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QUIMICA Y FARMACOLOGIA DEL VENENO DE SERPIENTES
(Il PARTE):
EFECTOS SOBRE EL SISTEMA NERVIOSO Y CARDIOVASCULAR
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ABSTRACT

A multidisciplinary revision of snake venoms include its chemical,
pharmacological, toxicological and immunological aspects. In the first part,
the chemical composition of venoms and local effects of venom poisoning in
human and experimental models are reviewed. In the second part, the systemic
effects of snake venoms, including both neurotoxicity and cardiovascular
failure effects, and the nature, function and classification of the polypeptide
neurotoxins and cardiotoxins are reviewed; and a comparison with the Peru-
vian Lachesis muta muta snake venom effects upon both nervous and cardio-
vascular systems is discussed.
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INTRODUCCION

Los animales venenosos, entre ellos las serpientes venenosas, han sido
considerados como agentes dafiinos y letales para el hombre en todas las etapas
histéricas de la humanidad. Algunas culturas como la egipcia y maya las han
considerado seres divinos, y otras culturas, tanto en el medioevo como en la
actualidad, utilizan el veneno, asi como extractos -corporales de serpientes
venenosas, como agentes afrodisiacos, analgésicos, o medicamentosos [39].

Los envenenamientos producidos por mordeduras de ofidios, mas
conocidos bajo la denominacién genérica de ofidismo, han ocurrido desde la
antigiiedad, y actualmente constituyen un importante problema de salud
publica, produciéndose de 30,000 a 40,000 muertes anuales [1, 8, 14, 24, 39,
40, 48].

El Peri cuenta con mis de 60 especies de serpientes venenosas cono-
cidas, agrupadas en 3 familias: Viperidae, Elapidae ¢ Hydrophyidae respec-
tivamente, incluyendo los géneros Bothrops, Lachesis, Crotalus, Micrurus,
‘Leptomicrurus y Pelamis, cuya distribucién geogréfica, caracteristica del
envenenamiento, y su tratamiento han sido revisadas recientemente [10, 7, 35,
36].

En la primera parte de este estudio nos ocupamos del veneno ofidico
en sus diferentes aspectos: biolégico, bioquimico, farmacolégico e inmuno-
légico, y delineamos las principales caracteristicas quimicas y farmacolGgicas
de las fracciones bioldgicas presentes en estos venenos, responsables de los
efectos observados a nivel local (citotoxicidad, hemorragia, necrosis y mio-
necrosis), ocupandonos en detalle del veneno de Lachesis muta muta. En este
trabajo, revisaremos los principales efectos sistémicos del envenenamiento por
serpientes de la Familia Viperidae, incluyendo los efectos sobre el sistema
nervioso y cardiovascular.

EFECTOS SISTEMICOS DEL ENVENENAMIENTO POR
MORDEDURA DE SERPIENTES.

Dentro de los efectos sistémicos del veneno de serpiente, se clasifican
a todos aquéllos que afectan 6rganos o sistemas a distancia del sitio de
inoculacién del veneno, incluyéndose entre ellos a los siguientes:

—  Acciones sobre el sistema nervioso (central 6 periférico, neurotoxici-
dad). '
186



— Acciones sobre el sistema cardiovascular (cardiotoxicidad y alteraciones
de la presi6n arterial),

—  Acciones sobre el aparato respiratorio (alteracién de la dindmica respi-
ratoria).

— " Acciones sobre el sistema hematolégico, incluyendo al sistema de la
coagulacién sanguinea (efectos sobre diferentes constituyentes de la san-
gre responsables de la hemélisis y sobre la cascada de la coagulacién),
al sistema plaquetario y a los glébulos rojos y blancos.

—  Acciones sobre el aparato excretor (nefrotoxicidad).

— Acciones sobre el sistema endocrino (alteraciones metabdlicas inducidas
por el veneno).

