas rojas
indican la activacion por
SVSP. La flecha negra

indica la actividad de la
fibrinogenasa, que causa

un consumo inadecuado

de fibrindgeno, y la flecha
punteada resalta la actividad
similar a la trombina (ver
mas informacién dentro

del texto). Las SVSP actuan
como enzimas de activacion
plaquetaria, lo que permite
una agregacion excesiva e
inapropiada de plaquetas.
Ademas, las SVSP activan la
proteina C (no se muestra
en la figura) y actuan

como anticoagulantes al
inactivar irreversiblemente
el factor Va y el factor Vlila.
Las SVSP también pueden
actuar como enzimas
similares a la calicreina,
convirtiendo el cininégeno
en bradicinina y exacerbando
las manifestaciones
asociadas con los trastornos
hemodinamicos.

Efecto fibrin(ogen)olitico Eritrocitos Plaquetas Fibrinégeno y fragmentos
por serinoproteasas de fibrinégeno
Colageno
Calicreina

ViA EXTRINSECA
Lesion a tejido endotelial

Cininégeno de
alto peso molecular

Xlla
viA
INTRINSECA m Xla

m (Factor tisular)

M

[EW (Trombina)

(Fibrim')geno) [FY (Fibrina)

Trombina

VviA
COMUN

Ca*t

Coagulo estable de fibrina

(Factor estabilizador)
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La asperasa fue la primera serinoproteasa aislada del veneno de Bo-
throps asper. Es una enzima glicosilada con una masa molecular de 30 kDa.
Esta proteina promueve la desfibrinogenacién en modelos murinos y causa
alteraciones del comportamiento, como pérdida del reflejo de endereza-
miento, opistétonos (espasmo de los musculos que causa arqueamiento
hacia atras de la cabeza, el cuello y la columna vertebral) y rotaciones in-
termitentes a lo largo del eje longitudinal del cuerpo. Esta caracteristica es
similar a la de la giroxina, una enzima similar a la trombina que se encuen-
tra en el veneno de Crotalus durissus de poblaciones brasilefias [236,240].

Hipotension

La produccién de bradicinina (BK) por las serinoproteasas similares a la
calicreina, asi como la inhibicion de la degradacion de BK por los péptidos
potenciadores de la bradicinina (BPP), da como resultado un aumento ge-
neral en los niveles de BK. En consecuencia, la estimulacion del receptor
de bradicinina B, induce vasodilatacion, asi como efectos antifibroticos y
antiinflamatorios, a través de varios mecanismos intracelulares [149,235].

Algunas serinoproteasas aisladas, principalmente de venenos de vipé-
ridos, pero también en elapidos como la serpiente marina Hydrophis hard-
wickii, muestran una actividad hipotensora similar a la calicreina que libera
bradicinina y causa vasodilatacién. Estas proteasas degradan la angiotensi-
na | en angiotensina Il que luego se convierte en tetrapéptidos sin actividad
hipertensiva. Posteriormente, los niveles de fibrindgeno en sangre disminu-
yen, alterando el flujo sanguineo, dando como resultado la liberacion de BK
y Met-Lys-bradicinina del cinindgeno, que actuan sobre los receptores B, y
B,, causando vasodilatacion y posterior hipotension [149].

2.8. Lectinas tipo C (CTL) y similares a lectinas tipo C (CLP)

Estructura

Las lectinas de veneno de serpiente tienen propiedades intermedias entre
las dos familias importantes de lectinas animales, denominadas S y C.
Las lectinas de tipo C son extracelulares y tienen este nombre porque re-
quieren iones de calcio para su actividad de interaccién con azUcares. Las
lectinas de tipo S deben su nombre al hecho de que requieren agentes
reductores del grupo tiol para una actividad completa, tanto intra como
extracelular, y muestran especificidad para los galactdsidos [241].

Se han aislado y caracterizado varias lectinas de tipo C y proteinas
relacionadas a partir de venenos de serpiente. Estas proteinas se pueden
clasificar ampliamente en dos grupos principales segun sus propiedades
estructurales y funcionales: lectinas de tipo C verdaderas y un grupo mas
complejo de proteinas estructuralmente relacionadas con las lectinas de
tipo C, pero con diferentes funciones, llamadas proteinas similares a lec-
tinas de tipo C (CLP) [242].

Las lectinas de tipo C dependen del calcio. Son proteinas que se unen
a carbohidratos con estructuras canénicas, como lo hacen las selectinas y
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las proteinas de unién a manosa. Son homodimeros (o multimeros supe-
riores) con propiedades de unién a azlcares (principalmente galactoésidos)
(Figura 19A) [242]. Las lectinas de tipo C, del veneno de serpiente (SVgallLs),
que se unen a galactosidos son un ejemplo de lectinas de tipo C verda-
deras. Un ejemplo de ellas se conoce del veneno de Lachesis stenophrys
(verrugo centroamericano), pero también estd presente en venenos de vi-
péridos como Crotalus atrox (serpiente cascabel occidental) [243].

El dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) en las SVgallLs
esta representado generalmente por tres residuos de aminoacidos, Gln-
Pro-Asp, considerados determinantes en su afinidad por la galactosa, me-
diada por calcio. La especificidad por este carbohidrato esta relacionada
con la interaccion de los grupos hidroxilo 3 y 4, con los residuos Q96 y
D98 a través de enlaces de hidrégeno [243].

Las proteinas similares a lectinas tipo C tienen secuencias de aminoa-
cidos similares a las lectinas de tipo C, pero no poseen propiedades de
unién a carbohidratos. Ademas, cualquier asociacién con Ca?" no ocurre a
través de la via clasica de lectinas tipo C con el bucle de unién. Son hete-
rodimeros, que consisten en subunidades a y 3 estrechamente relaciona-
das, generalmente unidas por un enlace disulfuro, y forman una estructu-
ra integrada mediante el intercambio de bucles. También pueden formar
estructuras mas grandes a través de una asociaciéon multimérica de orden
superior unida por enlaces disulfuro o por interacciones no covalentes
[242]. Las proteinas similares a lectinas de tipo C (CLP) se denominan asi
por su alta similitud de secuencia (15%-40%) con los dominios de reco-
nocimiento de carbohidratos de las lectinas de tipo C. Las subunidades
a y B tienen pesos moleculares de 14-15 y 13-14 kDa, respectivamente. La
multimerizacién de estos heterodimeros puede ocurrir a través de inte-
racciones covalentes y no covalentes, lo que da como resultado estruc-
turas o, (aB)2 y (aB),. Los heterodimeros ap de CLP se forman mediante
intercambio de dominios, donde un dominio de una subunidad reemplaza
el dominio correspondiente de la otra (Figura 19) [244].

Las CLP, también conocidos como snaclecs, presentan diversas activi-
dades, como efectos anticoagulantes e induccién o inhibicion de la agre-
gacion plaquetaria [260], segun su estructura y funcién. La caracterizaciéon
farmacolégica muestra que las snaclecs pueden mejorar o inhibir la funcion
de los factores de coagulacién, lo que destaca su potencial en el descubri-
miento de farmacos para enfermedades relacionadas con la sangre [244].
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Figura 19. (A) Estructura de
lectina de tipo C purificada
a partir del veneno de
serpiente Crotalus atrox.
Cédigo PDB 1IMUQ. (B)
Estructura de una proteina
similar a lectina de tipo

C llamada flavocetina-A,
purificada a partir del
veneno de serpiente
Trimeresurus flavoviridis.
Codigo PDB 1C3A. Moléculas
preparadas en UCSF
Chimera v.1.17.3

Actividades bioldgicas

Alteraciones hemostdticas

Las plaguetas son esenciales para la hemostasia y su agregacion es el
primer paso en la cascada de coagulacién sanguinea (Figura 20). Este
proceso depende de la interaccion de muchos receptores de superficie
de las plaquetas, incluidos ADP, colageno y otros factores. Los venenos
contienen componentes que alteran esta interaccion, lo que provoca un
sangrado continuo en la presa.

Las lectinas tipo C y las proteinas similares se dirigen a receptores es-
pecificos de glicoproteinas o integrinas para inhibir o promover la agrega-
cion plaquetaria. La mayoria de las lectinas de veneno logran sus efectos
al dirigirse al receptor de glicoproteina de superficie plaquetaria GPlb, y
algunas también se dirigen a GPIV, que estan involucrados en la interac-
cion colageno-plaquetas. La convulxina, aislada del veneno de Crotalus
durissus de poblaciones brasilefias, parece participar en la via que invo-
lucra a GPIV. Las lectinas tipo C del veneno de serpiente también se unen
a las integrinas, asi como al factor von Willebrand (VWF), la trombina y
ciertos receptores de superficie plaquetaria no identificados [246].

Los efectos de las snaclecs incluyen la actividad anticoagulante al in-
hibir los factores Xa y I1Xa y bloquear la interaccién entre el factor Xa y sus
cofactores en el complejo de protrombinasa que depende de Ca?* [244,247].
Por ejemplo, la inhibicion de la trombina que depende del calcio [268] y la
activacion plaquetaria, donde las lectinas tipo C como la botrocetina y la
bitiscetina de Bothrops jararaca y Bitis arietans, respectivamente, se unen
preferentemente al factor de von Willebrand y agrandan la superficie de
union con el receptor plaquetario GPIb, estimulan la agregacion plaquetaria
[262,267]. Ademas, la lectina echicetina que se encuentra en el veneno de
Echis carinatus tiene propiedades antitrombdticas, actuando sobre el re-
ceptor plaquetario GPlb, impidiendo su agregacion [244].

