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Los accidentes ofidicos pueden producir hemorragias (causadas por SVMPs), mionecrosis
(causadas por PLAS) y dolor, y anualmente 50 mil de éstos son fatales, especialmente en los
trépicos. Las terapias convencionales por inmunoglobulinas son sélo parcialmente efectivas y
pueden producir efectos inmunes adversos, por lo cual se estan estudiando proteinas antiveneno
naturales de mamiferos [DM43 (antihemorragina) y DM64 (antimiotdxica) de la zarigueya
(Maruspialia: Didelphis)] que han demostrado ser mas efectivas. Ademas las PLAs y SVMPs
venosas tienen sus contrapartes enddgenas normales no venenosas (PLAsy MMPs) en animales
como los humanos, y cuando el balance entre estas Ultimas y sus inhibidores se rompe, se produ-
cen patologias como: artritis, arterioesclerosis, asma, diabetes, choques sépticos, neoplasias,
inflamaciones, psoriasis, reumatismo, etc. Ademas de estos aspectos médicos se repasa la evolu-
cion de las serpientes y sus sistemas de veneno, concluyéndose que falta informacion sobre, entre
otros: la parafilética y muy diversa familia “colubridae”; “carreras armamentistas evolutivas’
entre serpientes venenosas y sus presas; la inusual (desafia la teoria neutral de la evolucién
molecular) y acelerada evolucién de las moléculas de veneno de serpientes.

Palabras clave: a1B-Glico proteina, Didelphis, evolucion, familia supergen de las inmuno-
globulinas, mamiferos (Mammalia), proteinas antiveneno (anti-SVMP, DM 64, DM43, OPRIN, PLIs,
PO41), serpientes (Serpentes), veneno de serpientes (PLAs, SVYMPs), toxinologia, Viperidae.

Abstract
Venom snake bites can produce hemorrhages (caused by SVMPs), myonecrosis (caused by

PLASs) and pain. Annually, 50,000 of these bytes are fatal, especially in the tropics. Conventional
therapi eswith immunoglobulins are only partially effective and can produce adverseimmune effects.
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Hence natural antivenom proteins from mammal's, which are potentially more effective and secure,
are being studied [Opossum’s (Maruspialia: Didelphis) DM43 (antihemorrhagin) and DM 64
(antimyotoxic protein)]. Moreover, venom PLAs and SVMPs have nonvenom normal endogen
counterparts (PLAsy MMPs) in animal s like humans, and when the balance between the latter and
their inhibitorsis disrupted, the following pathol ogies can happen: arthritis, arteriosclerosis, asthma,
diabetes, septic shocks, neoplasias, inflammations, psoriasis, rheumatism, etc. Additionally to this
medical aspects, snake and their venom systems evolution isreviewed, and it is concluded that there
are research opportunities, in (among other topics): the paraphyletic and very diverse “colubridag”;
“evolutionary arms races’’ between snakes and their prey; the unusual (defies the neutral theory of
molecular evolution) and accelerated evolution of snake venom molecules.

Key words: al1B-Glico protein, Didelphis, evolution, immunoglobulin supergene family,
mammals (Mammalia), antivenom proteins (anti-SVMP, DM64, DM43, OPRIN, PLIs, PO41),
snakes (Serpentes), snake venom (PLAS, SVMPs), toxinology, Viperidae.

Abreviaciones (en su mayoria provenientesdel inglés): 3D (tridimensional), 3FT x (3 Finger
Toxin), a1BG (1B-Glico Proteina), ABF-Dm (Anti-Bothropic Fraction of Didel phismarsupialis),
ADAM (A Desintegrin-like And Metalloprotease domains), AHF [Mongoose (Mammalia: Carnivora:
Herpestidae: Herpestes) Anti-Hemorragic Factor: AHF1/2 y 3], CK (Creatine Kinase), CRISP
(Cysteine Rich Secretory Protein), CRD (Carbohydrate Recognition Domain), CTLD (C-Type
Lectin-like Domain), Da (Dalton, unidad de masa molecular), DM [grupo de proteinas antiveneno
de serpientes extraidas de mamiferos, cuyos miembros tipicos son aquellas extraidas de laZariglieya
(Mammalia: Marsupialia: Didelphidae: Didelphis marsupialis): DM 40, 43, 64], FSIG (Familia
Supergen de las Inmunoglobulinas), GBL (Galactose Binding Lectins), kDa (Kilo-Dalton = 1,000
Daltons), L DH (Lactate Deshidrogenase), L RRs (Leucine Rich Repeats), L yt2 (Proteina de Super-
ficiede Linfocitos T Murinos. Homologa a T8 de Humanos), M DC (Metall oprotease, Desintegrin-
like, Cysteine-rich), MHC (Major Histocompatibility Complex), MM Ps(Matrix Metallo-Proteases),
Mt (Miotoxina), NCBI (National Center for Biotechnology Information, National Library of Me-
dicine, National Institutes of Health, USA: http://www.ncbi.nim.nih.gov/), NGF (Nerve Growth
Factor), OPRIN [Opossum (Didelphisvirginiana) Proteinase Inhibitor], PL A (PhospholipaseA),
PLI (Phospholipase Inhibitor), PO41 [Philander opossum (Didelphidae) Metalloproteinase
Inhibitor], SYMP (Snake Venom Metallo-Protease), T8 (Proteina de Superficie de Linfocitos T
Humanos. HomologaalaLyt2 de Murinos), Thy-1 (o CD90. Polipéptido de superficie de Timocitos
y linfocitos T perifericos Murinos), TIMP (Tissue Inhibitor of Metallo-Proteases), UPAR
(Urokinasetype Plasminogen Activator Receptor).