Las manifestaciones sistémicas comunes a los género§ Bothrops, Cro-
talus y Lachesis incluyen hipotension y “shock”, transtornos de 1a coagulacién
y alteraciones en las células hemdticas [39]. Los efectos locales incluyen
edema y hemorragia debida a exudacién de plasma o sangre total a nivel de
los capilares, presuntamente provocada por una accidn citotéxica a nivel del
endotelio vascular [8, 14, 15, 19, 24]. La necrosis es 1a manifestacién local
mds seria, pudiendo ocasionar lesiones tréficas prolongadas y/o incapacitacién
motora permanente por la amputacién de miembros [12, 14, 16]. En el
envenenamiento por Crotalus durissus terrificus “Cascabel”, se observan,
ademds de los fenémenos antes descritos, la ocurrencia de transtornos neu-
rolégicos [20, 39]. El accidente lachésico ocurre en zonas rurales y estd
asociado a una elevada mortalidad inmediata, lo que ha motivado la casi total
ausencia de reportes de envenenamientos en humanos [46). En 1981, Silva
Haad reporté dos casos humanos en Leticia (Colombia), describiendo los
sindromes coagulante, hipotensivo, hematolégico y gastrointestinal de este
envenenamiento [46], los cuales fueron previamente descritos por Vellard en
modelos animales, en la década de los 50 [49].

NEUROTOXICIDAD Y CARDIOTOXICIDAD

Las neurotoxinas y cardiotoxinas del veneno de serpiente son factores
polipeptidicos, algunos de los cuales poseen capacidad enzimatica de fosfo-
lipasa A, [24], y pueden ser detectadas utilizando modelos in vivo o in vitro.
Chen Yuan Lee ha utilizado preferentemente modelos in vitro, como la
preparacién de diafragma aislado de rata o de miisculo biventer de pollo, para
la identificacién de neurotoxinas y cardiotoxinas [23].
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Las neurotoxinas pueden clasificarsg, segiin su sitio de accién, en toxinas
activas sobre el sistema nervioso central o activas sobre el sistema nervioso
periférico. Estas iltimas son las mas conocidas en los venenos de serpientes.
Las toxinas de acci6n periférica por lo general afectan las uniones neuromus-
culares y/o ganglionares, y a su vez pueden tener tres sitios principales de
accién [48]:

— A nivel presiniptico (neurotoxinas que impiden o aumentan la liberacién
del neurotransmisor). Estas son neurotoxinas obtenidas del veneno de
eldpidos y del veneno de serpientes vipéridas como 1a Crotalus durissus
terrificus “Cascabel™. Algunas de ellas poseen actividad fosfolipasica
como la Notexina de Notechis scutatus y la crotoxina de C. durissus
terrificus [24, 39]. Otras neurotoxinas est4n libres de actividad fosfo-
lipasica, y poseen acci6n facilitatoria de la liberacién de neurotransmi-
sores. En 1a Tabla 1 se muestra algunas neurotoxinas presindpticas,
agrupadas segiin su composicién polipeptidica.

TABLA 1: Neurotoxinas de accién presindptica obtenidas de veneno
de serpientes (Segiin Mebs, 1988).

NEUROTOXINA SERPIENTE
TOXINAS DE CADENA UNICA

Caudoxina X Bitis caundalis

Notexina Notechis s. scutatus

Notechis -5 Notechis s. scutatus

Ammodytoxina Vipera ammodytes

Fosfolipasa j Vipera ammodytes
TOXINAS DE DOBLE CADENA

Beta Bungarotoxina Bungarus multicinctus.