Respuesta inflamatoria

Se ha investigado el papel de SVgalL en la respuesta inflamatoria utilizan-
do diferentes modelos animales y enfoques para evaluar la participacion
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de los leucocitos y el reconocimiento de los glicoconjugados de la matriz
extracelular (ECM) en la respuesta inflamatoria. Las lectinas de Bothrops
godmani (BgL) y Bothrops jararacussu (BJcul) tienen la capacidad de in-
ducir un aumento de la permeabilidad vascular en la pata del ratén, lo que
resulta en un edema agudo moderado. Esta relacién puede estar asociada
con la capacidad de las lectinas para estimular la degranulaciéon de mas-
tocitos y liberando histamina y serotonina para desencadenar respuestas
inflamatorias locales [243].

Se han observado experimentalmente otros eventos inflamatorios re-
lacionados con las lectinas. Por ejemplo, BJcuL aumenta la adherencia
de los leucocitos en los microvasos de los musculos cremaster de los
ratones. Esta toxina puede unirse a las glicoproteinas fibronectina y vitro-
nectina, lo que sugiere que la migracion de los leucocitos de sangre peri-
férica al sitio inflamatorio implica la adhesidon celular a las proteinas de la
matriz extracelular (ECM) mediadas por lectinas. BJcuL no solo reconoce
los glicoligandos en la superficie de la célula neutréfila, sino que también
promueve la polarizacion y la migracion, mejorando la adhesién a la fibro-
nectina y al matrigel, que son componentes de la matriz extracelular. Esta
lectina induce la activacion funcional de los neutrofilos al aumentar la fa-
gocitosis y la produccion de superoxido. Galatrox, una lectina del veneno
de Bothrops atrox, promueve la migracion aguda de neutrofilos y la libe-
racion de las citocinas IL-1a e IL-6. Ademas, reconoce los glicoconjugados
de la membrana celular de los neutréfilos, interactia con la laminina de la
matriz extracelular e induce la quimiotaxis de los neutroéfilos in vitro [243].

Efectos sobre la funcidn renal

En rifones aislados de ratas, las lectinas BiL, BpirL, y BmLec obtenidos
de los venenos de Bothrops insulares, Bothrops pirajai y Bothrops moojeni,
respectivamente, indujeron alteraciones en los parametros de la funcién
renal, incluyendo la presion de perfusién, la resistencia vascular, el flujo
urinario, la tasa de filtracion glomerular y el transporte de iones en los
tubulos (Figura 20). EL analisis histolégico de los rifilones de los animales
que recibieron BiL sugiere una lesidon directa de las células renales glo-
merulares y tubulares. El mecanismo implica citotoxicidad directa en la
region glomerular inducida por las lectinas y la presencia de mediadores
proinflamatorios sistémicos como las prostaglandinas [242].
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LESION:

Conduccion nerviosa anormal /
Paralisis flacida

TOXINA:

Fosfolipasas A2 (PLA2)
Inhibicidn irreversible de

la liberacidn de acetilcolina.

LESION:

Conduccion nerviosa anormal /
Parélisis flacida

TOXINA:

Toxinas de tres dedos (3FTx)
Evita que el neurotransmisor
acetilcolina se una a su receptor.

LESION:

Falla renal aguda

TOXINA:

Lectinas tipo C (CTL) y
similares (CLP, snaclecs)
Alteracién indirecta por
efecto pro-trombético.

LESION:

Falla renal aguda

TOXINA:

Fosfolipasas A2 (PLA2)

Lesién directa sobre células renales.

LESION:

Respuesta inflamatoria
TOXINA:

Lectinas tipo C (CTL) y
similares (CLP, snaclecs)
Aumento de la
permeabilidad vascular.

LESION:

Mionecrosis. Hemorragia local

TOXINA:

Fosfolipasas A2 (PLA2) y
metaloproteasas (SVMPs)
Degradacién y desestabilizacion de la
membrana de la célula muscular:
hemorragia, isquemia, dermonecrosis
y formacién de flictenas.

LESION:

Alteraciones hemorragicas

TOXINA:

Serinoproteasas (SVSP)

Consumo de fibrindgeno y produccion
de coagulo inestable de fibrina.

LESION:

Hipotension

TOXINA:

Serinoproteasas (SVSP)

Sintesis de bradicininay
degradacion de la angiotensina |,
lo que induce vasodilatacion.

