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Resumen:

Los accidentes ofidicos ocurren en todas las partes del mundo y despierta un gran
interés por la desatencion a nivel de salud publica. Existen alrededor de cinco millones de
personas victimas de mordeduras de serpientes las cuales, al vivir en condiciones de
precariedad, requieren del apoyo de entidades gubernamentales para afrontar ese evento
gue puede ser mortal. EI veneno de serpiente es un céctel enzimatico producido por
mecanismos de supervivencia o defensa, como consecuencia, la sumatoria de los efectos
al final es mayor al conseguido de manera individual; con desenlaces fatales. El objetivo de
la presente investigacion es presentar informacion actual acerca de los mecanismos de
accion, posibles estrategias sinérgicas y fisiopatologia de las enzimas mayormente

encontradas en las familias Viperidae y Elapidae.

En esta revision bibliografica se recopil6 informacién cientifica de estudios
realizados desde el afio 2010 hasta el afio 2022, publicados en plataformas de bases
digitales: Science Direct, PubMed, Scopus, SciELO y SpringerLink. Se recolectaron 253
articulos cientificos, los cuales, tras aplicar los criterios de seleccién, se obtuvieron 14
articulos. Los estudios detallan evidencia del sinergismo entre fosfolipasa A2,
metaloproteasa, serinproteasa, L-aminoacido oxidasa y acetilcolinesterasa. Asi mismo, se
demostrd, que la presencia de dosis minimas de enzima puede potenciar el efecto tdxico,
actuando sobre diferentes objetivos de un mismo proceso fisioldgico o en la formacion de

complejos dirigida a un objetivo teniendo un ahorro metabélico.

En conclusién, en el veneno de serpiente, las toxinas no se encuentran como
moléculas aisladas, sino que son sustancias proteicas que necesitan de otras para ejercer
su accién mas toxica. Se describié sinergismo entre enzimas como: fosfolipasa A2 vy
metaloproteasa en el aumento de citotoxicidad, también en la formacién de complejos entre
subunidades de fosfolipasa A2 (Asp49 y Lys49) para potenciar su efecto aislado. El
presente trabajo contiene informacion que apoyara a futuras investigaciones en el

desarrollo de agentes antiofidicos.

Palabras clave: Venenos. Venenos de serpientes. Toxinas. Sinergismo. Sinergismo

enzimatico.
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Abstract:

Snakebite accidents occur in all parts of the world and arouse great interest in
neglect at the public health. There are around five million people who are victims of
shakebites, live in precarious conditions, and require the support of governmental entities to
face this event than can be mortal. Snake venom is an enzymatic cocktail produced by
survival or defense mechanisms, as a consequence, the sum of the effects in the end is
greater than that achieved individually; with fatal outcomes. The review aims to present
information about the mechanisms of action, possible synergistic strategies and

pathophysiology of the enzymes mostly found in the Viperidae and Elapidae families.

In this bibliographic review, scientific information was collected from studies
conducted from 2010 to 2022, published on digital database platforms: Science Direct,
PubMed, Scopus, SciELO and SpringerLink. 253 scientific articles were collected, and 14
articles were obtained once the selection criteria were applied. These studies summarize
evidence of synergism between phospholipase A2, metalloprotease, serine protease, L-
amino acid oxidase and acetylcholinesterase; about to concerning potentiation of
neurotoxicity, hemotoxicity, and cytotoxicity. It is shown that the presence of minimal doses
of enzyme can enhance the toxic effect, acting on different targets of the same physiological

process or the formation of complexes directed to a target having metabolic sparing.

To conclude, in snake venom, toxins are not found as isolated molecules, but are
protein substances that need others to exert their most toxic action. Synergism is described
between enzymes such as: phospholipase A2 and metalloprotease in increasing
cytotoxicity, also in the formation of complexes between phospholipase A2 subunits (Asp49
and Lys49) to enhance their isolated effect. This work contains information that will support

future research in the development of anti-venom agents.

Key words: Venoms. Snake venoms. Toxins. Synergism. Enzymatic synergism.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA.

MEC: Matriz extracelular

3 FTx: Toxina de 3 dedos

PLA2: Fosfolipasa A2

SVPLAZ2: Fosfolipasa A2 de venenos de serpientes
TRPV1: Receptor de potencial transitorio V1
CLECL: Lectinatipo C

FAD: Flavin adenin dinucle6tido

svMP: Metaloproteasas del veneno de serpiente
SVSP: Serinproteasas del veneno de serpiente
LAAO: L-amino oxidasa

BPTI: inhibidor de la tripsina pancreética bovina.
AcHE: Acetilcolinesterasa

IRA: Insuficiencia renal aguda

Ach: Acetilcolina

NnAChR: Receptores de acetilcolina nicotinicos postsinapticos
SVTLE: Enzimas similares a la trombina

Ca™: Calcio

LDH: Lactato deshidrogenasa

CK: Creatina cinasa

ATP: Adenosin trifosfato
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INTRODUCCION

Actualmente, los accidentes ofidicos son considerados un serio problema de salud
publica a nivel mundial, afectando aproximadamente a cinco millones de personas cada
afio (Ochoa Avilés et al., 2020). Los reportes en su mayoria son en paises con climas
tropicales y subtropicales. El territorio ecuatoriano alberga pisos climaticos, ecologicos y
geograficos que lo hacen megadiverso. Nuestro pais posee ecosistemas donde habitan
especies potencialmente venenosas y peligrosas para el ser humano. Anualmente, en
Ecuador se reportan alrededor de 1.400 a 1.800 accidentes ofidicos, siendo una de las
frecuencias mas altas en el continente, por detras de Argentina, Bolivia, Brasil y Colombia.
La mortalidad promedio por esta causa en nuestro pais se estima de al menos 0.07 por
cada 100.000 habitantes, sefialando a las provincias de Morona Santiago, Manabi y Guayas
como las que tienen la mayor tasa de envenenamiento; donde los grupos mas afectados
son agricultores, jornaleros, mineros y campesinos con una edad entre los 20 a 55 afios
aproximadamente (MSP.,2017).

La causa de estos incidentes no puede atribuirse al tipo de clima sino a la
precariedad de estilo de vida que poseen los habitantes en dichas zonas, a la poca
informacién que se brinda por parte de entidades de salud publica, asi como la falta de
conocimiento sobre la composicion y relaciones sinérgicas de las toxinas de serpientes. Por
consiguiente, es imprescindible la generacién de informaciébn que permita ampliar el

conocimiento en la estrategia de sinergismo en los venenos de serpientes.

Los venenos de serpientes son secreciones exdgenas producidas por tejidos
especializados que durante afios han ido evolucionando y adaptando con el objetivo de
tener dominio sobre su presa, llegando a mejorar la inmovilizacion y digestién (Carrasco &
Lozano, 2013; Sanchez et al., 2015). Las toxinas en los venenos de serpientes comprenden
un innumerable conjunto de sustancias quimicas complejas, entre las que destacan
cécteles de enzimas proteicas o peptidicas. Esta variedad de toxinas ofidicas depende
especialmente de la especie de serpiente; sin embargo, la presente revisién de literatura
aborda informacién sobre el sinergismo de toxinas enzimaticas de las familias Viperidae y
Elapidae: fosfolipasas A2, serinproteasas, metaloproteasas, acetilcolinesterasa y L-
aminodacido oxidasa, siendo estas las enzimas mas frecuentes en venenos de serpiente
(Mohamed, Soares, & Stockand, 2019, Pucca,2020).

Fernando Sebastian Campo Guerrero 16
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El sinergismo es el resultado de potenciar un efecto con varios principios activos de
manera que la sumatoria de los efectos al final sea superior al que se conseguiria con
solamente la accidn individual. De esta manera, las acciones fisiopatolégicas producidas
pueden llegar a ser letales al ser simultaneas, afectando a nivel sanguineo, cardiovascular,
nervioso y respiratorio (Diaz & Goémez.,2015). Esta descripcién general de los efectos
sinérgicos ya descubiertos en varios venenos de serpiente y sus posibles mecanismos,
junto con los métodos apropiados para evaluar el sinergismo, son importantes para
comprender los variados efectos fisiopatoldgicos y a su vez funciona como una herramienta

cognitiva en el desarrollo de antivenenos o inhibidores mas eficientes.
La presente revision de literatura fue planteada para cumplir con los siguientes objetivos

Objetivo General

e Presentar de manera narrativa, los aspectos sinérgicos que se desarrollan entre las
principales enzimas presentes en los venenos ofidicos, correlacionando asi la
potencializacién de sus efectos toxicos, bioquimicos vy fisiopatologicos decurrentes de las

mordeduras de serpientes.
Objetivos Especificos

e Describir los efectos toxicos de las principales enzimas ofidicas: acetilcolinesterasa, L-
aminodcido oxidasa, serin proteinasa, metaloproteinasa y fosfolipasa A2.

e Analizar los efectos sinérgicos de las enzimas acetilcolinesterasa, L-aminoacido oxidasa,
serinproteasa, metaloproteinasa y fosfolipasa A2, que maximizan los procesos
neurotéxicos, miotdxicos y hemotdxicos, tanto locales como sistémicos, resultando un
efecto més grave en relacién a la accion de las enzimas de forma individual.

e Aportar informacion resumida para futuras investigaciones de desarrollo de agentes

antiofidicos.

Fernando Sebastian Campo Guerrero 17
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CAPITULO |
MARCO TEORICO
1.1. Caracteristicas biologicas de ofidios

En la historia, las serpientes han sido narradas como simbolos misticos, religiosos
y militares. Es el animal que genera mas percepcion negativa en todos los seres humanos
y esto se debe a una herencia evolutiva. Cumple una funcién importante en la cadena tréfica
debido a su naturaleza depredadora, de esta manera controlan plagas, pero también son

presas de aves y mamiferos (Gualan., 2011;Martinez-Vaca Le6n & Lopez Medellin., 2019)

Cuando hablamos de serpientes nos referimos a reptiles sin extremidades,
pertenecientes al orden Squamata de la clase Reptilia. Son animales ectotermos,
vertebrados que varian en tamafio y poseen una piel resistente que permite reptar en el
suelo, las mismas que contienen escamas que pueden ser lisas o rugosas. Sus parpados
son maviles y no tienen aberturas para los oidos, sin embargo, usan su lengua como 6rgano
sensorial que recolecta informacion del lugar donde se encuentran. Sus dientes varian en
posicién y permiten diferenciar entre serpientes venenosas y no venenosas. Su craneo
contiene articulaciones que facilita tragar presas de gran tamafo (Fernandez Badillo et al.,
2016; MSD, 2020).

Con respecto a su habitat, son animales que pueden vivir en ambientes terrestres,
marinos y acuaticos. Pueden cazar a sus presas durante el dia o la noche. No hacen
madrigueras, sino que ocupan deformaciones céncavas de terreno, piedras o troncos,
incluso, “agujeros” de otros mamiferos pequenos para refugiarse, sitios para poner sus

huevos y alimentarse.

Es imprescindible saber diferenciar entre especies venenosas de aquellas que no lo
son, para ello el examen visual del ofidio sirve como punto de partida tomando en cuenta

aquellas caracteristicas macroscépicas que pueden representar a la familia (Tabla 1).
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Tabla 1. Diferencias entre serpientes venenosas y no venenosas (Carrasco & Lozano., 2013; Castro et al., 2020; Ochoa Andrade., 2020).

Venenosas No Venenosas
Familias Viperidae Elapidae Colubridae Boideae
Cabeza Triangular Redonda Redonda Ligeramente Triangular
Escamas Quilladas, asperas Ausentes Generalmente ausentes Lisas
cabeza
Foseta Presente Ausente Ausente Ausente
Pupilas Elipticas con Elipticas con disposicién diagonal Redondas Redondas
disposicién vertical
Cuello Estrecho Grueso Grueso Grueso
Fernando Sebastian Campo Guerrero 19
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Escamas Pequefias Pequeiias Grandes Grandes
Colmillos Moviles Fijos (Proteroglifa) Ausentes (Aglifa) Ausentes (Aglifa)
(Solenoglifa)
Colmillos posteriores
(Opistoglifas)
Cola Corta y afinada Larga y afinada Corta Larga y afinada
Anillos Ausentes Bandas negras impares Bandas pares, Ausentes
transversales incompletos
de colores
Habitos Nocturnos Nocturnos Diurnos Diurnos
Ante amenaza Atacan Atacan Huyen Huyen
Fernando Sebastian Campo Guerrero 20
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1.2. Ofidismo en Ecuador

El 70% del territorio ecuatoriano tiene caracteristicas tropicales y subtropicales, lo
cual permite tanto el crecimiento como el desarrollo de varias especies de serpientes que
pueden ser venenosas como no venenosas. Se habla de alrededor de 238 especies de
ofidios, de las cuales 37 especies son venenosas, siendo de nuestro interés las familias
Elapidae y Viperidae (Figural) (SIVE., 2019; MSP., 2017).

istribucion ofidios'
en Ecuador
4

v v

; ) Elapidae Viperidae
Leptotyphlopidae Colubridae |

5 géneros
’ Dos géneros
7 géneros
Bothriechis
v 19 especies

A 4

46 géneros

21 especies

Bothriopsis
Bothrocophie
150 especies Micruris Bothrops
Hydrophis Lachesis

. Especies causantes
tl_eyenda. de accidentes ofidicos I—l]

Figura 1. Principales especies presentes en Ecuador.

