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ACTIVIDAD FIBRINOLITICA EN VENENOS DE
SERPIENTES PERUANAS DE LOS GENEROS BOTHROPS,
LACHESIS Y CROTALUS
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ABSTRACT

We studied the presence of fibrinolytic activity in five dried peruvian
snake venoms using fibrin clots formed by one partially purified fraction of
Thrombin-like enzyme from L. muta muta. In all venoms studied, fibrinolysis
were detected in absence of plasmin in the range from 16,3 to 57,5 U/h mg
protein. This results demonstrate the existence of proteolytic enzymes in
Peruvian Viperid snake venoms that act upon fibrin. The L. muta muta venom
showed the higher activity (57,5), followed in down order by B. barnetti (45,2),
B. pictus (29,4), C. durisus terrificus (22,5) and B. brazilii venom (16,3).
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RESUMEN

Se estudia 1a presencia de actividad fibrinolitica en los venenos de cinco
serpientes peruanas empleando codgulos de fibrina formados a partir de
fibrin6geno bovino y una enzima semejante a trombina de L. muta muta
parcialmente purificada. Los cinco venenos estudiados presentaron actividad
fibrinolitica en ausencia de plasmina (rango: 16,3 a 57,5 U/h mg proteina),
lo que demuestra la existencia de enzimas proteoliticas en los venenos de
vipéridos peruanos, que actiian directamente sobre la fibrina. El veneno de L.
muta muta presentd la mayor actividad enzimitica especifica (57,5), seguido
en orden decreciente por B. barnetti (45,2), B. pictus (29,4), C. durisus terrificus
(22,5) y B. brazilii (16,3).

Palabras Clave: Venenos de serpiente; Fibrin6lisis; Coagulacién.

INTRODUCCION

Los venenos de serpientes son secreciones viscosas con elevado conte-
nido proteico que contienen una variedad de moléculas proteicas con marcada
actividad enzimética, toxinas polipeptidicas con y sin actividad enzimitica,
péptidos y compuestos de bajo peso molecular [6, 15].

El descubrimiento de ciertos agentes coagulantes in vivo conocidos como
enzimas similares a trombina (EST): Batroxobin, la Reptilasa’, Botropase®,
Defibrase’ y Arvin® dan evidencia del uso potencial de las enzimas de venenos
ofidicos como fuente para la obtencién de importantes drogas iitiles en el
tratamiento de diversas afecciones tromboembdlicas y hematopoyéticas, asi
como en el laboratorio clinico [5, 13].

La remocién de los codgulos formados en los vasos sanguineos se
efectda en el organismo mediante un sistema enzimético proteolitico (sistema
fibrinolitico, Figura 1), mediado por la activacion del plasminégeno a plasmina,
una serinoproteasa que lisa el coagulo insoluble formando productos solubles
de degradacién de la fibrina con propiedades anticoagulantes [2].
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Fig. 1 Mecanismo de fibrinélisis sanguinea y sitios de accién de las enzimas de

venenos de serpiente.

En este trabajo se evalia la presencia de actividad fibrinolitica en los
venenos de las serpientes peruanas Crotalus durisus terrificus, Bothrops barnetti,
B. pictus, B. brazilii y Lachesis muta muta, empleando como substrato coa-
gulos formados por accién de una enzima coagulante semipurificada (EST)

del veneno de L. muta muta sobre fibrinégeno bovino.
MATERIAL Y METODOS

Se utilizé veneno desecado cristalizado obtenido en el serpentario del
Instituto Nacional de Salud en Lima, a partir de ejemplares adultos de C. durisus
terrificus (Lote C5-B3-85, Sandia, Puno), Bothrops barnetti (Lambayeque),
B. pictus (Lote 2B-8-87, Lima), B. brazilii (Lote s/n, Selva peruana) y L. muta
muta (Lote L5-LM9-85, Alio Marafién, Amazonas). Para los ensayos, el
veneno ofidico y la EST fueron diluidos (P/V) en NaCl 0,85%.
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El contenido proteico de los venenos s¢ estimé segin el método de
Lowry [8], modificado por Stauffer [14], empleando una curva de calibracién
de alblimina sérica bovina (Sigma).

La actividad fibrinolitica de los venenos se evalué en funcién de su
capacidad para lisar codgulos de fibrin6geno bovino, formados por la accién
de un extracto semipurificado de enzima similar a trombina (EST) aislada a
partir del veneno cristalizado de L. muta muta segiin la técnica de Zavaleta
y cols. [16]. La fraccién semipurificada de EST tuvo una potencia coagulante
de 488,98 UNIH de Trombina/mg de proteina, estimada empleando Trombina
Sigma (lote 75-F-9466; 52 UNIH/mg) como estdndar. Los ensayos se reali-
zaron a 37°C en tubos de Wintrobe, conteniendo codgulos obtenidos mezclando
0,2 mL de fibrin6geno bovino (5 mg/mL en 0,02M buffer fosfato salino) y
0,1 mL de EST (53,9 UNIH/mL). Luego se adicioné a cada tubo 0,1 mL de
veneno (2 mg/mL) o NaCl 0,85% (control). La actividad fibrinolitica se estimé
luego de 24 horas a 37°C, mediante medicién directa del porcentaje de lisis
del coagulo producida en los tubos, luego de sustraer el porcentaje de lisis
obtenido en los tubos control. Una unidad de actividad fibrinolitica se definié
como la cantidad de veneno capaz de lisar 1% del volumen inicial del codgulo
en una hora por mg de proteina de veneno.