LESION:

Alteraciones hemorragicas
TOXINA:

Lectinas tipo C (CTL) y
similares (CLP, snaclecs)
Agregacion/Antiagregacion
plaquetaria.

LESION:

Alteraciones hemorragicas
TOXINA:

Desintegrinas (DIS)
Inhibicién de la agregacion
plaquetaria.

LESION:

Alteraciones hemorragicas

TOXINA:

Metaloproteasas (SVMPs)
Consumo masivo de factores de la
coagulacid.

LESION:

Alteraciones hemorragicas

TOXINA:

L-aminoacido oxidasas (LAAOSs)
Citotoxicidad sobre células
endoteliales. Agregacion/
Antiagregacion plaquetaria. Edema.

Figura 20. Principales efectos de los venenos de serpientes sobre el cuerpo humano.
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2.9. Péptidos y proteinas menores en los venenos

de serpientes

Las técnicas dmicas (protedmica, transcriptomica y genémica), junto con
los recientes avances en métodos cromatograficos y fraccionamiento de
veneno bioguiado, han permitido la identificacién de péptidos y proteinas
que estan presentes en bajas cantidades en el veneno de las serpientes.
Estos componentes incluyen enzimas, proteinas sin actividad enzimatica
y péptidos. Las siguientes secciones describiran el rol de algunas de es-
tas toxinas menores durante un accidente ofidico, asi como sus posibles
actividades biolégicas.

Hialuronidasas

Las hialuronidasas son enzimas que se encuentran en el veneno de ser-
piente y que degradan el acido hialurénico, el principal glicosaminoglicano
de la matriz extracelular (ECM) [7,248]. Esta degradacion, combinada con
la escision de otros componentes de la ECM como fibras de colageno,
laminina, nidégeno y perlecan por las SVMP, promueve la propagacién de
las otras toxinas en el sitio de la mordedura. Esto demuestra que una hia-
luronidasa de Naja nagja, por ejemplo, puede aumentar la actividad mioto-
xica de una PLA, y el efecto hemorragico de una SVMP [249].

La hialuronidasa del veneno de serpiente tiene el potencial de generar
fragmentos de baja masa molecular del acido hialurdénico, que pueden ac-
tivar la respuesta inflamatoria del huésped [250,251]. Estos mismos frag-
mentos pueden activar las metaloproteasas de matriz (MMP) y aumentar
el dafio a la matriz extracelular (ECM). Los estudios han demostrado que
estas fracciones regulan positivamente la expresion de las MMP [252].

Acetilcolinesterasas

Las acetilcolinesterasas son toxinas que hidrolizan la acetilcolina en co-
lina y acetato. Las enzimas humanas degradan el neurotransmisor en las
sinapsis, que es un mecanismo para terminar los procesos de sefaliza-
cion. Los venenos de eldapidos suelen contener estas enzimas, excepto
las mambas que contienen fasciculinas, inhibidores de las acetilcolines-
terasas [253,254]. Estas enzimas podrian contribuir a la neurotoxicidad
inducida por las toxinas de tres dedos y las PLA, (como se discuti6 an-
teriormente en este capitulo) al reducir los niveles de acetilcolina en las
sinapsis y promover la accién de las toxinas. Sin embargo, esta hipodtesis
requiere una mayor confirmacion mediante investigaciones adicionales.

Nucleotidasas

Las nucleotidasas son enzimas que degradan los nucleotidos en nucled-
sidos. Un subgrupo de nucleotidasas son las nucleotidasas 5’ que catali-
zan especificamente la hidrélisis del fosfato esterificado en el carbono 5’
de la ribosa de los nucledtidos. Estas enzimas se han aislado de venenos
de serpiente, y su principal actividad biolégica es la inhibicion de la agre-
gaciéon plaquetaria [253,254]. Por lo tanto, esta actividad puede contribuir
a la inhibicion plaquetaria inducida por otras toxinas, como las desintegri-
nas, lectinas tipo C, las PLA, y las toxinas de tres dedos. La adenosina es
probablemente uno de los nucledsidos liberados. Puede potenciar otras
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actividades, como la inmovilizacion de presas al activar los receptores
neuronales de adenosina A, suprimiendo la liberacion de acetilcolina de
las neuronas motoras y los neurotransmisores excitadores de los sitios
centrales. La adenosina también exacerba la hipotensidn inducida por ve-
neno al activar los receptores A, en la vasculatura. Ademas, la adenosina
activa los receptores A, en los mastocitos que conducen a la liberacion de
sustancias vasoactivas y aumentan la permeabilidad vascular [259].