COMPLEJOS DE 2 PROTEINAS TOXICAS

Crotoxina Crotalus d. terrificus

Toxina mojave Crotalus scutulatus

Pseudocerastes neurotoxina cb Pseudocerastes fieldi

Vipera palestinae toxina de

dos componentes Vipera palestinae
COMPLEJOS DE MULTIPLES PROTEINAS TOXICAS

Taipoxina Oxyuranus s. scutellatus

Paradoxina ~ Oxyuranus microlepidotus

Textilotoxina ’ . Pseudonaja textilis
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A nivel postsindptico existen dos sitios principales de accién:

A nivel del receptor postsinaptico: neurotoxinas que interactian selec-
tivamente sobre el receptor para acetilcolina, bloqueandolo en forma
irreversible [27]. Esta accién semeja al efecto del curare, y son deno-
minadas Alfa neutoroxinas. Estas se han descrito en los venenos de
elapidos como las serpientes del género Micrurus, asi como también en
los hiprofidios (serpientes marinas) del género Pelamis. Cerca de 50 de
estos polipéptidos neurot6xicos han sido obtenidos en forma pura y
secuenciados [33]. Todos ellos guardan gran similitud estructural entre
si: son moléculas basicas, y en funcién de su peso molecular son cla-
sificadas en dos grandes grupos: toxinas de cadena corta (grupo I, 60
a 62 aminodcidos, 4 puentes disulfuro) y toxinas de cadena larga (grupo
II, 71 a 74 amino4cidos, 5 puentes disulfuro). Ambas variedades de
toxinas presentan diferencias inmunolégicas entre si, espectros de di-
croismo circular muy diferentes, y diferencias en estabilidad frente a
liofilizacién, y modificaciones quimicas [24]. Dos subgrupos inmuno-
16gicos se han reportado a su vez para las toxinas de cadena corta [8].
En la figura 1 se muestran los esquemas estructurales de las dos varie-
dades de neurotoxinas activas sobre receptores colinérgicos.
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Erabutoxin b

Fig. 1: Esquemas estructurales de las dos variedades de neurotoxinas activas sobre
receptores colinérgicos. (Fuente: Lee, C.Y. referencia 24 y Tu, A.T. referencia
48).
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— A nivel de la enzima acetilcolinesterasa. Estas neurotoxinas actian
inhibiendo a esta enzima. Un ejemplo lo constituyen las toxinas deno-
minadas dendrotoxinas, obtenidas del veneno de las mambas africanas
pertenecientes al género Dendroaspis [24].

Eventualmente, otras denominaciones son empleadas para identificar
grupos de proteinas activas, como las “neurotoxinas tipo Angustyceps”, “tipo
sinergistico” o “toxinas similares a las de Vipera russelli” [11].

Tres grupos de serpientes peruanas son tipicamente neurotéxicas:
Crétalus durisis terrificus (Familia Viperidae), las serpientes de los géneros
Micrurus 'y Leptomicrurus (Familia Elapidae) y las serpientes marinas (Familia
Hydrophiidae). Los componentes neurotéxicos del veneno de C. durisis terri-
ficus se han aislado y caracterizado ampliamente. Ellos incluyen a la crotoxina,
la convulxina y la giroxina. La crotoxina es la neurotoxina mayor, tiene un
peso molecular de 30 Kd, y una LD50ip. de 35 ug/kg rat6n. Esta toxina estd
-compuesta de 2 subunidades, una téxica y fuertemente basica de 14.5 Kd con
actividad de Fosfolipasa A, y una subunidad no téxica y acidica denominada
'crotapotina, de 9.5 Kd [48]. La interaccién de ambos componentes incrementa
grandemente la toxicidad de la fraccién fosfolipssica. La convulxina y la
giroxina son proteinas 4cidas y no dializables. La convulxina produce convul-
siones, y la giroxina movimientos en rodillo de los ratones envenenados; sin
embargo, se conoce ain poco sobre sus aspectos quimicos y farmacolégicos
[24]. :

Los componentes activos del veneno de las serpientes Micrurus, €l
segundo grupo neurotdxico, han sido poco estudiados. Estos venenos contie-
nen toxinas polipeptidicas capaces de bloquear especificamente los receptores
colinérgicos nicotinicos a nivel de las placas motoras (uniones nervio-miisculo
~ esquelético) [24, 27]. El tercer grupo esti constituido por las serpientes marinas
del género Pelamis, cuyas toxinas polipeptidicas poseen acci6n similar a las
de Micrurus, perteneciendo al grupo de las alfa neurotoxinas [24, 48].