Las especies que pertenecen a la familia Viperidae son muy territoriales y pueden
estar adaptadas a zonas intervenidas por los seres humanos, lo que ocasiona accidentes
al intentar “invadir’. Este grupo de serpientes puede ocasionar cuadros clinicos de
envenenamiento leves, moderados y graves a diferencia de la familia Elapidae que puede
causar cuadros clinicos graves debido a que su veneno posee caracteristicas neurotéxicas,
sin embargo, son los que menos accidentes ofidicos provocan, esto debido a que no son
territoriales y en presencia de humanos tienden a huir; las mordeduras mas bien ocurren

cuando se las manipula (MSP., 2017).
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Las serpientes responsables de la mayoria de accidentes en nuestro territorio, en
un 70%-80% pertenecen al género Bothrops: B. asper en la region litoral B. atrox en la
region amazoénica. Son muy conocidas comunmente con el nombre de equis y pitalala
respectivamente(Gualan, 2011; Ochoa Avilés et al., 2020). Principalmente, el reporte de
mordeduras de ofidios se realiza con mayor frecuencia en los meses en donde aumentan

las precipitaciones, es decir, en los meses de febrero, marzo, abril y mayo (Gualan., 2011).
1.2.1. Identificacion de accidentes ofidicos

El accidente ofidico es causado por la mordedura de serpientes que poseen e
inoculan sustancias téxicas, las cuales lesionan los tejidos y provocan alteraciones
fisiopatoldgicas en la victima; su frecuencia y gravedad hacen que tengan importancia para

la salud publica.

Es necesaria la diferenciaciéon del tipo de mordedura al momento de un accidente.
Como primera instancia, el examen visual de la herida en el sitio de la lesién suele ser de
mucha ayuda al momento de la identificacion de una mordedura de una especie venenosa
de otra que no lo sea. Las laceraciones provocadas por las serpientes no venenosas
generalmente se visualizan como arafiazos sobre la piel, mientras que la presencia de
marcas de colmillos, como agujas hipodérmicas, constituye un indicativo de la mordedura
por un ofidio venenoso (MSP.,2017).

El dry bite (mordedura seca) se caracteriza por provenir de una serpiente venenosa
la cual no desencadena sintomas locales, sistémicos o alteraciones en estudios de
laboratorio, debido a que la administracién del veneno es muy pequefia o casi nula. Es
importante sospechar una mordedura seca, aun cuando se tiene evidencia clara de que el

animal ofensor es una serpiente venenosa (Freund et al., 2022).

El diagndstico de esta condicion se realiza de forma retrospectiva, al transcurrir 24
horas del evento y no documentarse ninguna alteracion local, sistémica o en estudios de
laboratorio y su manejo es meramente expectante, manteniendo al paciente en observacion

por este periodo (Freund et al., 2022).
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1.3. Cuadros toxicos del accidente ofidico
De manera general, la gravedad de los distintos cuadros toxicos se clasifica
siguiendo una escala del 0 al 3 atendiendo a varios factores: severidad del dolor, induccién
de coagulopatia, hipotensién o presencia de respiracion débil. Algunas de las lesiones y
alteraciones consecuentes a la mordedura, como son la pardlisis total o parcial, la
amputacion de miembros o los dolores recurrentes en el lugar de la mordedura, pueden

perdurar durante toda la vida en el individuo agredido (Maguifa Vargas et al., 2020).

Grado 0: No existe envenenamiento, pero si existe la ausencia de una reaccion local o
sistémica, con presencia de marcas de colmillos como evidencia de una probable

mordedura de vibora que no haya inoculado veneno.

Grado 1: Envenenamiento leve. Presencia de edema local moderado con equimosis

alrededor del punto de inoculacion y ausencia de sintomatologia sistémica.

Grado 2: Envenenamiento moderado. Existe edema local marcado, con equimosis,
linfangitis, dolor intenso al movimiento y, en ocasiones, manifestaciones sistémicas leves,

como nauseas, vomito, diarrea.

Grado 3: Envenenamiento grave. Extension mas alld de la extremidad afecta con
manifestaciones generales muy graves (rabdomidlisis, coagulacion intravascular
diseminada, insuficiencia renal aguda, alteraciones neuroldgicas, insuficiencia respiratoria,

diatesis hemorragica o shock anafilactico)
(Ochoa Andrade., 2020; Vico Andueza et al., 2015).
1.3.1. Manifestaciones clinicas del envenenamiento

Los signos y sintomas de los accidentes ofidicos, asi como su gravedad, varian de
acuerdo con el ofidio (especie, tamafio, edad del animal, cantidad de veneno inoculado,
entre otras), el paciente (edad, sexo, enfermedades de base,) y el tiempo de inicio del
tratamiento después del evento (Pereafiez et al., 2014). Ademas, la zona afectada depende
de la serpiente. Las serpientes arboricolas producen mordeduras con mas frecuencia en
los miembros superiores y la cabeza, a diferencia de las terrestres que son en los miembros

inferiores. Otro punto a tomar en cuenta es el habitat de la especie, puesto que, los
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accidentes en la selva ocurren mas en los miembros inferiores y en la costa en los miembros

superiores (Maguifia Vargas et al., 2020).

El envenenamiento, por tratarse de proteinas extrafias altamente antigénicas, puede
provocar reacciones anafilacticas, sobre todo en pacientes con mordeduras previas, por lo
cual debe tenerse al lado medicacion para un shock anafilactico de presentarse el evento
(Maguifia Vargas et al., 2020).

1.3.2. Cuadro Clinico

De acuerdo a la serpiente, los cuadros clinicos de los accidentes ofidicos se

clasifican en bothrépico, crotdlicos, lachésicos, elapidicos y por serpiente marina.

1.3.2.1. Accidente bothrépico

Aquel ocasionado por serpientes de los géneros Bothrops, Bothrocophias,
Bothriopsis, Bothriechis y Porthidium. Estas serpientes son las que ocasionan la mayor
frecuencia de accidentes. El veneno de estas serpientes induce manifestaciones locales y
sistémicas por su alta concentracion de factores anticoagulantes y mio-necrotizantes
(MSP.,2017).

El cuadro clinico después de una a tres horas de la mordedura se caracteriza por
dolor local intenso, edema firme, que aumenta progresivamente, y eritema con manchas
rosaceas o ciandticas. Ademas, si la cantidad de veneno inoculado es mayor, en las
primeras horas el paciente presentara disminucion de la presion arterial y del fibrindbgeno
circulante, lo que causa equimosis, linfangitis, bulas y, luego de dias o semanas, necrosis
superficial o profunda del miembro o zona afectada, que puede causar una necrosis total

(Maguifa Vargas et al., 2020).

1.3.2.2. Accidente crotalico
Producido por una serpiente de la especie Crotalus durissus ssp. Los incidentes
suelen ser de mayor letalidad, pero mucho menos frecuentes. Se caracteriza por tener una
accion principal neurotdxica y miotéxica, dejando su hemotoxicidad de manera secundaria.
El cuadro clinico se manifiesta con dolor local leve que desaparece rapidamente, ademas
presenta mialgia generalizada, disnea progresiva, taquicardia y diplopia. Uno de los signos

de laboratorio mas caracteristicos por este tipo de mordedura es el oscurecimiento gradual
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de la orina conjuntamente con su disminucién en volumen, a tal punto que se puede
desencadenar una anuria y posteriormente fallo renal (Garcia et al., 2014; Maguifia Vargas
et al., 2020).

1.3.2.3. Accidente lachésico

Ocasionado por serpientes del género Lachesis, conocidas como verrugosas, se
caracteriza por confusibn mental (accién vagal), palidez intensa, sudoracion, frialdad
cutanea y obnubilacién que se observa luego de las primeras horas del accidente,
posteriormente se desarrolla hipotensién, que puede ocasionar shock e incluso muerte
(Maguifia Vargas et al., 2020; MSP.,2017).

El accidente lachésico generalmente es considerado como grave, por ser causado
por serpientes de gran porte, o que implica que la cantidad de veneno inoculado es
potencialmente grande, teniendo una letalidad no mayor que el accidente bothrépico
(Garcia et al., 2014).

1.3.2.4. Accidente elapido
Producido por serpientes pertenecientes a la familia Elapidae del género Micrurus
(corales) y la especie Hydrophis platurus. La principal accién del veneno de estas serpientes
es neurotdxica. El veneno se distribuye via hematégena y linfética, llegando a la union
neuromuscular, donde se produce bloqueo sinaptico responsable del cuadro que
caracteriza estos envenenamientos. Generalmente, no se presentan complicaciones o
efectos locales importantes, y si se presentan son minimos, generando adormecimiento en
la zona afectada (MSP.,2017).
A los 30 a 60 minutos del accidente, aparece la facies neurotéxica, sialorrea, disfagia y, a
veces, disartria. También aparecen pardlisis flacida del sistema locomotor y alteraciones
en la funcion miocéardica. De manera mas tardia, se presentan alteraciones urinarias y
hematuria, que pueden progresar a oliguria, anuria e insuficiencia renal aguda (Maguifia
Vargas et al., 2020).
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1.4. Venenos de serpiente
1.4.1. Caracteristicas de los venenos de serpientes.

Se le ha considerado como uno de los venenos mejor caracterizados, debido a las
composiciones complejas de proteinas, péptidos tdxicos y farmacol6gicamente activos. En
comparacion con venenos de otros animales como arafas, escorpiones y caracoles, el
veneno de serpiente, es considerado como avanzado por su amplia gama de proteinas, asi
como de péptidos de tamafios moleculares grandes que contienen efectos medicinales y
toxicoldgicos. Cerca de 50 a 100 componentes en los venenos de serpientes se distribuyen
en familias dominantes y secundarias, de esta manera se obtiene variedad de isoformas de

proteinas y péptidos enzimaticos como no enzimaticos (Abdullahi et al., 2021).

El veneno es una sustancia exocrina compleja de coloracién amarillenta o incolora
producida en las glandulas salivales que esta constituido por varios péptidos y proteinas
toxicas como miotoxinas, hemorraginas, neurotoxinas y toxinas coagulantes. Se trata de
una sustancia de consistencia viscosa, esto debido al contenido de soélidos totales
(aproximadamente 25%). Del total de estos sélidos el 70 — 90% corresponde a proteinas y
polipéptidos de un peso molecular elevado, las mismas que ocasionan la mayoria de los
efectos biolégicos. El porcentaje restante, 10-30% se asocia a una amplia gama de
sustancias organicas de peso molecular bajo (Maguifia Vargas et al., 2020). Tiene un pH

acido, es soluble en agua y posee una densidad de 1.03 g/ml (Goswami et al., 2014).

Tabla 2. Composicién proteica y no proteica de los venenos de ofidios. (Abdullahi et al., 2021;
Maguifia Vargas et al., 2020; MSP., 2017).

Composicion quimica de los venenos

Elementos no = Aniones, cationes, aminoacidos libres, lipidos, carbohidratos,
proteicos aminas biégenas, nucleésidos.
Bacterias Actlan sinérgicamente con la accion toxica.
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Proteinas enzimaticas | Fosfolipasa A2, metaloproteasas, serinproteasas, L-
(dominantes) amino4cido oxidasa, acetilcolinesterasa, fosfodiesterasa,
hialuronidasa.

Proteinas no Toxinas tres dedos, desintegrinas, inhibidores de Ila
enzimaticas serinproteasa, proteinas ricas en cisteina y proteinas similares
(secundarias) a las lectinas tipo C

Se debe tomar en cuenta que la presencia y abundancia de cada uno de los
componentes que tiene el veneno va a estar en funcion de cada especie de serpiente, asi
como su edad, sexo, tamafio del animal, regiones geograficas y el tipo de presa. La
presencia de una toxina va a depender a la inexistencia o existencia del gen que va a
codificar esa toxina en particular o la regulacion en su expresion a nivel transcripcional (por
medio de elementos cis y trans) y/o postranscripcional (a través de corte, empalme
alternativo y microRNAs). De acuerdo al género de la serpiente, el veneno puede tener

diferentes acciones fisiopatoldgicas (Castro et al., 2020; Maguifia Vargas et al., 2020).