Fosfolipasa B (PLB)

La fosfolipasa B hidroliza los glicerofosfolipidos en las posiciones sn-1y
sn-2 [260]. Estas enzimas se han identificado en estudios protedmicos de
veneno de serpiente y analisis transcriptémicos de glandulas de veneno,
incluso de especies colombianas de importancia médica como Micrurus
dumerillii, Bothrocophias myersi, Porthidium lansbergii y Bothrops asper
[261-264]. ELl primer reporte de estas enzimas en venenos de serpientes
indica que presentan actividad hemolitica [265]. Las PLB posiblemente
contribuyan a la lisis de los globulos rojos causada por otras toxinas. Sin
embargo, debido a sus bajas cantidades en los venenos, no ha sido posi-
ble identificar otras actividades biologicas.

Proteinas secretoras ricas en cisteina (CRISP)

Varios venenos de serpientes contienen proteinas secretoras ricas en cis-
teina que se dirigen a los canales idnicos, como los canales BKCa (cana-
les de potasio activados por calcio de gran conductancia) y los canales
ionicos regulados por nucledtidos ciclicos (CNG) [266,267]. Ademas, las
CRISP aumentan la permeabilidad vascular y las respuestas inflamatorias
al activar la infiltracion de leucocitos y neutroéfilos [289]. Por lo tanto, las
CRISP contribuyen a las actividades formadoras de edema de otras toxi-
nas, principalmente PLA y SVMP.

Factores de crecimiento

Se han identificado factores de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y
factores de crecimiento nervioso (NGF) en venenos de serpiente [269,270],
pero su papel en las mordeduras de serpiente aln no estd completamen-
te dilucidado. Los estudios han demostrado que los NFG y VEGF pueden
inducir cambios en diferentes lineas celulares. Por ejemplo, un NGF aisla-
do del veneno de cobra fue capaz de retrasar el crecimiento del carcino-
ma ascitico de Ehrlich [292]. Ademas, otro NGF de la cobra Naja sputatrix
regula positivamente la expresion endogena de NGF en células PC12, asi
como los receptores de superficie celular pro-supervivencia y los canales
ionicos [293]. Por otro lado, los VEGF del veneno de serpiente inducen
hipotension, permeabilidad vascular y pueden conducir a la muerte de
células endoteliales [266,273].

Inhibidores de proteasa

Se han identificado varios tipos de proteasas en los venenos de ser-
pientes, incluyendo kazal, Kunitz e inhibidores de tripéptidos; pero sus
funciones en el envenenamiento no son claras aun. Los inhibidores de
proteasas de tipo Kunitz tienen actividad antihemorragica al inhibir la
plasmina [274,275]. Ademas, se ha reportado que los inhibidores tipo
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Kunitz muestran actividades antiangiogénicas y antitumorales [276]. Por
otro lado, un inhibidor de tipo kazal aislado del veneno de Bothriechis
schelegelii no mostro efectos citotoxicos, hemorragicos o miotoxicos. Sin
embargo, indujo edema en la almohadilla de la pata de ratones e inhi-
bié la actividad enzimatica de la tripsina. Este inhibidor puede limitar la
actividad proteolitica mientras el veneno se almacena en la glandula del
veneno [277]. Algunos venenos de serpientes contienen inhibidores de
tripéptidos que son potentes inhibidores de SVMP y que pueden atenuar,
por tanto, la actividad proteolitica de las metaloproteasas en la glandula
delveneno [278]. Otros componentes identificados en los venenos de ser-
pientes incluyen fosfodiesterasas [259,279,280], aminopeptidasas [281] y
vesprinas [282,283], entre otros. Sin embargo, su papel en las mordeduras
de serpientes sigue siendo poco conocido.

6. Proteomas de serpientes colombianas

El veneno de las serpientes facilita su supervivencia en habitats espe-
cificos. Comprender los venenos de las serpientes es un desafio debido
a la complejidad de las toxinas, sus interrelaciones y las consecuencias
fisiopatologicas del envenenamiento. Aunque las familias de serpientes
venenosas comparten grupos de proteinas, cada familia tiene un grupo de
proteinas dominantes que varian en su secuencia de aminoacidos y abun-
dancia, lo que contribuye a las diferencias en la actividad bioldgica, tanto
generales como individuales de los venenos. Por ejemplo, los venenos de
vipéridos tienen una alta actividad enzimatica que produce trastornos de
la coagulacién sanguinea, mientras que los venenos de elapidos muestran
predominantemente neurotoxicidad [57].

La caracterizacion bioquimica de los venenos muestra que son esen-
cialmente mezclas de proteinas y péptidos que exhiben diversas activi-
dades bioldgicas [57]. La comprension de los venenos y sus propiedades
se ha vuelto mas precisa con el avance de las técnicas y herramientas
utilizadas para su estudio.