RESULTADOS Y DISCUSION

El contenido proteico del veneno ofidico fluctud entre 53,7% y 91,8%
(Tabla 1) correspondiendo el menor contenido porcentual al veneno de L. muta
muta y el mayor al veneno de C. durissus. Todos los venenos estudiados
presentaron actividad fibrinolitica, fluctuando dicha actividad entre 16,3 y 57,5
U/h mg proteina (Tabla 1). L. muta muta presenté la mayor actividad enzimatica
especifica (57,5), seguido en orden decreciente por B. barnetti, B. pictus y C.
durisus terrificus y B. brazilii. La lisis espontanea del codgulo observada en
los tubos control fue de 2,46%
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Tabla 1  Actividad fibrinolitica en venenos ofidicos peruanos

Veneno % Proteinas* Actividad
fibrinolitica*
B. barnetti 71,7 4521 + 10,8
B. pictus 76,7 2946 + 13,3
B. brazilii 86,5 1634+ 56
C. durisus terrificus 91,8 251+70
L. muta muta 53,7 57,56 £ 9,3

* Unidades expresadas en porcentaje de lisis del codgulo/hora mg protefna.

+ Método de Lowry modificado por Stauffer (1975).

Los venenos de serpientes de la familia Viperidae pueden aceptar uno
o mds niveles de la cascada de la coagulacién, siendo los mecanismos de accién
mds frecuentes: a) activando factores de coagulacién en la via intrinseca (X,
VII) y/o liberando fosfolipidos plaquetarios; b) activando el Factor XIII; ¢)
consumiendo especificamente el fibrinégeno por accién de la enzima similar
a trombina; y d) mediante la accién de factores fibrinoliticos [6, 9].

En la dltima década, diferentes investigadores han informado sobre la
presencia de factores con actividad similar a trombina (EST) en los venenos
de C. durissus terrificus {3], B. barnetti [11], B. pictus [10,11] y L. muta muta[4,
11, 16]; sin embargo, los estudios sobre la presencia o ausencia de enzimas
con actividad fibrinolitica en los venenos botrépicos y lachésico peruanos son
aun escasos [7].

En este estudio confirmamos la existencia de actividad fibrinolitica en
los cinco venenos estudiados, mediante el empleo de un sistema in vitro carente
de plasminégeno o plasmina, que utiliza codgulos formados por una enzima
fibrinogenolitica semipurificada (coagulante, EST) del veneno de L. muta muta.
Aun cuando se ha sugerido que los coagulos formados por la EST pudieran
ser mas labiles a la accién de la plasmina que aquéllos formados por la accién
de la trombina, el modelo empleado permite la evaluacion comparativa in vitro
de 1a potencia fibrinolitica de los diferentes venenos, los que pueden presentar
simultdneamente ambos factores (procoagulantes y fibrinoliticos), que
interactuarian sinergisticamente [9]. El efecto final observado dependeria de
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1a cantidad y potencia de cada uno de estos principios presentes en €l veneno,
habiéndose informado previamente que en algunos venenos el empleo de
pequefias dosis de veneno produce mayor efecto coagulante que fibrinolitico,
mientras que con dosis elevadas de veneno, el efecto era inverso [7].

Los mecanismos intimos del proceso fibrinolitico originado por varios
de los venenos de serpientes estudiados en este trabajo ain no han sido
esclarecidos, postuldndose dos mecanismos probables de accién [1, 91: a) que
los venenos contengan enzimas fibrinoliticas y que la fibrin6lisis se deba a
la accién de enzimas con accién especifica sobre la fibrina, o inespecificas,
que afecten tanto a la fibrina como a otras proteinas diferentes y b) que los
venenos no contengan enzimas fibrinoliticas, sino que activen el plasmindgeno
transformandolo en plasmina, la que causaria la accién fibrinolitica.

Rosenfeld considerd en 1964 que el efecto fibrinolitico en los venenos
ofidicos del género Bothrops se debia a 1a activacién del plasmindgeno en lugar
de una accion directa sobre la fibrina [12]. Nuestros resultados muestran que
todos los venenos ofidicos evaluados presentan actividad fibrinolitica en ausencia
de plasminégeno, lo que discrepa con lo sefialado por Rosenfeld, y demuestra
la existencia de enzimas activas sobre la fibrina en estos venenos, cuya
especificidad requiere un an4lisis mas detallado. Asimismo, es necesario realizar
otros estudios con modelos diferentes de fibrindlisis que permitan descartar
existencia de factores activadores del plasminégeno en estos venenos.
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