Vellard reporté en 1954 que el veneno de L. muta muta inyectado por
via ev. en perros provoca convulsiones ténico-cl6nicas generalizadas que
preceden a la muerte del animal experimental. Debido a esta observacidn,
Vellard asumi6 que dicho veneno posee accién neurotéxica [49]. Sin embargo,
observaciones recientes han mostrado que este efecto convulsivante no se
observa en las etapas iniciales del envenenamiento de ratones por via intra-
peritoneal, pero si en las dltimas etapas de envenenamiento. Asimismo, una
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de las caracteristicas de este envenenamiento es la ausencia de parélisis motora,
a diferencia del efecto del veneno de C. durissus terrificus, el que por poseer
una neurotoxina (1a crotoxina), produce parélisis fldcida [24]. Con la finalidad
de verificar la presencia de neurotoxinas con accién neurotéxica periférica
(blogueante neuromuscular), investigamos recientemente los efectos del
veneno sobre la preparacién neuromuscular de nervio frénico-diafragma de la
rata. Los resultados mostraron que este veneno, aun a concentraciones
sumamente elevadas (hasta de 5 mg/ml) fue incapaz de bloquear la placa
neuromuscular de la rata [53]. Queda ain por descartarse la presencia de
efectos convulsivantes resultantes de una accién neurotdxica central, cuya
ausencia en perros tratados con barbitiiricos fuera discutida en un reporte
previo [52]. :

Las cardiotoxinas son polipéptidos fuertemente basicos (pHi cercano a
12), obtenidas de venenos de eldpidos, y que a diferencia de las neurotoxinas,
son capaces de afectar una amplia gama de células, tanto excitables como no
excitables. Ellas causan contraccién del miisculo esquelético, arresto sist6lico
en el corazén aislado, contraccion del miisculo liso, bloqueo de la conduccién
axonal, irritacién local y hemolisis directa de eritrocitos lavados [24]. Ellas
poseen actividad contracturante sobre ambas preparaciones en ausencia de
estimulacién eléctrica [23, 24]. El veneno de L. muta muta no provoca
contractura del misculo esquelético (diafragma) en ausencia de estimulacién
eléctrica, lo que sugiere la ausencia a su vez de cardiotoxinas [42, 52, 53, 54].
Salas ha empleado recientemente la preparacién del misculo biventer de pollo
en dosis de concentracién elevada de veneno lachésico (rango 0.2 mg/ml), sin
observar mayores efectos a nivel muscular, lo que apoya la hipétesis de la
ausencia de cardiotoxinas polipeptidicas en este veneno [42].

La enzima acetilcolinesterasa, que cataliza la hidrélisis del grupo éster
del neurotransmisor acetilcolina, se¢ ha encontrado asociada a la actividad
neurotdxica de los venenos de serpientes de las familias Elapidae ¢ Hy-
drophiidae. La presencia de esta enzima es excepcional en los venenos de
serpientes de la Familia Viperidae [24]. La ausencia de esta enzima en el
veneno de L. muta muta confirmaria lo mencionado en la literatura y-aleja la
posibilidad de que el veneno de L. muta muta sea neurotéxico. Los resultados
obtenidos por nosotros concuerdan con los obtenidos previamente por Ave-
llo y col. en 1985 {4] y Olascoaga en 1987 [37] para otros vipéridos perua-
nos no neurotdxicos. Avello y col. demostraron también que el veneno de L.
muta muta no posee actividad inhibitoria sobre colinesterasa plasmatica
humana [4]. :

192



EFECTOS SOBRE EL SISTEMA CARDIOVASCULAR

La actividad proteolitica ha sido relacionada, por numerosos autores, con
los fendmenos de necrosis [3, 8, 14, 17, 18, 21, 24, 32, 38, 41], incremento
de permeabilidad capilar {19, 26, 38, 48], accién inflamatoria {29] y alteracién
de la dindmica cardiovascular mediada por liberacién de péptidos vasoactivos
[24, 29, 30, 52, 54].