El analisis del veneno inicialmente implicd estudios cromatograficos
agregados a la electroforesis en gel de poliacrilamida unidimensional, re-
velando grandes grupos de proteinas. Esto proporcioné una linea de base
para estudios mas especificos. Con la llegada de la cromatografia liquida
asociada a las técnicas de espectrometria de masas, la electroforesis bi-
dimensional y los métodos de secuenciacién, se llevd a cabo un enfoque
global que permitié visualizar la complejidad de los venenos y caracterizar
individualmente las proteinas.

Existen métodos efectivos para manejar venenos crudos. Uno de ellos
consiste en simplificar el veneno antes de realizar la espectrometria de
masas e integrarlo con el analisis de la secuenciacién por degradacién
de Edman [32]. Otra forma de analizar el veneno es mediante enfoques
directos o de escopeta (Shotgun en inglés), utilizando cromatografia li-
quida acoplada a espectrometria de masas en tandem. Alternativamente,
los enfoques indirectos implican analizar las fracciones cromatograficas
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obtenidas del veneno crudo o de las manchas resultantes de la electro-
foresis bidimensional (2-D).

EL método de eleccidén depende de la pregunta de investigacion. El
numero total de proteinas Unicas en el gel de electroforesis 2-D es ti-
picamente mayor que el nimero determinado por el andlisis directo del
veneno a través de espectrometria de masas. Cada mancha puede con-
tener mas de una proteina. Esto esta relacionado con la complejidad de
los venenos, la presencia de multiples isoformas y modificaciones pos-
traduccionales de las proteinas, mas que con la presencia de muchas
proteinas diferentes [57].

A continuacion, se propone una metodologia para separar los compo-
nentes del veneno utilizando la crotamina del veneno de C. d. cumanensis
como modelo (Figura 21). En el paso 1, el veneno se separa en cada compo-
nente utilizando métodos cromatograficos; luego, se selecciona una frac-
cidén y se lleva a digestion enzimatica en el paso 2. Utilizando diferentes
técnicas como la espectrometria de masas o la secuenciaciéon de Edman,
los péptidos resultantes se superponen para obtener la estructura prima-
ria. El estudio de los péptidos resultantes también puede proporcionar
informacion sobre diferentes formas (isoformas o proteoformas) de una
proteina. Mediante el uso de servidores bioinformaticos especializados, la
secuencia se puede utilizar para predecir un modelo tridimensional de la
proteina (paso 3). El paso 4 representa una forma alternativa de identificar
la secuencia seleccionando la fraccién y sometiéndola a electroforesis en
gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) para veri-
ficar su pureza. Por lo tanto, la banda se escinde del gel para ser digerida
enzimaticamente (paso 5) y la identificacién y modelado se realizan como
se describid previamente en los pasos 2 y 3. El paso 6 destaca el uso de
la fraccidn separada para determinar directamente la masa molecular por
espectrometria de masas.

Se puede usar la herramienta de busqueda de alineamiento local basi-
co (BLAST) empleando las secuencias de péptidos obtenidos después de
la digestion enzimatica que permitieron el alineamiento con la crotami-
na de Crotalus durissus terrificus (poblaciones brasileras). Esta secuencia
luego se utilizd para predecir la estructura tridimensional utilizando el
software SWISS MODEL [228]. Estas técnicas se han utilizado para com-
parar venenos, determinar variaciones genéticas, ecoldgicas y geograficas,
e incluso para construir hipotesis filogenéticas de las especies que pro-
ducen toxinas especificas [57,284,285].
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La cromatografia liquida en fase inversa es la técnica mas utilizada para
la separacion de proteinas intactas. Sin embargo, no puede aislar diversas
formas de proteinas (proteoformas) debido a la variacion en sus propie-
dades fisicoquimicas. Por lo tanto, también se emplean otros métodos
de separacion basados en la hidrofobicidad, la interaccion hidrofilica, la
carga eléctrica, el tamafio y la afinidad [286]. Incluso se han descrito otras
técnicas, como la electroforesis y el enfoque isoeléctrico, como posibles
alternativas [287].

Sin embargo, estas técnicas de separacién pueden no siempre resol-
ver eficazmente proteomas complejos. Por el contrario, las estrategias
proteémicas de «arriba hacia abajo» (Top-down procedure en inglés) se
pueden utilizar para identificar y caracterizar proteinas fragmentando
proteinas intactas, en lugar de medir los péptidos producidos a partir de
proteinas mediante procedimientos de digestion triptica [198]. EL analisis
directo de proteinas intactas proporciona datos enriquecidos, que cubren
casi la secuencia completa de proteinas, y permite la identificacién de
proteoformas y la localizacion de modificaciones [288]. Actualmente, esta
técnica estd limitada a proteinas de tamafio bajo y mediano. Sin embargo,
probablemente se utilizara para complejos proteicos mas grandes en el
futuro cercano.