Los ofidios emplean su veneno con varios objetivos entre ellos; neutralizar y
predigerir a sus presas, y para alejar o debilitar a los depredadores. Emplean varios tipos
de estrategias: 1) paralisis muscular por bloqueo de la union neuromuscular 2) alteraciones
de la funcién cardiovascular para provocar isquemia tisular o colapso circulatorio y

finalmente 3) predigestidn tisular por necrosis celular (Frangieh et al., 2021).
1.4.2. Mecanismo de accion del veneno de serpiente

Los venenos de serpientes se sintetizan y almacenan en glandulas venenosas, las
mismas que se encuentran a cada lado de la cabeza y detras del ojo encapsulada en una
vaina muscular. Las glandulas tienen alvéolos grandes que permite almacenar el veneno al

momento de transportar a los colmillos tubulares (Goswami et al., 2014).

Las sustancias toxicas comprendidas en el veneno ingresan a los tejidos por medio
de los colmillos de la serpiente, y dependiendo del tamafio, va a romper tejidos llegando a
areas subcutaneas o intramusculares comenzando la inoculaciéon. Cuando ya ingresa en
los tejidos puede presentar efectos locales o manifestaciones sistémicas, esto se logra a

través de una distribucién por el sistema vascular (Cafias et al., 2016).
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Los venenos ofidicos pueden ser separados en dos grandes grupos, de acuerdo a
sus principales mecanismos de accion: 1) Venenos neurotoxicos (principalmente en la
familia Elapidae), y 2) Venenos miotoxicos (principalmente en la familia Viperidae). Las
neurotoxinas actdan en el tejido nervioso bloqueando la accién de los neurotransmisores y
neuroreceptores de la presa o victima. El efecto neurotéxico provoca que la victima pierda
el control y sensibilidad del miembro afectado. Dependiendo del grado de toxicidad
producira paralisis organica severa. Por otro lado, las miotoxinas producen degradacion del
tejido muscular, ademas provocar tanto activacion como inhibicién de los factores de la
coagulacion (trombina, factores X'y Il) previniendo o promoviendo la formacién del coagulo
(Cérdova & Santos.,2015).

La variedad de componentes que constituyen el veneno de las serpientes ejerce sus
efectos toxicos sobre diversas dianas toxicolégicas, aunque no Unicamente se enfocan en
estos, sino que también una misma estructura biolégica puede ser diana comun a varias
toxinas, la cual puede pertenecer a distintas familias de proteinas y parte de las sustancias

presentes en el veneno de diversas serpientes (Waheed et al., 2017).
1.4.3. Clasificacion vendmica

Debido a la composicion heterogénea de los venenos de serpientes, y la
multiplicidad de acciones fisiopatoldgicas y farmacolégicas, es muy complejo generar una
clasificacion estricta. Ciertos componentes llegan incluso a ser toxicos y desarrollan un
desenlace fatal. A continuacion, un cuadro resumen de como diferentes autores han

especulado saobre la clasificacidon téxica de los venenos de serpiente.
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Tabla 3. Clasificacion de los venenos segun varios autores. (Cordova Mera & Santos Espin., 2015; Goswami et al., 2014; J. Jiménez., 1970; Morera,
2001; WHO., 2010).

Autor Afno Criterio de Clasificaciéon de los venenos Descripcion
clasificacion

Jiménez Porras 1970 Acciones Productoras de shock, Mayoria de viboras y cascabeles
fisiopatoldgicas hemorragias, anticoagulantes, norteamericanas
mionecroticos

Hemoliticos y neurotoxicos Cascabel brasilefia y argentina
Neurotdxicos, miotdxicos y Serpientes marinas
hemoliticos
Neurotdxicos y mionecrogénicos Algunas cobras
Neurotoxicos Serpientes elapideas con accion letal
Lee 1979 Acciones Cardiotoxicos -

Farmacoldgicas

Fosfolipasas A2 -

Neurotoxinas presinapticas -
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Organizacion 2010
mundial de la salud
(OMS)
Cordova Mera & 2013

Santos Espin

Tipo de
envenenamiento

Fisiopatologia

Neurotoxinas postsinapticas

Toxinas que afectan a los canales -

de Sodio

Citotoxicos

Neurotéxicos

Hemorragicos

Miotdxicos

Proteoliticos

Coagulantes

Hemoliticos

Viboras de escamas de
sierra/alfombras, viboras bufadoras,
viboras del Gabo6n y cobras
escupidoras

Cobras no escupidoras, Mamba verde
y negra

Viboras de escama de sierra, viboras
bufadoras, Boomslang y serpientes de
vino

Serpiente marina de vientre amarillo

Familia Elapidae & Hydrophiidae
altamente neurotéxicos
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Goswami y otros 2014

Mionecroéticos

Neurotéxicos

Segun su efecto Hemotoxico

Citotoxico

Neurotéxico

Familia Viperidae inductores de shock,
hemorragia local y sistémica y necrosis
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1.5. Efectos fisiopatoldgicos de los venenos de serpientes

La mayoria de los componentes de los venenos parecen unirse a varios receptores
fisiolégicos, y los intentos por clasificar los venenos como téxicos para un sistema o aparato

especifico conllevan errores de juicio clinico (Robert Barish, 2020).

Debido a que la variacion en la composicion venémica es bastante pronunciada
incluso dentro de una misma familia ofidica, los compuestos téxicos pueden causar una
variedad de efectos bioldgicos a nivel local y sistémico (Figura 2). El efecto local se
caracteriza por dolor quemante, estallante o punzante seguido de inflamaciéon local y
necrosis tisular. A nivel sistémico, el veneno puede causar diferentes efectos incluyendo
neurotoxicidad, miotoxicidad, cardiotoxicidad, nefrotoxicidad, coagulopatia y shock
circulatorio (Frangieh et al., 2021).

................................................................

hemodindmica

| Alteraciones hemostiticas A Homorngin sistémica Que conduce |
! debidaz a la coagulopatia de A ':' ! al shock urdiov.seulaf '
! consumo y alteraciones plaQuetarias| ', ;1 Inducido por SVMPsy potenciado  ;
i Induido por SVMPs, SVSPs, proteinas | T por coagulopatia ;
; de tipo lectina tipo C y desintegrinas | ! : Homom_;gia :
i Vasossanguneos 1 ‘. ’ - Vaso sanguneo |
2 i WBS rm ; . ; ng /-J Q '
ET PR ;
| 5 N g :
Daio miocirdico y arritmiazs =~ ———7--¢ [ Lg\  \iex ko e TT e :
Inducido por cardiotoxinas o como Pardlisis N.‘;rl:rmmcul.zr ;
consecuencia de inestabilidad Inducido por 3FTxsy PLA2s

Lesiln renal agud
Inducida por isquemia, nefrotoxinas,
depdsito de microtrombos y mioglobina

Dafo tisular local
(incluida la necrosiz de loz tejidos
blandos, hemorragia, ampollas

y edema)
Inducidopor PLA2sySVMPs |/ % ' QJ WA = peeeeeseececccccccccscceecceeen
Miotoxicidad Generalizada
(rabdomiQlizsiz)

Inducido por PLA2s

orragia Necrosis

Figura 2. Accion fisiopatolégica general de las toxinas de serpiente.

Tomado de: (Ochoa Andrade, 2020)
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1.5.1. Efectos neurotdxicos

Por lo general el cuadro neurotéxico es producido en su mayoria por el veneno de
las serpientes de las familias Elapidae e Hydrophiidae.(Nogués et al., 2008). La mayoria de
las neurotoxinas acttan sobre el sistema nervioso periférico, donde la unién neuromuscular
esquelética es un objetivo favorito. Las neurotoxinas provocan paralisis neuromuscular

aguda siendo una causa de morbilidad y mortalidad (Mohamed Abd El-Aziz et al., 2019).

Las neurotoxinas atraviesan la barrera hematoencefalica y actdan en los ndcleos
mesencefalicos. Se bloquean los mediadores que controlan la actividad de las neuronas
efectoras y no por lesién directa sobre el nervio, de ahi que los signos neuroldgicos tiendan
a desaparecer al cabo de unos dias del envenenamiento (Fernanber., 2013).
Tradicionalmente, se sabe que las neurotoxinas del veneno de serpiente producen dos tipos
de blogueo neuromuscular: presinaptico (neurotoxinas f3) y postsinaptico (neurotoxinas a)

segun su sitio de accion.

1.5.1.1. Blogqueo neuromuscular presinaptico

Las neurotoxinas presinapticas son complejas y estan relacionadas con actividad
de fosfolipasa A2 (llamadas B-Neurotoxinas) inhibiendo la liberacion de acetilcolina (Ach)
en la hendidura sinaptica, accion generalmente irreversible. Estas -neurotoxinas juegan
un papel critico en el envenenamiento por serpientes, blogueando la transmision en la union
neuromuscular sin afectar la sensibilidad de la placa terminal motora a la Ach siendo
responsables de una alta toxicidad e insuficiencia respiratoria, debido a la paralisis flacida
de los masculos esqueléticos. Estas moléculas se han identificado en venenos de cuatro
familias principales de serpientes venenosas: Crotalidae, Elapidae, Hydrophiidae y
Viperidae; donde podemos encontrar toxinas como: taipoxina (Oxyuranus scutellatus),
paradoxina (Oxyuranus microlepidotus), trimucrotoxina, viperotoxina, textilotoxina (de
Pseudonaja textilis) y comotoxina, las cuales estructuralmente estan constituidas por entre
una y cinco subunidades que interactlan covalente 0 no covalentemente (Manrique &
Ramirez Ramos, 2016; Mohamed Abd EI-Aziz et al., 2019).
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1.5.1.2. Bloqueo neuromuscular postsinaptico

Las toxinas de accién postsinaptica o a-neurotoxinas son complejos proteinicos en
dedos de zinc (3 FTx) con un mecanismo de accion similar al curare (conocidas también
como toxinas curamiméticas), que ocasionan un bloqueo reversible de los receptores de
acetilcolina nicotinicos postsinapticos (NAChR), lo cual impide la apertura de los canales
i6nicos a nivel de la uniébn neuromuscular esquelética, desencadenando asi, una muerte
por asfixia (Mackessy, 2010; Mohamed Abd EI-Aziz et al., 2019).

Estas neurotoxinas se caracterizan por tener una accion de menor potencia pero
son mas comunes que las presinapticas, son rapidas y potencialmente mas letales, ya que
actuan cuando alcanzan la placa neuromotora; sin embargo, al estar expuestas en la
superficie celular son sensibles a los antivenenos, por lo tanto la paralisis flacida ocasionada
por neurotoxinas postsinapticas son potencialmente reversibles.(Mackessy, 2010;
Mohamed Abd El-Aziz et al., 2019).Si bien estas toxinas se encuentran predominantemente
en venenos de serpientes elapidas e hidréfidas, asi como en algunas especies de vipéridos,
también se han identificado neurotoxinas a en venenos de Colubridae, que, si bien es la
familia de serpientes mas grande, no se ha considerado médicamente importante con

respecto al envenenamiento humano (Inagaki et al., 2017).
1.5.2. Efectos miotoxicos

Las miotoxinas que se encuentran en los venenos de serpiente tienen acciones
especificas sobre el musculo esquelético que afectan la integridad del sarcolema. Estas
toxinas conducen a la inflamacién y desintegracion tanto del reticulo sarcoplasmico como
de las fibrillas musculares provocando dafio miotéxico o necrosis muscular. Los venenos
de las especies Elapidae y Viperidae son los principales fluidos donde se han aislado
miotoxinas y son ricos en fosfolipasas, siendo la PLA2 las miotoxinas mas importantes y
abundantes en estos venenos de serpiente. Por otro lado, existen otras miotoxinas, como
las miotoxinas de bajo peso molecular (miotoxina-a, crotamina) aisladas de los venenos de
la serpiente Crotalus viridis viridis y de la serpiente Crotalus durissus , las cuales se unen
especificamente a los canales de sodio sensibles al voltaje del sarcolema del musculo
esquelético, induciendo una entrada de sodio que es responsable de la despolarizacion y

contraccién del masculo esquelético (Chan et al., 2016; Mohamed Abd El-Aziz et al., 2019).
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Asi mismo, se ha descrito que las metaloproteinasas hemorragicas de los venenos
de serpientes también son capaces de inducir mionecrosis, aunque dicha accion no resulta
de una lesion directa a las fibras musculares, sino que es una consecuencia de la isquemia
producto de las alteraciones que inducen estas enzimas en la microvasculatura. Algunos
venenos de serpiente también contienen cardiotoxinas (también llamadas citotoxinas) que
causan la despolarizacion y degradacion de la membrana plasmética de las células del
musculo esquelético causando mionecrosis (Johnston & Isbister, 2021).

1.5.3. Efectos hemotdxicos

La hemotoxicidad es uno de los signos clinicos mas comunes en las victimas de
mordedura de serpiente, causada principalmente por factores anticoagulantes,
procoagulantes, fibrinolisinas, hemorraginas y hemolisinas (Figura 3). Las hemotoxinas se
caracterizan por causar hemorragia local y sistémica. El sangrado sistémico espontaneo
contribuye a las muertes causadas por shock hipotenso. También son responsables de
causar muertes por hemorragia, especialmente cuando se produce sangrado intracraneal
(Slagboom et al., 2017).