El “shock” circulatorio con hemorragia interna es una causa frecuente
de muerte en las mordeduras de serpientes de las familias Crotalidae y
Viperidae. En animales experimentales, la administracién de veneno de
crotdlidos provoca una dramética cafda de 1a presién arterial, seguida por una
recuperacion parcial, pero eventuaimente la presién vuelve a caer, terminando
en paro cardiaco. La respiracién artificial no impide la caida de la presién
arterial [24, 39]. '

El veneno de L. muta muta inyectado por via endovenosa provoca
inmediatamente una caida dramdtica de la presin arterial en perros aneste-
siados con pentobarbital sédico. El mecanismo de produccién, y sitio de accién
de los componentes responsables de la hipotensién inducida por veneno de L.
muta muta, fueron esclarecidos recientemente por nosotros, correspondiendo
a un efecto mediado por una enzima proteolitica con accién kininogendstica,
cuyo sitio de accién es el espacio intravascular [52, 54]. Se ha postulado que
esta enzima actuaria sobre el plasma y liberaria péptidos vasoactivos, los que
disminuirian 1a resistencia vascular periférica mediante una accién relajante
de su musculatura lisa. Asimismo, se demostré que este efecto era bloqueado
por la accién de aprotinina, un péptido inhibidor de kininogenasas y otras
enzimas proteoliticas del grupo de las serino proteasas [44, 45], y que ademds
era inhibido por los anticuerpos presentes en el antiveneno comercial, por lo
que se trataria de una molécula antigénica [52, 54].

Los venenos de serpiente constituyen una de las principales fuentes de
enzimas liberadoras de kipinas [2, 5, 21, 24, 25, 28, 30, 31, 34, 43, 47, 50,
52]. Estas fueron descubiertas en la década del 50, por Rocha e Silva y otros
durante el estudio de las acciones farmacoldgicas del veneno de B. jararaca
[48, 51]. Estudios posteriores han permitido identificar un sistema enzimético,
denominado sistema de las kininas, que posee importantes acciones sobre la
coagulacién sanguinea, presién arterial, permeabilidad capilar y respuesta
inflamatoria local [44]. Varias enzimas liberadoras de kininas (kininogenasas)
han sido purificadas de venenos de serpiente, pudiendo mencionarse a dos de
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ellas como las més caracteristicas: la kininogenasa del veneno de Bitis gabd-
nica, una glicoproteina con actividad serinoesterasica que provoca hipotensién
arterial luego de su aplicacién en infusién ev. en perros {2, 9]. Otra kinino-
genasa de naturaleza sialoglicoproteica es la Crotalasa, aislada del veneno de
Crotalus adamanteus, 1a que constituye una excepcion debido a que posee,
simultdneamente, actividad similar a Kalikreina y coagulante similar a trom-
bina [31].

La crisis hipotensiva producida por el veneno lachésico es similar a la
observada para otros venenos de crotdlidos y vipéridos. Esta crisis no es de
origen cardiaco primario, sino se debe a vasodilatacién conducente a una
drastica caida de la resistencia vascular periférica, cuyo sitio inicial ain es
materia de controversia. Algunos autores sugieren que el sitio inicial para la
disminucién de la resistencia vasculz\ir periférica en el caso de los venenos de
crotilidos serfa la vasculatura muscular esquelética, mientras otros autores
postulan que para el veneno de vipéridos corresponderia a la vasodilatacién
en el 4rea esplacnica [24]. Después de los cambios iniciales, el “shock”
inducido por el veneno es caracterizado por hipotensién prolongada, dismi-
nucién del gasto cardiaco, hipovolemia y hemoconcentracién. E1 “shock”
secundario puede ser causado por extravasacién plasmatica o de sangre en los
tejidos blandos y en varios 6rganos internos, como pulmones, rifiones y otros,
ademas del aparato digestivo. El efecto liberador de kininas, responsable del
“shock” hipotensivo inicial del envenenamiento lachésico, pudiera ser prolon-
gado por la accién de péptidos con accién potenciadora de las acciones de las
kininas sobre diferentes variedades de misculos lisos, tal como ha sido
demostrado por Ferreira [13] en el veneno de B. jararaca y por Kato y Suzuki
[22] en el veneno de Agkistrodon halys blohomfy.