Los proteomas de venenos de serpiente se representan tipicamente de
manera grafica como diagramas circulares o de barras, que muestran el
porcentaje de abundancia de cada familia de proteinas y su relacion con
la actividad general del veneno (ver Capitulo 3). En Colombia, el veneno de
los vipéridos (Figura 22), muestra una mayor concentracion de metalopro-
teasas en especimenes juveniles de Bothrops asper que tiende a disminuir
en individuos adultos. Esta diferencia se compensa con un ligero aumento
en la presencia de PLA, serinoproteasas y L-aminoacido oxidasas [289].
En el veneno de Bothrops atrox, las metaloproteasas representan casi el
50% del proteoma. Si bien PLA, también esta presente, vale la pena sefia-
lar que el veneno de las poblaciones colombianas contiene dos veces la
cantidad de serinoproteasas y L-aminoacido oxidasas reportado para las
poblaciones brasilefias [290].

El veneno de Porthidium lansbergii mantiene la relacidon 2:1 entre me-
taloproteasas y PLA,, pero también contiene una cantidad significativa de
desintegrinas y lectinas tipo C (13% y 7%, respectivamente) [291]. Aunque
el veneno de P. lansbergii es rico en estos componentes, los estudios de
sus aplicaciones biotecnolégicas aun estan en sus primeras etapas [292].
En contraste, el veneno de Bothrocophias myersi (Cabeza de sapo roja)
esta compuesto principalmente de PLA, y SVMPs (54% y 21,4%, respecti-
vamente) [284]. Los venenos de otras viboras, como Bothrocophias camp-
belli (cabeza de sapo chocoana) contienen menos del 1% de desintegrinas
[198], y el veneno de Crotalus durissus tiene lectinas tipo C que represen-
tan el 1,18% de su proteoma [293].

En particular, el veneno de C. durissus esta compuesto por mas de un
60% de crotoxina, una PLA, neurotoxica, y un 6% de crotamina, una miotoxi-
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Figura 22. Representatividad
de toxinas en los
proteomas de venenos de
viboras colombianas con
datos disponibles. BPPs:
péptidos potenciadores de
bradicinina; PLA,: fosfolipasa
A,; SVSP: serinoproteasa

de veneno de serpiente;
SVMP: metaloproteasa

de veneno de serpiente;
LAAO: L-aminoacido
oxidasa; CRISP: proteina
secretora rica en cisteina;
CTL: lectinas tipo C y
similares a lectinas; DIS:
desintegrina; NGF: factor

de crecimiento nervioso;
VEGF: factor de crecimiento
endotelial vascular; PEP:
otros péptidos; UNK:
desconocidas; Crotoxina:
neurotoxina cristalina de
tipo fosfolipasa A, obtenida
del veneno de la serpiente
de cascabel del género
Crotalus; Crotamina:
miotoxina de bajo peso
molecular del veneno de

la serpiente de cascabel
del género Crotalus. Los
proteomas del veneno de las
especies se obtuvieron de
[81,290,293,295-297].

Figura 23. Representatividad
de toxinas en los proteomas
de venenos de serpientes
corales colombianas

con datos disponibles.

PLA,: fosfolipasa A;

SVSP: serinoproteasas

de veneno de serpiente;
SVMP: metaloproteasas de
veneno de serpiente; LAAO:
L-aminoacido oxidasa;
CRISP: proteina secretora
rica en cisteina; CTL:
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na de bajo peso molecular que es tipica de las serpientes de cascabel [293]
(Figura 22). En contraste, Lachesis acrochorda (verrugoso chocoano) tiene
un predominio de serinoproteasas, seguidas de metaloproteasas y péptidos
vasoactivos, incluyendo toxinas poco comunes como los péptidos poten-
ciadores de bradicinina (BPP) y el péptido natriurético tipo C (C-NP) [294].
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mPLA,
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= LAAO
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uCTL
=DIS
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uNGF
mPDE
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Solo ocho especies de elapidos colombianos tienen caracterizaciones
proteémicas disponibles. Al considerar la dicotomia de 3FTx-PLA,, en el
veneno de Micrurus mipartitus, las 3FTx predominan con 61% [285], mien-
tras que para M. dumerilii, M. helleri, M. medemi y M. sangilensis el 52%,
41%, 43% y 30% del proteoma esta representado por PLA , respectivamen-
te [264], que incluye proporciones significativas de péptidos de Kunitz
para M. dumerilii y metaloproteasas para M. helleri, M. medemi y M. san-
gilensis (Figura 23). EL veneno de la serpiente marina de vientre amarillo
Hydrophis platurus de la poblacion costarricense contiene aproximada-
mente 50% de 3FTx, en comparacion con 33% de PLA, [297], sin embargo,
aun no se ha caracterizado ninguna poblacién colombiana.