Los venenos de serpientes de las familias Viperidae y Crotalidae son una rica fuente
de proteinas y péptidos que interactian con los componentes del sistema hemostético y
provocan hemorragias que se pueden observar después de las mordeduras. El cuadro
hemotoxico generalmente es producido por el veneno de casi todas las familias de
serpientes, excepto Hydrophiidae. Estos componentes (enzimaticos y no enzimaticos)
pueden clasificarse en factores coagulantes, anticoagulantes y fibrinoliticos (Mohamed Abd
El-Aziz et al., 2019; Nogués et al., 2008).
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Figura 3. Interaccion del veneno de serpiente en la cascada de coagulacién. svTLE, Enzimas
similares a la trombina; PL, fosfolipasa; PLA2, fosfolipasa A2; svSP, serinproteasa. Activadores del
Factor V: svSP; inhibidores de factor X: lectina tipo C; activadores de factor X: svMP, svSP; activador
de protrombina: svMP; inhibidores de trombina: lectina tipo ¢, Inhibidor de la serina proteasa tipo
Kunitz; fibrinogenoliticos: svSP, svMP. Adaptado de:( Jiménez & Mufioz, 2009; Slagboom et al.,

2017; Waheed et al., 2017).
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1.5.3.1. Factor procoagulante

Varios componentes del veneno actian sobre elementos de la cascada coagulante
y activan el sistema de coagulacion. El efecto coagulante se da por una coagulopatia
intravascular diseminada masiva junto a la actividad fibrinolitica en plasma. Esta patologia
es una coagulopatia por consumo e hiperfibrindlisis, depositandose fibrina en los vasos y la
consiguiente disminucién del fibrindbgeno y factores de coagulaciéon (Fernanber, 2013).

Estas proteinas del veneno incluyen diferentes activadores de los factores de
coagulacion de la sangre, como el factor V, IX, X y activadores de protrombina. No todas
las especies de serpientes contienen cada uno de estos activadores. Los activadores del
veneno de vipéridos y crotalidos son generalmente metaloproteasas (Clase P-Ill, sin accion
hemorragica), a diferencia de los activadores del veneno de elapidos que son
serinproteasas que actlan directamente sobre el fibringeno, generando fibrina,
denominandose “enzimas tipo trombina”. En el proceso de coagulacion, los factores V, IX,
X junto con los iones de calcio y los fosfolipidos activan la protrombina e inducen la

formacion de coagulos de fibrina (Mohamed Abd El-Aziz et al., 2019).

1.5.3.2. Factor anticoagulante

Las hemotoxinas ejercen una accién anticoagulante de forma directa o indirecta al
inhibir el proceso de coagulacién, teniendo como consecuencia un sangrado asociado al
envenenamiento. La accion anticoagulante de las proteinas del veneno de serpiente se
debe a los activadores de la proteina C, los inhibidores de los factores IX y X de la
coagulacion sanguinea y la inhibicion de la trombina o las fosfolipasas. Entre las proteinas
anticoagulantes podemos encontrar las de naturaleza enzimatica como lo son las proteasas
y PLA2, o proteinas no enziméticas. Las PLA2 previenen la formacion del complejo de
protrombinasa al degradar los fosfolipidos dentro de este complejo(Mohamed Abd El-Aziz
et al., 2019). Asi mismo, otro grupo de toxinas que muestran propiedades anticoagulantes
son las enzimas fibrinoliticas o desintegrinas. Las desintegrinas pertenecen a una familia
de proteinas inhibidoras de integrinas aisladas del veneno de vibora. Contienen la
secuencia RGD que actla como sitio de reconocimiento por parte de los receptores de

glicoproteina llb-llla e inhibe la agregacion plaquetaria(Chan et al., 2016).
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1.5.3.3. Factor fibrinolitico

Las enzimas fibrinoliticas se pueden clasificar ademas en fibrin(ogen)asas de
cadena a o B segun sus especificidades. Muchos svMP, particularmente los P-I, son
fibrinogenoliticos .La mayoria de las svMP escinden activamente la cadena a del
fibrindgeno en fibrinopéptidos, y aunque algunas de estas proteinas también exhiben un
menor grado de actividad en la cadena B, hay relativamente pocas svMP que degradan
preferentemente esta cadena, un ejemplo clave es la metaloproteinasa fibrinolitica aislada
del veneno de la vibora del desierto (Vipera lebetina).La degradacioén ocasionada da como
resultado la desfibrilacién, que a su vez contribuye a la coagulopatia y las alteraciones
hemorragicas. Por otro lado, la fibrolasa, actia directamente sobre el fibrinGgeno
escindiendo las cadenas a y B, pero no la cadena vy, siendo eficaz para digerir la fibrina y
los coagulos sanguineos de forma dependiente de la dosis, ya que actla directamente
sobre el factor | sin activar el plasminégeno (Frangieh et al., 2021; Mohamed Abd El-Aziz
et al., 2019).

Las enzimas fibrinoliticas de bajo peso molecular, jararafibrasas |, II, lll y IV aisladas
del veneno de Bothrops jararaca también exhiben una actividad hemorragica. Este tipo de
enzimas con accion fibrinolitica se han aislado principalmente de la familia Elapidae,
aunque también de especies de crotalidos asiaticos, norteamericanos y

sudamericanos(Frangieh et al., 2021; Slagboom et al., 2017).
1.5.4. Efecto nefrotoxico

Con frecuencia, en los envenenamientos causados por la familia Viperidae se
desarrolla insuficiencia renal aguda (IRA). Es importante recalcar que dicha patologia es
una de las principales causas de muerte en los envenenamientos severos por cascabel en
Sudamérica. Son diversas las acciones ejercidas por dichos venenos sobre el
funcionamiento y estructura renal. Por un lado, los problemas de perfusién derivados de las
alteraciones hemodinamicas originan isquemia renal que culmina con necrosis tubular
aguda. También, la membrana basal glomerular es degradada por las metaloproteasas del
veneno, generando hematuria y proteinuria visible macroscépicamente. Ademas, al
momento de producirse la hemdlisis intravascular o toxicidad importante, la hemoglobina y
mioglobina se acumulan en los tdbulos renales, con el consecuente efecto toxico sobre las

células tubulares. Todas las alteraciones antes mencionadas son responsables de la lesién
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celular a diferentes niveles, la cual se manifiesta como necrosis cortical bilateral, lesion

glomerular y necrosis tubular aguda (Gutiérrez et al.,2011).
1.5.5. Efecto citotéxico

Caracterizado por producir una inflamacion dolorosa y progresiva en el sitio de la
mordedura, convirtiéndose en ampollas y hematomas, de las cuales, muchas de las veces
se combinan con efectos sistémicos, incluyendo shock hipovolémico. A menudo, se
desarrolla un dafio tisular local extenso, caracterizado por necrosis de la extremidad
afectada. Las enzimas hidroliticas, como las SVMP y PLA2, y los 3FTX citotdxicos no

enzimaticos se han relacionado como agentes causales.

Las citotoxinas y fibrinoliticos, producen necrosis y hemorragias en el tejido
nervioso, asi como, también en otros tejidos, esto se debe a que dichas sustancias en su
mayoria poseen accion tipo trombina, se consume el fibrinbgeno, se forma un monémero

de fibrina poco estable y discapacitado en su funcion de formar coagulos (Fernanber, 2013).

1.6. Sinergismo en venenos de serpiente

El sinergismo es un fendmeno significativo presente en los venenos de serpientes
gue puede ser respuesta a una adaptacion estratégica para potenciar la accion de unas
toxinas con otras. Segun Pucca et al.,2020, menciona que el sinergismo es "la interaccion
0 cooperacion de dos 0 mas organizaciones, sustancias u otros agentes para producir un
efecto combinado mayor que la suma de sus efectos por separado”. Esto proporciona a los
animales que poseen venenos una toxicidad mejorada sinérgicamente con una ventaja
metabdlica, ya que se necesita menos veneno para infligir potentes efectos téxicos en

presas y depredadores.

La adaptacion al ambiente y a sus diferentes presas hizo que este tipo de reptil
produzca venenos con moléculas cada vez mas bioactivas, que si bien de manera aislada
su mecanismo de accién es suficiente para ejercer dafios colaterales; muy probablemente
estas funciones digestivas y de defensa vengan dadas por mecanismos sinérgicos entre

moléculas ofidicas.
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1.6.1. Sinergismo vs efecto auxiliar

La diferenciacion entre términos es importante puesto que, por un lado, si nos
referimos a efectos auxiliares, estos son los efectos de los componentes del veneno que no
contribuyen directamente a la toxicidad del mismo, sino que tienen otras funciones para
apoyar la toxicidad, como modificar la administracion, la vida media y la distribucion del
veneno; esto difiriendo de los efectos sinérgicos que contribuyen directamente al aumento
de la toxicidad, y los componentes del veneno que actlan sinérgicamente suelen tener un
efecto toxico en los mismos objetivos o vias fisioldgicos o relacionados, o interactian con
una toxina clave y la potencian. Un ejemplo clave de efecto auxiliar es la presencia de
adenosina en el veneno de serpiente, donde sus efectos vasodilatadores pueden aumentar
la perfusion sanguinea en el sitio del envenenamiento conduciendo a una mayor tasa de
distribucion del veneno sistémico en la victima, pero no necesariamente a un aumento de
la toxicidad del veneno. También, las hialuronidasas en los venenos de serpiente pueden
tener principalmente una funciéon de apoyo al aumentar la tasa de distribucion de los
componentes del veneno a través de la degradacion del acido hialurénico en la matriz

extracelular (Laustsen, 2016).

Por lo tanto, se puede decir que la diferencia entre la sinergia de toxinas y los efectos
auxiliares podria verse como la diferencia entre potenciar y facilitar los efectos toxicos en

una victima envenenada.
1.6.2. Tipos de sinergismo que ocurren en los venenos
Desde el punto de vista molecular, el sinergismo puede existir en dos formas generales:

e Sinergismo intermolecular, cuando dos o0 mas toxinas interactiian con dos o mas
objetivos en una o mas vias biolégicas relacionadas, provocando un aumento
sinérgico de la toxicidad.

e Sinergismo supramolecular, cuando dos o mas toxinas interactlan con el mismo
objetivo de manera sinérgica o cuando dos 0 mas toxinas se asocian y crean un

complejo con mayor toxicidad.
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1.6.2.1. Sinergismo Intermolecular

El sinergismo intermolecular a su vez puede existir en dos formas, donde las toxinas
pueden actuar sobre diferentes objetivos de un mismo proceso fisiolégico causando un
efecto sinérgico combinado (Figura 4A) o en diferentes procesos fisioldgicos, que
posteriormente afectan otro proceso mas adelante de una manera mejorada sinérgicamente
(Figura 4B).
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Figura 4. Representacion esquematica del sinergismo intermolecular: A: Cuando las toxinas se
dirigen a diferentes objetivos en la misma via fisiolégica, esto puede crear un efecto sinérgico debido
a la amplificacién. B: Cuando las toxinas se dirigen a diferentes vias, todas las cuales regulan o
interactlan con otra via fisiol6gica, esto puede crear un efecto sinérgico por amplificacion Tomado
de: (Laustsen, 2016).

En el primer caso tenemos como ejemplo al sinergismo que ocurre en el veneno de
la mamba negra (Dendroaspis polylepis), cuya relacién viene siendo expuesta por las
dendrotoxinas que ejercen un efecto excitatorio sobre el sistema neuromuscular,
combinado con una rapida anulacion de la funcién neuromuscular por alfa-neurotoxinas.
Conjuntamente, estas toxinas ocasionan un potente efecto sinérgico toxico que
desencadena paralisis flaccida e insuficiencia respiratoria en victimas y presas. Cabe
recalcar que, dicha relacién puede culminar cuando las toxinas van dirigidas al mismo
receptor, en este caso en lugar de provocar una accion sinérgica, las toxinas compiten entre
si por el objetivo, provocando efectos aditivos, pero no sinérgicos como ocurre con las alfa-

neurotoxinas del veneno de Naja kaouthia (Laustsen, 2016).
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Por otro lado, un ejemplo de sinergismo que surge a través de un efecto combinado
de toxinas que se dirigen a diferentes vias, es la relacion de las acciones de las L-
amino&cidos oxidasas combinadas con las acciones de otros componentes del veneno de
Daboia russelii causando hemorragias prolongadas y aumentadas en casos de
envenenamiento por esta especie de vibora (Chen et al., 2012).

1.6.2.2. Sinergismo Supramolecular

En este tipo de sinergismo, las toxinas forman complejos a través de un mecanismo
en el que varios componentes del veneno se combinan para crear una toxina sobre-
potenciada dirigida a un objetivo, representada en la Figura 5. Segun Lausten,2016 detalla
gue un ejemplo de dicha estrategia sinérgica es la presencia de citotoxinas de diferentes
especies de cobra, donde se ha demostrado que tales toxinas mejoran la actividad PLA2 a
través de la formacion de complejos y la deformacion de las membranas celulares, lo que
provoca la lisis celular debido a la hidrélisis de los fosfolipidos. A nivel enzimatico, la
neurotoxina presinaptica textilotoxina, muestra un sinergismo supramolecular a través de la
oligomerizacion. La textilotoxina es ensamblada por cinco subunidades de PLA2

homaologos, por lo que la toxicidad de la subunidad A es hiperpotenciada.