En el envenenamiento por mordedura de Lachesis tampoco se ha des-
cartado la presencia de otros factores no proteicos, como los péptidos depre-
sores miocdardicos identificados en el veneno de Crotalus atrox [24], o subs-
tancias autofarmacolégicas como la histamina, serotonina, prostaglandinas y
adenosina, que pueden ser liberadas por enzimas proteoliticas, fosfolipasa A
y enzimas hidroliticas de acidos nucléicos presentes en el veneno, las cuales
pudieran jugar un rol importante en el colapso circulatorio observado durante
el envenenamiento [52]. La adenosina es considerada como un factor cardio-
téxico e hipotensor [48].

Benavides confirmé en 1986, mediante el empleo de estudios de diges-
tién enzimdtica con tripsina, la naturaleza proteica del factor hipotensor del
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veneno de Lachesis muta muta y separé dos componentes con actividad
hipotensora a partir del veneno crudo, utilizando cromatografia en Sephadex
G-100 y cromatografia de intercambio iénico en columnas de DEAE-Celulosa.
El primer componente hipotensor, denominado fraccién 12, fue homogéneo
en la electroforesis en gel de poliacrilamida y tuvo un peso molecular de 34.5
Kd; sin embargo, la inmunoelectroforesis mostré 2 bandas de precipitacion,
quedando por discriminarse la posibilidad de que se trate de dos isoenzimas
hipotensoras, 0 de un componente hipotensor y una proteina contaminante de
peso molecular similar. La segunda fraccion hipotensora (16), presenté 6
bandas en gel de poliacrilamida e inmunoelectroforesis, con pesos moleculares
que fluctuaron entre 20 y 40 Kd [6]. Resultados similares, aunque empleando
un paso de purificacién adicional de cromatografia de afinidad en Sepharosa
4-B acoplada a aprotinina (figura 2), fueron obtenidos recientemente por noso-
tros. En nuestro estudio, caracterizamos farmacolégicamente a dos fracciones
hipotensoras (R, ,B+ y R, ,C+). La primera fraccion hipotensora (R2-3B+)
presenta, ademds, actividad coagulante similar a trombina y actividad hemorri-
gica. La segunda fraccién hipotensora (R, ,C +) estd libre de actividad coa-
gulante, pero mantiene actividad hemorragica. Las otras 4 fracciones consti-
tuyentes del pico C obtenido en el intercambio iénico, y que ademds mostraron
afinidad con la aprotinina (R,,C+ a R, ,C.+), fueron recuperadas en muy
pequeifias cantidades, por lo que no se ha podido discriminar sus efectos sobre
la presién arterial [53]. Nuestros resultados muestran la existencia de por lo
menos. dos fracciones con actividad hipotensora, ambas con afinidad por la
aprotinina, las que aiin no han sido separadas hasta homogeneidad.
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Fig. 2: Diagrama de Flujo de la separacién cromatografica de los factores hipotensores
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del veneno de L. muta muta. (Fuente: Zavaleta, 1989. Referencia 53)
(R1) Filtracién en columna de Sephadex G-100 S.F.

(D) Intercambio idnico en DEAE-Sephadex A50

(A) Cromatografia de Afinidad en columna de Aprotinina-Sapharosa 4B.
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