Micrurus medemi
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CTL
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Aunque se ha incrementado la caracterizacion de los proteomas de
veneno de serpientes de especies colombianas, son necesarios mas es-
tudios. Debido a las bajas tasas de encuentro, habitats cripticos y alta
rigueza de especies, la mayoria de los venenos de las serpientes de im-
portancia médica en Colombia carecen de caracterizacion protedmica de
sus venenos, siendo las corales (Micrurus) las que presentan los mayores
vacios de conocimiento. Conocer las principales toxinas del veneno de
cada especie permitira entender las actividades fisiopatoldgicas de cada
componente y sus potenciales aplicaciones en biotecnologia y medicina.

Potenciales usos de los venenos de serpientes

Los venenos de serpientes son mezclas complejas que contienen toxi-
nas que atacan varios procesos fisiolégicos. Han sido reconocidos como
fuentes de moléculas bioactivas desde el descubrimiento y desarrollo del
captopril (ver Capitulo 10). Ha habido casos exitosos en los que se han
producido medicamentos a partir de toxinas de serpientes. Por ejemplo,
el tirofiban es un medicamento utilizado para inhibir la agregacién pla-
quetaria en sindromes coronarios agudos. La desintegrina identificada en
el veneno de Echis carinatus fue modificada y formulada para desarrollar
este medicamento [298].

Los venenos de serpientes también son Utiles para estudiar procesos
bioldgicos. Por ejemplo, la batroxobina se utiliza con fines diagnodsticos en
quimica clinica. La reptilasa (Reptilase®, Pentapharm, Basilea, Suiza) es
una alternativa al tiempo de trombina en muestras que contienen hepari-
na o para diagnosticar hipofibrinogenemia [299]. Los venenos son fuentes
importantes de compuestos bioactivos que tienen potencial como com-
puestos principales para el desarrollo de farmacos o como moléculas
para estudiar algunos procesos biolégicos (ver Capitulo 10).
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Apéndice: Materiales y métodos

Visualizaciéon de estructura secundaria de toxinas en 3D

En este capitulo el estudio de las toxinas se aborda desde la estructura
secundaria. Para su correcta visualizacion se colorean selectivamente las
zonas con estructura secundaria en hélice alfa (en fucsia), hoja beta (en
verde/amarillo), giros y estructura al azar (en blanco).

Se escogié el modo de visualizacién esquematico para permitir mos-
trar la representacién de Richardson (MolScript). Esta visualizacion es si-
milar al modelo de cintas, pero muestra mediante puntas de flecha la
orientacion de las cadenas en hebras y hélices, y los tramos sin estruc-
tura secundaria son cordones en lugar de cintas [301,302]. En algunas
proteinas, o en ciertas regiones de estas, no existen interacciones de
suficiente consideracion como para que se pueda distinguir un nivel de
organizacién superior a la estructura primaria. En estos casos se habla de
conformacion al azar.

Cuando la cadena principal o esqueleto de un polipéptido se pliega en
el espacio en forma de helicoide dextrogiro se adopta una conformacién
denominada hélice alfa. Por lo contrario, cuando la cadena principal de
un polipéptido se estira al maximo permitiendo que sus enlaces covalen-
tes interaccionen, este adopta una configuracion espacial denominada
estructura B (hoja beta), que suele representarse como una flecha [302].
Cuando las estructuras beta tienen el mismo sentido, la hoja b resultante
es paralela, y si las estructuras b tienen sentidos opuestos, la hoja plega-
da resultante es antiparalela.

Las secuencias de la cadena polipeptidica con estructura alfa o beta a
menudo estan conectadas entre si por medio de los llamados giros beta,
que son secuencias cortas, con una conformacién caracteristica que im-
pone un brusco giro de 180 grados a la cadena principal de un polipépti-
do. Los modelos 3D de las toxinas fueron obtenidos de la base de datos
Protein Data Bank (PDB), fueron descargados en formato Wavefront(.obj) y
posteriormente optimizados utilizando Blender [303,304]. Posteriormente
fueron importados a Jmol generando el patron de estilo esquematico,
luego se exportaron en formato 3D VRML[305]. Finalmente se importaron
a la plataforma sketchfab para generar el codigo html de visualizacién
[306].
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