Figura 5: Representacion esquematica del sinergismo supramolecular: Cuando las toxinas se
combinan para formar una toxina oligomérica que tiene una toxicidad superior a las toxicidades

combinadas de los componentes individuales, se produce sinergismo. Tomado de: (Laustsen, 2016).
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Por otra parte, se ha caracterizado este tipo de sinergismo en las dos toxinas de tres
dedos, hemextina A y hemextina B, de la cobra Ringhals africana, estas dos toxinas se
combinan con el fin de formar un complejo AB hemextina que inhibe el complejo FT. Vlla
formado entre el factor tisular recién expuesto y el factor Vlla, anulando asi sinérgicamente

la formacién de coagulos de sangre (Laustsen, 2016).
1.6.3. Determinacion de la presencia de sinergismo

La presencia de sinergismo entre las toxinas del veneno generalmente se evalla
determinando si la administracion concomitante de diferentes componentes de veneno
crudo, aumentan significativamente la potencia letal, o los efectos patolégicos de las toxinas
individuales in vitro o in vivo. Siendo pocos los métodos estandarizados, el uso de
tecnologias protedmicas y transcriptémicas ha permitido una determinacion general de la
presencia de sinergismo en venenos de serpientes mediante el indice de toxicidad y la

administracion del componente del veneno (Rodriguez Acosta, 2021).

1.6.3.1. Coadministracién del componente del veneno

En este tipo estudio, se coadministra una dosis constante (subletal) de un solo
componente del veneno, mientras se determina la LD50 de otro componente del veneno.
Si la LD50 del segundo componente se reduce significativamente por la presencia de la
dosis subletal del primer componente, puede haber sinergismo. Cabe resaltar que una de
las ventajas de los estudios de coadministracidn es sacar a flote las interacciones sinérgicas
directas entre los componentes seleccionados. Sin embargo, el inconveniente de tales
estudios es que requieren una experimentacién laboriosa y optimizacion para producir
resultados Utiles. Asi mismo, existen disputas éticas sobre este tipo de experimentacion,
puesto que en estudios in vivo, no se puede tener suficientes datos relevantes si no es con
un gran numero de individuos (animales), lo que implicaria un mayor nimero de sacrificios
(Laustsen, 2016).

1.6.3.2. Puntuacion o indice de toxicidad acumulada

Los puntajes de toxicidad de los componentes del veneno se pueden usar para
ordenar las toxinas segln su importancia en caso de un envenenamiento. Esta estrategia
puede ser Util para determinar qué toxinas son esenciales para neutralizar con antivenenos

y cuales no. Ademas de su utilidad desde el punto de vista médico en un accidente ofidico,
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recientemente el uso de tecnologias protedmicas y transcriptomicas ha permitido una
determinacion general de la presencia de sinergismo entre venenos de serpientes mediante
el indice de toxicidad acumulada, siendo este un método cuantitativo (Laustsen, 2016;
Rodriguez Acosta, 2021).

Segun Laustsen et al menciona que “La puntuacion de toxicidad de una toxina
determinada se calcula dividiendo la abundancia relativa (en porcentaje) en el veneno del
gue se deriva la toxina para su valor DL50”. Si el indice de toxicidad de todo el veneno es
significativamente mayor que la suma de las puntuaciones de toxicidad de las fracciones
individuales, indica presencia de sinergismo. En estos casos es importante realizar analisis
mas a fondo de los efectos sinérgicos evaluando las toxicidades de pares de toxinas para
identificar moléculas con un bajo indice, pero que ejercen de igual forma efectos sinérgicos
(Laustsen, Lohse, et al., 2015).

1.6.3.3. indice de combinacién

Otro método poco utilizado es el indice de combinacion de drogas, tal que al
aplicarse en la toxicologia lleva el nombre de indice de combinacién de toxinas (CTI) el cual

responde a la siguiente ecuacion:

(E)qz

T
E;rIEE-

En donde:
E1,2: es el efecto medido del efecto de combinacion
E1ly E2: son los efectos individuales de cada toxina

Por lo tanto, los valores de CTI de <1, =1 o >1 indican que las interacciones toxina-toxina

son sinérgicas, aditivas o antagénicas, respectivamente (Pucca et al., 2020).
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CAPITULO Il
METODOLOGIA
2.1. Tipo de estudio

El presente estudio aborda, mediante una revisién bibliografica de articulos
originales y completos en bases digitales entre los afios 2010 hasta 2022, el conocimiento
generado acerca del sinergismo de las principales enzimas presentes en venenos de

serpientes de las familias Elapidae y Viperidae.
2.2. Criterios de seleccion.
2.2.1. Criterios de inclusion

Para el desarrollo de esta revision bibliografica se aplicaron los siguientes criterios de
inclusion:

Documentos originales y completos.

Los articulos publicados en idiomas inglés, espariol y portugués

Articulos de corte experimental, revisiones y tesis de maestria cuya fecha de
publicacion esta en el rango temporal desde 2010 hasta 2022.

Fuentes terciarias de vendmica, como libros con fecha de publicacion en el mismo

rango de los articulos, revisiones y tesis.
2.2.2. Criterios de exclusion

e Se excluyen de esta revision de literatura los documentos incompletos 0 a manera
de resumen relacionados con el tema de interés.
e Atrticulos sin registro DOI.

e Los documentos o articulos provenientes de fuentes no verificables.

Fernando Sebastian Campo Guerrero 45
Luigy Enrique Villarroel Rubio



UCUENCA

2.3. Procedimiento de recoleccién de informacién

Los articulos cientificos se recuperaron de bases digitales mediante el uso de
palabras clave como: venenos, venenos de serpiente, toxinas, sinergismo y sinergismo
enzimatico. Para el efecto se emplearon operadores booleanos AND y OR. Se analizaron
el titulo del texto y resumen tomando en cuenta su afinidad con el tema y los objetivos del
estudio. Los documentos fueron clasificados y almacenados en carpetas accesibles para
los autores y tutora mediante la aplicacion de documentos Drive con una nomenclatura
especifica, la misma que consta del apellido del autor seguido del nombre, fecha de
publicacion y titulo de la publicacion. Adicionalmente, se almacenaron las referencias con

la ayuda del gestor bibliografico Zotero.

Los articulos que cumplieron los criterios de inclusion fueron analizados
exhaustivamente. Posteriormente se disefié una base de datos, en el programa Excel ®,
donde se sintetiz6 la informacion en funcion a los siguientes indicadores: enzimas ofidicas,
caracterizacion bioquimica y molecular de cada enzima, efectos fisiopatologicos,

mecanismo sinérgico y sinergismo enzimético encontrado.

La informacion recopilada mediante este procedimiento fue incluida en la presente
revision de literatura en forma narrativa y con la elaboracién de tablas e infografias que

permiten la mejor comprension de los resultados de este trabajo.

Fernando Sebastian Campo Guerrero 46
Luigy Enrique Villarroel Rubio



UCUENCA

CAPITULO Il
RESULTADOS

3.1. Fuentes bibliograficas seleccionadas para evaluar el sinergismo de enzimas en

venenos ofidicos.

Se identificaron 253 estudios a través de las bases de datos electronicas, de los cuales 14
articulos reportaron sobre el sinergismo entre enzimas en venenos de serpientes. El
proceso de seleccion de fuentes bibliogréaficas se esquematiza en la Figura 6. Se presentan
los resultados obtenidos en las principales bases digitales cientificas: Science Direct,

PubMed, Scopus, SciELO, SpringerLink. .
Métado de busqueda:

( Resultados de busqueda entre los arios ] Snake AN D Vencm AND (Synergism OR Synergistic).

2010y 2022 Toxins AND Synergism.
l Sinergismo endmaitico en venenos de serpiente.

l : # ' '

[SmenceDirect] [ Pubied J ( Scopus J [Sprmgemnk [ SclELO

|dentificacion

| _Maarticuos | | 35amicuwos | [ Sdarticuos | [ 48atcuns | [ 24 articules |

| [ | J )
Numere total de fuentes
biblicgraficas: 253

Lectura de titulo y resumen femoudos: 185

[ tuentes bibliograficas

Cribado

restantes: 63

Duplicados Remoudps:za

1

[ Fuentes bibliograficas ]

restantes: 30

[
Aplicacidn de criterio de
inclusidn y exclusion :

Fuentes bibliograficas
restantes: 2

!

[ Articulos resultantes luegc

Elegibles

de su lectura completa: 14

1

] Y
ScienceDirect PubMed Scopus
9 articulos 3 articulos 2 articulos

Figura 6: Diagrama de seleccion de articulos.
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Adicionalmente, se realizaron busquedas bibliograficas con el fin de encontrar

informacién reciente sobre el mecanismo de accion, efectos fisiopatolégicos y estructura

tridimensional de las enzimas incluidas en este estudio. En total se recolectaron 17

articulos.

3.2. Caracterizacién bioquimica y fisiopatoldgica de las principales enzimas téxicas

involucradas en sinergismo en venenos ofidicos

En la siguiente tabla se describen las principales enzimas que se encuentran en los venenos

de serpientes. La descripcion incluye un resumen detallado sobre: estructura tridimensional,

mecanismo de accién y efectos fisiopatologicos.

FOSFOLIPASA A2 (svPLA2)

C-terminal

Mecanismo de accién:

Tiene una actividad calcio dependiente. Su unién en
residuos Asp 47 e His 48 cataliza la ruptura de puentes
de hidrégeno de la Sn-2 del éster glicerofosfolipido
obteniendo &cidos grasos libres y lisofosfolipidos,
especialmente  poliinsaturados como el acido
araquidonico.

Estructura tridimensional. A) Sitio unién ca’t
B) Sitio activo (Zambelli et al., 2017).

Efecto fisiopatoldgico:

EC 3.1.1.4. De naturaleza lipolitica, termoestable,
con peso molecular de 13-15 kDa. Sitio activo
entre segmentos H2 y H, se ubican aminoacidos
His 48, Asp 49, Tyr 52 y Asp 99.

La carga negativa de Asp 49 mejora unién a Ca™,
contribuye a la hidrofobicidad y actividad catalitica
mientras que Lys 49 tiene carga positiva,
provocando acciones opuestas.

Tiene  efectos  neurotdxicos;  presinaptica vy
postsinaptica debido a la hidrdlisis de los fosfolipidos de
la membrana terminal nerviosa mientras que la
segunda actlia sobre el musculo.

Provoca inflamacion, como consecuencia de actuar
sobre la biosintesis de lipidos, edema, necrosis y dafio
de membrana celular. Los lisofosfolipidos liberados
como resultado de la actividad catalitica actian como
surfactantes y lisan los eritrocitos provocando
hemolisis.

La alteracion de la membrana da como resultado el
intercambio desenfrenado de iones Ca** del medio
extracelular generando aumento de la concentracién
citosélica e hipercontraccion con efectos cardiotdxicos,
convulsivantes. Inhiben la coagulacion al hidrolizar
fosfolipidos procoagulantes.

Referencias: (Akef, 2017; Cafias et al., 2016; Castro et al., 2020; Cedro et al., 2018; Harris & Scott-Davey,
2013; Simoes Silva et al., 2018; Xiong & Huang, 2018)
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SERINPROTEINASA (svSP)

Mecanismo de accién:

Las svSP catalizan la escisién del péptido covalente
en el C-terminal de los residuos de aminoacidos
cargados positivamente. Son similares a la trombina;
convierte el fibrinbgeno en fibrina, liberando
fibrinopéptidos A y B de las cadenas AK y BL del
fibrinégeno.

Estimulan la coagulacion a través de la activacion de
factores de coagulacién como V, VIII y XIll, quizas
intervengan factores como VIl y XI. Ademas, tiene
accion sobre la fibrindlisis debido a que la estimula y
activa la agregacion plaquetaria. Estas enzimas no
solamente son similares a la trombina, sino que
también se asemejan a las calicreinas ya que son el
segundo grupo que libera bradiquinina.

Efecto fisiopatoldgico:

Estructura tridimensional. A) Dominio N-y B) Dominio
C- terminal (Ferraz et al., 2019).

Pertenece a la familia S1 serin proteinasa con
masa molecular 26-67 kDa. Tienen una cola C-
terminal extendida, que forma un puente
disulfuro que le confiere gran estabilidad
estructural. El residuo cataliticamente
importante Asp 102 se encuentra en el dominio
N-terminal

Causan cambios en el sistema hemostatico,
participando en la coagulacién sanguinea, agregacion
plaquetaria, fibrindlisis, sistema del complemento y
sistema inmunitario. Ejecutan su toxicidad principal al
alterar el sistema hemostatico de sus victimas, inducir
edema e hiperalgesia a través de mecanismos adn
poco conocidos.

Referencias: ( Ferraz et al., 2019; Nanjaraj et al

, 2013; Xiong & Huang, 2018)
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METALOPROTEASA (svMP)

Mecanismo de accion:

Catalizan proteinas y péptidos tisulares en
aminoacidos, generando una actividad hemorragica.
Resultado de la alteraciébn combinada de la integridad
de los vasos capilares y el deterioro del sistema de
coagulacion de la sangre, provoca el consumo de
factores plasmaticos de coagulacion. Se dirige a
diferentes objetivos como la activacion del factor X de
coagulacion, la activacion del factor Il, la actividad
fibrino(gen)olitica. Provocan lesiones en endotelio y
membrana basal. En la primera disminuye el nimero
de vesiculas pinociticas, se distienden y adelgazan vy,
eventualmente, se rompen. En la segunda hay la
pérdida de lamina, nidogen y colageno tipo IV.

Efecto fisiopatologico:

Estructura tridimensional P-lll. ~ A)  Dominio
Metaloproteinasa B) Dominio desintegrina C)
Dominio rico en cisteina D) Unién i6n zinc (Florea
et al., 2016).

Posee naturaleza glicoproteica y son enzimas
dependientes de zinc, con peso molecular
heterogéneo 18-70kDa.Se divide en varios
dominios en funcién del tamafio y nimero de
componentes.

SVMP P-l (20-30 kDa): Son los més simples y
contienen sélo un dominio de metaloproteinasa
(M)

SVMP P-ll (30-50 kDa): Lo componen un
dominio M conjuntamente con un dominio de
desintegrina (D)

SVMP P-lll (50-80 kDa): compuesto de
dominios M y D méas un dominio rico en cisteina

(©).

Actla a nivel del sistema hemostatico; a nivel local y
sistémico. Hidroliza componentes claves de la cascada
de coagulacién, plaquetas, sistemas fibrinoliticos y
calicreina-cinina dando como resultado efecto
biolégicos como procoagulacién, anticoagulacion,
agregacion plaquetaria, consumo de fibrindgeno y
liberacion de cinina

Hay dafio vascular con modificacién de las paredes,
alteracion endotelial y de la membrana basal, producto
de lo anterior hay extravasacion de liquidos (induccién
de edema) y ampollas hemorragicas. A consecuencia
de todos estos procesos isquémicos hay dafios
tisulares.

Adicional, un efecto nocivo es la induccion de necrosis
muscular, probablemente como consecuencia de la
isquemia resultante de la obstruccién microvascular.

Referencias: (Cafas et al., 2016; Castro et al., 2020; Markland & Swenson, 2013; Moura-da-Silva et al.,

2016);
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ACETILCOLINESTERASA (AChE)

Mecanismo de accion:

Para el caso de los venenos de serpientes hablamos en
contexto no sinaptico. El residuo de serina actia como
nucledfilo y la histidina actia como catalizador acido/base. La
hidrélisis de ACh provoca agotamiento de acetilcolina en las
sinapsis nerviosas afectando al masculo negativamente

Efecto fisiopatoldgico:

Estructura tridimensional. A) Triada catalitica
B) Saco de acilo C) subsitio de colina D) Sitio
periférico (Brunton et al., 2017).

EC 3.1.1.7. La enzima se encuentra
tanto en ubicacion sinaptica como no
sinaptica. Hay dos dominios de unién en
el sitio activo: un sitio iénico y un
estedrico, el primero contiene residuo de
glutamato mientras que el segundo
residuo de serina e histidina.

Si bien no se conoce en concreto su papel fisioldgico no es
téxico por si mismo y no aumenta la toxicidad de los
componentes farmacolégicamente activos del veneno, sin
embargo, podria ser un vestigio del origen pancreatico de la
glandula venenosa. Facilita la captura de la presa con el
agotamiento de acetilcolina.

Referencias: (Ahmed et al., 2012; Bourne et al., 2015; Mackessy, 2010)
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L_AMINOACIDO OXIDASA (LAAO)

Mecanismo de accion:

El FAD reacciona con los L-aminoéacidos y los oxida de
aminoacidos a iminoacidos para posteriormente hidrolizar
a alfa cetoacidos y amoniaco. Por lo tanto, cataliza la
desaminacién oxidativa para obtener como producto final
amoniaco. Ocurre otra semi reaccion para generar el FAD
y prolongar el ciclo oxidando el FADH2 a FAD, obteniendo
como resultado peroxido de hidrégeno.

Efecto fisiopatologico:

Estructura general de L-AAO. A) Dominio de
union FAD B) Dominio Helicoidal C) Dominio
union al sustrato (T. Kang et al., 2011).

EC 1.4.3.2. Naturaleza
glicoproteica/flavoproteica, con peso
molecular 120 — 150 kDa. En su forma activa
dimérica contiene FAD. Contiene tres
dominios distintos, un dominio de unién a
FAD, un dominio de uniébn a sustrato
estabilizado con puente disulfuro y un
dominio helicoidal.

Oxida varias proteinas en la membrana plasmatica,
generando edema, aumentando la permeabilidad vascular
con induccion de inflamacion y liberacion de marcadores
de inflamacion. Dafio al endotelio vascular con aparicién
de hemorragia, agregacion plaquetaria debido a la
interferencia con los receptores (GPllb/llla) de las
plaquetas y fibrinbgeno provocado por peroxido de
hidrégeno, hemorragia y efecto pro-apoptético por lo que
en la literatura se los estudia como antineoplasico

Referencias: (Abdullahi et al., 2021; Cafias et al., 2016; Rodriguez Acosta, 2021; Ullah, 2020)
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3.3. Sinergismo enzimatico en venenos de serpiente.

En 1976, Daniel Strydom demostré que cuando se purifican fracciones de algunos
venenos y se inyectan separadamente, éstos no son fatales para los animales
experimentales. No obstante, a la misma concentracion de veneno crudo entero los
animales murieron en pocos minutos. Esto sugiere que las diferentes fracciones actuaron

sinérgicamente potenciando su efecto toxico (Laustsen, 2016; Rodriguez Acosta, 2021).

Desde este importante hallazgo, se realizaron diferentes estudios con la finalidad de
demostrar la presencia de sinergismo en los venenos ofidicos. Conjuntamente, se han
propuesto estrategias sinérgicas donde especulan los posibles mecanismos de

potencializacion entre las distintas toxinas que componen el veneno de serpiente.

Los principales métodos para evaluar sinergismo en venenos son la puntuacion de
toxicidad y la coadministracion de los componentes del veneno, los cuales fueron descritos
en el apartado 1.6.3 Para evaluar el sinergismo del veneno ofidico mediante el indice de
toxicidad, es fundamental comparar la toxicidad del veneno crudo con la toxicidad de sus
fracciones. En la tabla 4 se observan diferentes estudios realizados por Laustsen et al &
Lauridsen et al, en donde demuestran la presencia de sinergismo mediante el método

cuantitativo.

Tabla 4. Ejemplos representativos para la evaluacién del sinergismo de toxinas utilizando el indice
de toxicidad (Laustsen, 2016; Laustsen, Lohse, et al., 2015; Xiong & Huang, 2018).

Especies Porcentajes de | Puntaje de Puntajes de | Evaluacion Referencia
ofidicas enzimas toxicidad del toxicidad de
toxicas veneno crudo acumulada | sinergismo
aisladas (TVC) (TA) (+/-)
Dendroaspis svPL A2:<0.1% | 147.1 127.8 TVC >TA (Laustsen,
polylepis sVMP: 3.2% (+) Lomonte,
et al., 2015)
Naja Kaouthia | svPLA2: 13.5% | 423.2 418.62 TVC>TA (Laustsen,
sVMP:2.4% (+) Gutiérrez,
LAAO: 0.4% Lohse, et al.,
2015)
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Aipysurus SVPLA2:71.2% | 676 357 TVC> TA (Laustsen,
laevis (+) Gutiérrez,
Rasmussen,
et al., 2015)
Dendroaspis SVMP: 6.7% 117.6 62.6 TVC>TA (Lauridsen
angusticep (+) et al., 2016)

Si bien el método solo detecta la presencia de sinergismo, esta estrategia se
considera como el primer paso para indagar entre qué fracciones del veneno ocurre la

potenciacién que genera el sinergismo.
3.3.1. Complejos sinérgicos

Las fracciones toxicas interactian entre si directamente o conducen indirectamente
a una potencia toxicolégica y/o farmacol6gica mejorada de los venenos. La mayoria de los
sinergismos de toxinas se han identificado cuando las familias de proteina predominantes
(PLA2, svMP y svSP) se administraron conjuntamente. Ademas de estas acciones
sinérgicas complejas, la interacciébn entre las proteinas de veneno de serpiente
(principalmente complejos PLA2) también contribuye significativamente hacia el incremento

de la potencia de los componentes individuales del complejo (Rodriguez Acosta, 2021).

3.3.1.1. Complejos de fosfolipasa A2

La subunidad individual (PLA2) existe como mondmero en el veneno, exhibiendo
actividades fisiopatolégicas por si misma. Pese a esto, la subunidad contribuye
significativamente a la estructura integrada y a la funcién elevada de los complejos téxicos

del veneno, ya sea de forma covalente o no covalente.

La importancia de este tipo de complejos radica principalmente en su potente accién

neurotéxica presinaptica.
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Tabla 5. Complejos sinérgicos de Fosfolipasa A2 (Abdullahi et al., 2021; Rodriguez Acosta, 2021; Xiong & Huang, 2018).

Nombre de | Especie Tipo de | Caracteristica de las | Efecto de la accion | Mecanismo
complejo complejo subunidades sinérgica sinérgico
Crotoxina Crotalus No covalente | Heterodimero: A, &cido | Potenciacion de | La subunidad ‘A" actua
durissus inactivo no téxico similar a | neurotoxicidad como chaperona para
terrificus PLA2 (crotapotina); B, basico potenciar la union
activo especifica
PLA2 téxico
Textilotoxina Pseudonaja No covalente | Pentamero; A, PLA2 bésico | Maxima neurotoxicidad | No descrito
textilis mas toxico; B, similar a PLA2 | después de todas las
no téxico; C, PLA2 poco | subunidades
activo y toxico; D, dos PLA2 | reformadas.
covalentes, poco activos y
toxicos
Toxina Crotalus s. No covalente | Heterodimero con un | Aumento de | EI componente acido
Mojave scutulatus componente acido inactivo | neurotoxicidad y | actia como chaperén
(PLA2) no téxico, unido a un | miotoxicidad sistémica | del elemento basico
elemento toxico basico activo
(PLA2)
Proteina Cb Pseudocerastes | No covalente | Heterodimero: A, PLA2 acido | Aumentan 4 veces mas | La fraccion basica
fieldi activo no toxico; B, PLAZ2 | la accion neurotoxica actla como
basica activa de baja acompafante,
toxicidad aumentando la union
especifica
Taipoxina Oxyuranus  s. | No covalente | Trimero; a: PLA2 basica mas | Después de unidas | La subunidad y actua
scutellatus téxica; B: similar a PLA2 no | todas las subunidades | como chaperona para
téxico; y: PLA2 de baja | hay una maxima | potenciar la toxicidad
toxicidad; neurotoxicidad de la subunidad a
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PLA2-I Vipera aspis | No descrito Heterodimero: A, PLA2 4cido | Potenciacion de | La subunidad inactiva
zinnikeri inactivo no téxico; B, similar a | neurotoxicidad actua como
PLA2 téxico activo basico acompafante
Vipera toxina Vipera No covalente | Heterodimero: A, PLA2 4cido | Aparicion de | No descrito
palestinae no toxico; B, similar a PLA2 | neurotoxicidad y
no toxico basico letalidad.
B-bungarotoxina | Bungarus Covalente Heterodimero: A, PLA2 téxica | Potenciacion de | EI péptido similar a
multicinctus activa; B, péptido similar a | neurotoxicidad. BPTI al unirse a los
BPTI canales de K+ ayuda a
la PLA2 a unirse al
sitio presinaptico
Viperotoxina F Vipera russelli | No covalente | Heterodimero: A, PLA2 no | Potenciacién de | La fraccibn Aacida
formosensis tébxico de baja actividad | neurotoxicidad y | actia como inhibidor y
acida; B, PLA2 téxica activa | letalidad acompafiante
basica
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3.3.1.2. Complejos de Metaloproteasas

La formacion de este tipo de complejos Unicamente se le atribuye a cierto tipo de

sVMP. Las svMP P-llld tienen una subunidad adicional que interactia a través de

interacciones covalentes o no covalentes. Lo que facilmente las hace formadoras de

complejos.

Tabla 6. Complejos sinérgicos de las Metaloproteasas (Rodriguez Acosta, 2021; Xiong & Huang,

2018).
Nombre Especie | Caracteristicas Mecanismo | Mecanismo
de bioquimicas individual sinérgico
complejo
RVV-X Presenta subunidades | Activador del | La actividad inductora
compuestas por dos | factor X de edema de RVV-X
dominios tipo lectina tipo aumenta
C unidos a la cadena de notablemente en
Daboia | proteinasa principal por presencia de dosis no
russelii enlaces disulfuro. inductoras de edema
de TI-l'y TI-II.
TI-l'y TI-ll No descrito Inhibidores
de tripsina

3.3.2. Evidencia cientifica del sinergismo entre enzimas

El sinergismo entre enzimas de venenos ofidicos ha sido estudiado disefiando diferentes

ensayos. A continuacion, se presenta informacion sobre la metodologia y resultados

obtenidos en estudios experimentales enfocados a la evaluacion del sinergismo enzimatico,

los cuales evaluaron efectos de citotoxicidad, hemotoxicidad y miotoxicidad en especies

ofidicas de la familia Viperidae.
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Tabla 7. Evidencia experimental del sinergismo entre las principales enzimas ofidicas.

Luigy Enrique Villarroel Rubio

No. Tipo de | Familia/Especie Efecto Metodologia Resultados Referencia
estudio evaluado Fracciones de | Ensayo Bioactividad Sinergismo en toxinas
veneno de toxinas combinadas
analizadas
1 Experimental | Viperidae/Bothrops | Citotoxicidad | Baltergin Viabilidad PLA2: negativo | Reduccion de viabilidad | (Bustillo
in vitro alternatus (svMP PIII) celular en celular en 97,5%. etal., 2012)
Ba SPIl RP4 | mioblastos En ensayos de
(PLA2 4cida) | C2C12  de | SVMP: neutralizacion de la
musculo reduccion 40% | actividad citotoxica por
esquelético | en  viabilidad | |gG anti baltergin e 1gG
murino celular anti-PLA2.La inhibicién
de la  citotoxicidad
inducida por ambos
anticuerpos especificos
confirma la relacion
sinérgica.
2 Experimental | Viperidae/ Actividad Fosfolipasa A2 | Ausencia o | Didametro  del | A dosis minimas | (Menaldo
In vivo Bothrops atrox hemorragica | acida presencia de | halo combinadas de cada | etal., 2015)
(BatroxPLA2) | halos hemorragico a | enzima, no se
hemorragicos | dosis minima | encontraron cambios
luego de | de: PLA2: 20,0 | significativos que
Metaloproteas | inyeccion mm demuestren una
a P-I'| intradérmica | svMP: 10,0 mm | actividad sinérgica.
(Batroxasa) en  ratones Didmetro del halo en
BALB/c combinacion PLA2-
macho svMP: 20,5 mm
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Experimental
In vitro

Experimental
In vivo

Viperidae/Bothrops
asper

Citotoxicidad

Miotoxicidad

Fosfolipasas
basicas
Miotoxina
(Asp 49)
Miotoxina
(Lys 49)

Liberacion de

Porcentaje de

Aumento de porcentaje

LDH en Linea | citélisis en: de citdlisis en ambas
celular Mioblastos etapas de diferenciacion
C2C12 en las | Miotoxina I: | celular.
etapas de | <10% Mioblastos:>60%
mioblasto o | Miotoxina II: | Miotubos >80%
miotubo <20% En el ensayo de
Miotubos inactivacion catalitica de
Miotoxina I: | Asp 49 se confirmé el
<50% sinergismo con  su
Miotoxina homéloga Lys 49 al
11:<60% superar el 80% de
citélisis.
Se reveld la
direccionalidad del
efecto sinérgico,
mediante
combinaciones de
cantidades fijas de Lys
49 y cantidades bajas de
Asp 49.
Actividad de | Miotoxina I: | Aumento de liberacion

CK en plasma
de ratones
CD-1

Concentracion
de CK 1500 U/L
Miotoxina Il
Concentracion
de CK 3000 U/L

de creatina quinasa del
muasculo  dafiado  al
plasma, siendo la
concentracion mayor a
4000 U/L

(Mora
Obando
et al., 2014)
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Experimental | Viperidae/Bothrops | Citotoxicidad | Baltergin Desprendimie | PLA2: negativo | Aumento de separacion | (Bustillo
In vitro alternatus (svMP PIII) nto celular en notablemente mayor | et al., 2015)
PLA2 acida linea celular (>70%)
endotelial svMP: El grado de sinergia
murina (tEnd) | Separacion depende
celular del 30% | proporcionalmente de la
concentracion de PLA2 y
probablemente sea
independiente de su
actividad catalitica.
Ensayos de
neutralizacion por
anticuerpos especificos
confirman el sinergismo.
Experimental | Viperidae/ Citotoxicidad | Fosfolipasas Viabilidad PLA2-I: Disminucion  de la
in vitro Bothrops diporus béasicas celular, Viabilidad viabilidad celular menor _
actividad Celular del | al 40%. (Bustillo
antiadherente | 100% etal., 2019)
PLA2-l  (Asp |y migracién
49) celular en Ensayos de actividad
PLA2-Il  (Lys | mioblastos PLA2-II: antiadherente y
49) C2C12 de | Reduccionde la | migracion celular no
musculo viabilidad analizados
esque|ético celular en 60%.
murino.
Mayor actividad
de la variante
Lys 49 en
ensayos
adicionales
Experimental Miotoxicidad Actividad de | Mayor actividad | Ensayo no especificado
in vivo creatinquinas | para PLA2-II
a en ratones
CD-1
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Experimental | Viperidae/ Actividad Fosfolipasa A2 | Medicion de | Concentracion | LalC50 de BaspB-Il baj6 | (Sim&es Silva
In vitro Bothrops asper plasmodicida | Fracciones la actividad | minima de 2,46 uM a 0,98 uM; | etal., 2021)
/sinergismo bésicas antiplasmodia | inhibitoria 50 en | aumentando 2,5 veces.
BaspB Il | I entre BaspB- | monoterapia: Para BaspB-IV su valor
(Lys49-PLA2) | Il y BaspB IV | BaspB-Ill: 2,46 | baj6 de 0,019 uM a
BaspB IV | mediante la | uM 0,0019 uM; aumentando
(Asp49-PLA2) | concentracion 10 veces. Para los dos
minima casos hay un aumento
inhibitoria BaspB V| de la actividad
0,019 uM antiplasmodial utilizando
menor  concentracion
cuando se combinaron.
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3.3.3. Estrategias sinérgicas entre enzimas ofidicas.

Si bien es evidente la existencia de estudios experimentales que demuestran la

interaccidn sinérgica entre enzimas. El mecanismo de accién sinérgico no es muy bien

conocido, y la mayoria de las veces, los autores lo presentan como hipétesis de posibles

interacciones entre toxinas que conllevan a la potencializacién de la accion. En la figura 7

se resumen algunas vias de accion de las diferentes enzimas estudiadas, conjuntamente

con sus posibles mecanismos sinérgicos.

‘ Hemolsis < P
l © . Objetivos
- I S
Falla renal .
— Fiebre o = =
l > { Efecto de ]
Liberacién de = accon
Apoptosis hemoglobinao «—
Necrosis mioglobina tac. araquidénico —»  Inflamacién
Células no Misctio :
; esqueléticoy .
especificas ardlbes Coagulopatia
Accién tipo
‘ R WIS E— Vocoin  sioa Yoy __.
v ' i '
Plaquetas S i Tejido | ' Vasos | | Coagulacién |
, conectivo ! i sanguineos ! : sanguinea !
| i | | e b leseeqeeaad
Efectos anti : : (" Disolucién )
plaquetarios l—»[ Hemorragia }——»{ Sangrado I del trombo |
l Desintegracion '
. de tejido Activacion de protrombina
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Figura 7: Esquema de los mecanismos de accién y posibles interacciones sinérgicas de las
principales enzimas ofidicas: Los colores y sus combinaciones indican su posible relacién sinérgica
Adaptado de: (Bickler, 2020; Garcia Denegri et al., 2019; Laustsen, 2016; Xiong & Huang, 2018;

Youngman et al., 2022).
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Sinergia entre PLA2 y svMP: Los PLA2 y svMP miotdxicos inducen la liberacion rapida de
trifosfato de adenosina (ATP) de las células musculares dafiadas y las células endoteliales,
respectivamente. Posterior a esto, los ATP son hidrolizados por la nucleotidasa liberando
asi adenosina. La adenosina liberada como resultado de la sinergia desencadena la

hipotension y efectos anticoagulantes potenciados (Rodriguez Acosta., 2021).

Sinergia entre LAAO y PLA2: Gracias a su mecanismo de accion, las amino oxidasas
pueden generar peroxido de hidrégeno(H202) provocando fuertes efectos antiplaquetarios
y potencialmente generar sinergia con los PLA2 antiplaguetarios en el mismo veneno. Por
otro lado, su accién combinada puede llegar a complicarse en falla renal por los procesos

hemoliticos producidos (Rodriguez Acosta., 2021; Xiong & Huang., 2018).

Sinergia entre svMP y svSP: Existen otras toxinas que actian sinérgicamente afectando
la coagulacién sanguinea, como es en el caso de los activadores de protrombina del grupo
B (metaloproteasas) y los activadores de protrombina del grupo C (serina proteinasas).
Estos activadores de protrombina ejercen su funcién a través de la activacion proteolitica
de la protrombina para madurar la trombina, que puede combinarse con otras coagulopatias
inducidas por toxinas que provocan una toxicidad potenciada sinérgicamente (Laustsen.,
2016).

Sinergia entre svSP y PLA 2: Existe un efecto pseudo procoagulante impulsado por la
actividad de la calicreina. Esta svSP actla sinérgicamente con la svPLA2 inhibidora de la
protrombinasa durante el envenenamiento humano, agotando el fibrinbgeno disponible y

potenciando alin mas el efecto anticoagulante general del veneno (Youngman et al., 2022).
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CAPITULO IV
DISCUSION

4.1. Composicién de venenos de serpientes

La composicion de los venenos de serpientes representa en un tema de gran interés
dada su relevancia como fuente potencial de farmacos y el rol que cumple en los procesos
fisiopatologicos que desencadenan los accidentes ofidicos. En la literatura revisada se
enfatiza la complejidad de demostrar el sinergismo, y aun mas, en evidenciar la via
empleada en este mecanismo potenciador de la toxicidad del veneno de serpientes. La
razon principal puede atribuirse a que, dado que el veneno es un coctel multiproteico, su
conformacion esta dispuesta por multiples moléculas téxicas con mecanismos de accion

especificos, que muchas de las veces se correlacionan entre si.

A pesar del gran avance en la protedmica y la gendmica, el hecho de que los
venenos de serpiente son sistemas multicomponentes integrados no ha sido abordado a
profundidad. Asi mismo, es necesario profundizar la caracterizacién de los perfiles de
toxicidad del veneno en la evaluacion de los sinergismos potenciales que pueden existir
entre sus diversos componentes. El objetivo de dicha relacién sinérgica se fundamenta en
gue los venenos alcancen una eficiencia significativa consumiendo una dosis minima. Es
importante mencionar que no todas las especies tienen todas las enzimas propuestas, por

lo que el proceso sinérgico requerido en la investigacion no es facil de encontrar.

Muchos estudios de investigacibn y aislamiento de toxinas se centran
principalmente en las fracciones de mayor abundancia (svPLA2, svMP, svSP,3FTX)
coincidiendo con lo que indica Rodriguez Acosta, 2021. Esto se debe a que los compuestos
enzimaticos y no enzimaticos estan presentes en todas las familias de serpientes. El autor
Xiong Huang, 2018 establece que son estos Ultimos compuestos enzimaticos los que tienen

capacidad de interactuar sinérgicamente con otras toxinas.

Oliveira et al., 2022 describieron las diferentes proporciones de toxinas en relacién
a la familia ofidica. Para la familia Elapidae, un total del 51% del veneno pertenece a 3FTX,
una toxina no enzimatica, seguida de PLA2 con un 27%, notandose la baja concentraciéon
de metaloproteasas y serinproteasas (menos del 10%). Por otra parte, las toxinas mas

abundantes en serpientes vipéridas son svMP y PLA2 con un 33% y 21% respectivamente.
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Munawar etal., 2018 & Simoes Silva et al., 2018 establecen que la variaciéon en la
composicion del veneno, es el resultado de la interaccion de varios factores como la edad,
el sexo, la genética, la alimentacion y la ubicacién geografica del espécimen. Este es un
factor a considerar al momento de plantear estrategias para caracterizar la composicion de

venenos de serpientes.

La composicion de venenos de serpientes, que incluye componentes mayoritarios y
minoritarios, implica métodos finos de cromatografia acoplados a estrategias sensibles de
detecciobn como la espectrometria de masas y la resonancia magnética nuclear. Esta
caracterizacion permitira entender el rol de compuestos minoritarios mediante estrategias
de sinergia. Sin embargo, la existencia de una combinacion de toxinas en estos venenos

forja un desafio para el estudio del sinergismo y de otras interacciones entre ellas.

Enzimas como las acetilcolinesterasas, presentes en especies
pertenecientes a la familia Elapidae, con la excepciébn de Dendroaspis, existen en
cantidades significativas. Por otra parte, los venenos de las serpientes de las familias
Viperidae y Crotalidae no cuentan con esta enzima en su composicién (Kang et al., 2011).
Aunque la accion de esta enzima en el veneno de serpiente no esta completamente
elucidada; Pereafiez et al., 2014 describen su importancia en la fisiopatologia, ya que la
degradacién de la acetilcolina podria ayudar potencialmente a la accion de algunas
neurotoxinas, como es en el caso de la fosfolipasa A2. Sin embargo, estudios
experimentales sobre esta posible accidén de potencializacion no han sido descritos llevados

a cabo hasta nuestro mejor conocimiento.
4.2. Sinergismo enzimatico en venenos de serpientes

Dentro de la toxicologia, el sinergismo surge cuando un veneno muestra una
toxicidad mucho mayor que la suma de las toxicidades de los componentes individuales del
veneno, lo que posiblemente proporcione una ventaja evolutiva (Laustsen, 2016). Si bien
en los venenos de serpientes existen fracciones cuya accion individual carece de
bioactividad, su interaccién con otra subunidad, activa y/o potencia su efecto toxicoldgico.
Ciertas enzimas forman complejos covalentes o0 no covalentes con otras proteinas o
subunidades de si mismas para inducir a actividades fisiopatolégicas mas potentes.
Laustsen., 2016 & Rodriguez Acosta., 2021 describen a la fosfolipasa A2 como nicleo

integral de estos complejos sinérgicos, puesto que la subunidad individual contribuye
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significativamente a la estructura integrada y a la funcion elevada de los complejos tdxicos
del veneno; participando la mayoria de las veces como “chaperonas” o acompafantes entre
fracciones. Por lo general estas relaciones sinérgicas concluyen en potentes mecanismos
neurotdxicos y miotdxicos, cuya variacion en el complejo, radica en la especie de serpiente

gue se esta estudiando.

Existen algunos estudios que ejemplifican dicha potenciacion sinérgica en base las
subunidades integrales de la enzima PLA2. Es importante mencionar que el sitio catalitico
de la fosfolipasa A2 se caracteriza por presentar cuatro residuos clave: His48, Tyr52, Asp99
y Asp49, Este ultimo juega un papel importante al coordinar y posicionar el ion calcio
durante la hidrélisis de fosfolipidos. En el homélogo de PLA2, un residuo de Lys49
reemplaza a Asp49, lo que da como resultado la pérdida de actividad enzimatica y de unién

a Ca™, disminuyendo y cancelando su actividad tdxica ( Xiong & Huang, 2018).

Mora Obando et al.,2014 concluyen en un importante hallazgo al demostrar una
notable mejora de los efectos mionecréticos en base a la accion combinada de las
fracciones Asp 49 y Lys 49 del veneno de Bothrops asper en ratones. Los resultados
revelaron un claro aumento de la miotoxicidad, a juzgar por la mayor liberacién de creatina
guinasa del musculo dafiado al plasma. Especificamente a una dosis de 20 ug, la liberacién
fue mayor a 4000 U/L en comparacion a su efecto aislado donde los valores de CK no
sobrepasan los 3000 U/L. Asi mismo, obtuvieron buenos resultados al experimentar con
miotubos de lineas celulares C2C12. Una exposicidon muy baja a Asp49 PLA2, 0,1% de la
miotoxina Lys49 PLA2, fue suficiente para aumentar la citotoxicidad de esta dltima
obteniendo un porcentaje de citolisis mayor al 80%. En el mismo estudio se determiné que
la direccionalidad de esta sinergia era una mejora de la toxicidad de la miotoxina Lys49 por
parte de la enzima Asp49, y no a la inversa, ya que cantidades bajas de la miotoxina Lys49
no aumentaban la accidon toxica de la enzima Asp 49. Por lo tanto, el mecanismo de
sinergismo se puede atribuir a la acciébn enzimatica de Asp49 PLA2, mas que a una

actividad cataliticamente independiente.

A una conclusién similar llegaron Bustillo et al.,2019 en donde observaron que al
exponer el mismo tipo de lineas celulares al veneno de una especie de serpiente diferente
potencié la actividad citotéxica individual de las fracciones. Aungque la viabilidad celular se

vio interrumpida en mayor proporcion por la fraccion Lys 49, resultando en la disminucion
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del 40% de viabilidad, la accion sinérgica de las dos subunidades evidencié una mejora de
la actividad, obteniendo hasta un 60% de reduccion de la accién.

Otro de los sinergismos enzimaticos mas comunes encontrados en experimentacion
son los que ocurren entre fosfolipasas y metaloproteasas. En un estudio realizado en la
especie Bothrops alternatus por Bustillo etal, 2012, indagan sobre la posible
potencializacion de la actividad citotbxica de Ba Spll RP4 fosfolipasa A2 y la
metaloproteinasa baltergina sobre mioblastos de musculo esquelético en cultivo. Baltergin
indujo una reduccion del 40 % en la viabilidad de las células de mioblastos C2C12, mientras
gue Ba Spll RP4 no mostro6 citotoxicidad en los tiempos y dosis probados. Al tratarse de
una fosfolipasa A2 de naturaleza acida, no tiene gran relevancia en la actividad citotoxica,
tal caracteristica es respaldada por Garcia Denegri et al., 2010, donde incluso en dosis altas
no mostrd miotoxicidad ni letalidad. Sin embargo, al actuar simultaneamente, baltergin y Ba
Spll RP4 provocaron un desprendimiento casi completo de las células (97,5 %), lo que
respalda la toxicidad sinérgica. La neutralizacion del veneno mediante anticuerpos
especificos (IgG anti-baltergin e IgG anti-PLA2) confirmé este sinergismo, demostrando que
la actividad citotéxica in vitro de todo el veneno se inhibe completamente al bloquear solo

las metaloproteinasas.

Afos mas tarde los mismos autores replicaron el experimento en una linea celular
diferente, debido a que las células endoteliales son un objetivo natural de las svMP in vivo,
se indagd sobre la posibilidad de encontrar el efecto sinérgico en este tipo de células.
Efectivamente los resultados confirmaron que la PLA2 &cida, a pesar de carecer de
toxicidad para las células endoteliales, mejora significativamente el efecto de separacion
del baltergin svMP, lo que demuestra que el efecto sinérgico descrito anteriormente puede
ocurrir en otros tipos de células fisiolégicamente relevantes ademas de los mioblastos. Otro
punto a notar es que el grado de sinergia dependia de la concentracién de PLA2. Con la
adicién de una pequefa cantidad de PLA2 a Baltergin, provocé mejora de la actividad
citotoxica. Este efecto aumentd proporcionalmente al usar cantidades mas altas de la

fosfolipasa, llegando a una sinergia maxima a partir de 50 ug/mL (Bustillo et al,2015).
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A pesar de la evidente potencializacion en la accion por parte de estas dos enzimas
descrita por Bustillo et al; discrepa con los resultados encontrados por Menaldo et al., 2015.
Con el fin de investigar la actividad hemorragica de BatroxPLA2 (PLA2 &cida) y Batroxasa
(svMP P-l), ratones fueron sometidos a inoculaciébn de enzimas por via intravenosa.
Posterior a su sacrificio, se evaluo el didmetro del halo hemorragico, concluyendo que, a
dosis minimas combinadas de ambas enzimas, no se encontraron cambios significativos
gue demuestren una actividad sinérgica, esto en comparacion con las actividades aisladas

de cada enzima.

Una posible respuesta a esta disparidad de resultados es la variedad estructural y
funcional de la enzima. En relacion con el potencial hemorragico, los svMP P-l1l son los mas
potentes entre las tres clases, siendo capaz de inducir no solo hemorragias locales sino
también sistémicas. Otro punto a considerar es su método de fraccionamiento, puesto que
para aislar proteinas especificas de los venenos de serpiente generalmente son necesarios
dos 0 méas pasos cromatograficos. Debido a los disolventes usados en RP-HPLC las
proteasas se desnaturalizan, por lo que se debe tener cuidado al método de purificacion.
Finalmente, hay que considerar la influencia de ciertos factores en la composiciéon del
veneno, que podrian afectar a la interaccion sinérgica requerida. Sin embargo, no hemos

evidenciado estudios que defienden estas hipdtesis (Xiong & Huang., 2018).

Los mecanismos de accidn sinérgica exactos entre estas enzimas siguen siendo
una incAgnita a investigar, a pesar de esto se han presentado hip6tesis que corroboran esta
interaccion. En el caso de las subunidades miotdxicas de la PLA2. Las miotoxinas Asp 49
desestabilizan la membrana mediante hidrélisis enziméatica de fosfolipidos (PL),
produciendo liso-PL y 4cidos grasos (AG). Por otro lado, las miotoxinas Lys 49 ejercen un
mecanismo de permeabilizacion directo a través de su regidon C-terminal. Al actuar en
combinacion, los AG formados, generan nuevos sitios anidnicos que facilitan la unién de la
miotoxina Il. La membrana se vuelve mucho mas inestable debido a la hidrélisis y
acumulacion de productos de reaccion. Como resultado de las acciones combinadas, se
potencia el dafio de la membrana y la célula se dafia irreversiblemente (Mora Obando et
al.,2014).
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Por otro lado, el posible mecanismo de la interaccion entre PLA2 y svMP es debido
a que la PLA2 puede interactuar con moléculas lipidicas de la membrana celular, por un
mecanismo independiente de la catalisis. Tal interaccion, a su vez, puede alterar las
propiedades biofisicas de la membrana, ya sea facilitando el contacto entre las SVMP y las
células endoteliales o afectando la fuerza de unién de las integrinas de las células
endoteliales con las proteinas de la matriz extracelular, de tal manera que la union célula-

sustrato no se realizara. ( Bustillo et al,2012; Bustillo et al 2015).

Esta descripcion general de los efectos sinérgicos ya descubiertos en varios
venenos de serpiente y sus posibles mecanismos, junto con los métodos apropiados para
evaluar el sinergismo, son importantes para discernir los variados efectos fisiopatologicos
y también como herramientas cognitiva en el desarrollo de antivenenos o inhibidores mas
eficientes (Rodriguez Acosta,2021).La seleccién de la toxina o subunidad de veneno
probablemente no téxica, que puede potenciar la toxicidad de otra toxina o subunidad a
través de la sinergia, o tal vez sus analogos sintéticos para el disefio de antiveneno,
proporciona potencialmente una mejor eficacia y seguridad, asi como un menor costo de

tratamiento.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

En la presente revision bibliografica se abordé los efectos toxicos de las principales
enzimas ofidicas, las cuales se encuentran formando parte de una mezcla compleja, lo que
implica un reto para los mecanismos asociados a su efecto. Se evidencié la importancia de
conocer de primera mano cuales son sus mecanismos de accion, de esta manera su

fisiopatologia favorecera al entendimiento de las relaciones sinérgicas.

En el presente trabajo se describié el sinergismo de fosfolipasa A2, sustancia
proteica enzimatica que se encuentra en la mayoria de venenos de ofidios, que aporta como
nacleo central de complejos sinérgicos. Su combinaciébn con enzimas como:
metaloproteasa, serinproteasa y L-animo oxidasa tienen una accién directa en la
potenciacién de efectos hemotodxicos, citotdxicos y neurotdxicos. Asi mismo, la accion
conjunta de las subunidades Asp49 y Lys49 de PLA2, es mucho mayor en comparacion a

su efecto aislado.

La acetilcolinesterasa si bien no se conoce con exactitud su accidn sinérgica,
proporciona potenciar sus efectos miotdxicos, neurotoxicos. El grupo de las proteasas tiene
su enfoque téxico a nivel hemotéxico, lo que constituye una accién sistémica que puede

llegar a ser mortal.

La recoleccién de informacion cientifica de manera resumida aporta como base para
futuros estudios enfocados en la investigacion y desarrollo de agentes antiofidicos con el

fin de obtener una atencion rapida y precisa en accidentes por mordeduras de serpientes.
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5.2. RECOMENDACIONES

Se recomienda que se amplien los estudios descriptivos hacia las principales
enzimas participantes en los accidentes ofidicos y no Unicamente en aquellas moléculas

més abundantes y/o toxicas de los venenos de serpientes.

En estudios experimentales, se recomienda implementar métodos de investigacion
gue se centren en el sinergismo enzimatico, relacionado a la variacion venémica
interespecies en serpientes, puesto que, la composicion del veneno, suele ser dependiente

de varios factores, muchos de ellos ambientales.

Dada la factibilidad de aislamiento de enzimas, muchas investigaciones dirigen su
atencién hacia la composicion de vipéridos, por lo que se recomienda incluir el nivel de

bldsqueda de las relaciones sinérgicas entre enzimas hacia especies de la familia Elapidae.

Se recomienda abordar estudios enfocados a efectos sinérgicos de toxinas ofidicas,
considerando como respuestas experimentales hepatotoxicidad, nefrotoxicidad Yy

neurotoxicidad.
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