Introduccion

1.1 Caracteristicas e incidencias de los accidentes
ofidicos: Las mordeduras de serpientes venenosas produ-
cen daio tisular local en forma de hemorragias, edema,
mionecrosisy dolor intenso (Neves-Ferreiraetal., 1997;
Thwin & Gopalakrishnakone, 1998), y efectos sistémicos
como alteraciones en el proceso de coagulaciony libera-
cion de sustancias farmacol 6gicamente activas como
histamina, serotoninay bradiquinina (Neves-Ferreiraet
al., 2000); todo lo cual puede llevar a la muerte de la
victima. Cerca del 15%, de las aproximadamente 3,000
especies vivas de serpientes, son consideradas como peli-
grosas para los humanos (Gold et al., 2002), todas las
cuales pertenecen al grupo tradicionalmente Ilamado
superfamiliaColubroidea(colubroideos: Fry et al., 2003;
Fry, 2005; Vidal, 2002). La distribucion filogenética de
este y los demas grupos de serpientes han sido esquema-

tizados en la figura 1. Aungue los envenenamientos por
mordeduras de serpientes no son reportados en su totali-
dad y suincidenciaglobal no es bien entendida (Perales
& Domont, 2002), se estima que anual mente suceden en
el mundo 5 millones de accidentes ofidicos, |os cuales
causan unas 50,000 muertes, especialmente en las areas
ruralesde Asia, Sur Américay Africa(Lizanoetal., 2003;
Perales & Domont, 2002), sin contar |0os muchos que no
son reportados (Gold et al., 2002). Segun Gold et al. (2002)
en Estados Unidos se reportan oficialmente un promedio
anual de 6,000 morderas, de las cuales 2,000 lo son por
parte de serpientes venenosas, y 5 0 6 resultan ser fatales
(Gold et al., 2002). La mayoria de estos accidentes en
EUA son producidos por serpientes del género Crotalus
(Viperidae: Crotalinae) y suceden generalmente en el su-
roeste del pais, pues en el este practicamente estas ser-
pientes han sido erradicadas (Gold et al., 2002). Segun
M attison (1995) las estadisticas en Sur América son ex-



DUQUE OSORIO, JF., A. SANCHEZ, L. FIERRO, S GARZON & R.S.CASTANO: VENENOSDE SERPIENTESY MOLECULASANTIVENENO 111

tremadamente dificiles de conseguir dado el alto nimero
de nativos americanos que no tienen contacto con el mun-
do exterior. EI mismo autor cita como ejemplo la tribu
Waorani de Ecuador, sobre la cual se estima que casi €l
5% de sus muertes son causadas por mordeduras de ser-
pientes, y que cerca del 80% de su poblacién ha sido
mordida al menos unavez en su vida. En otras partes de
Surameérica cerca del 0.5 % de la poblacién es mordida
por serpientes al afo, pero solo una fraccion pequefia de
estos accidentes son fatales. Lamayoriade estos acciden-
tes en Sur Américason causados por vipéridos (M attison,
1995), de los cuales segln Neves-Ferreira et al. (1997)
un 90% son causados por serpientes del género Bothrops,
reduciéndose |la tasa de mortalidad del 8% al 2.4% con
cuidado médico adecuado. Se toman, de una forma muy
categérica, como las mas venenosas a las serpientes
elapidas y vipéridas, y como las menos venenosas a las
“collbridas’. Sin embargo seguin Chiszar & Smith (2002)
no todoslos eldpidosy vipéridos son peligrosos paralos
humanos, y reportan que hay venenos de col Gbridos que
pueden causar sintomas serios e incluso fatales a anima-
les grandes como Homo sapiens; todo esto dentro de su
completa revision sobre envenamientos por collbridos
en Estados Unidos, dentro de lo cual destacan que mu-
chos de los accidentes ofidicos por colUbridos en este
pais estan aumentando por |a importacion de especies de
serpientes exéticas parafines comercial es o experimenta-
les, sobre las cuales se creia que su toxicidad era poca.
Asi, muchos de estos casos son sufridos por herpet6logos
y funcionarios de zool dgicos. Lo mismo fue encontrado
por Gutiérrez & Sasa (2002) en su revision sobre
envenamiento por col ibridosen Méxicoy Centro Améri-
ca, dentro de la cual Ilaman la atencién sobre la poca
informacién epidemiol dgica sobre accidentes ofidicos 'y
sobrelo poco que se sabe de lafarmacologiade los vene-
nos de colubridos de esta regién de América. Dicen que
mientras los envenamientos por vipéridos tienden a ser
sufridos por |os pies de personas que trabajan en el cam-
po, las de colUbridos lo son por las manos de quienes las
manipulan intencionalmente (herpetélogos y similares).
En el mismo estudio (Gutiérrez & Sasa, 2002) sesugiere
unaexplicacién de porque laincidencia de envenamientos
por parte de vipéridos es mayor, ain cuando hay muchas
mas especi es de colUbridos; estos Ultimos son cazadores
activosy por lo tanto muy moviles, por lo cual cuando se
ven amenazados por un humano tienden a huir. En cam-
bio los vipéridos son cazadores pasivos que esperan a su
presa (sit and wait predators), es decir son de poca movi-
lidad, por lo cual no van a estar tan prestos a huir ante la
amenaza de un animal. De todos modos, los datos de
Gutiérrez & Sasa (2002) confirman lamayor “peligrosi-

dad” de los venenos de vipéridos comparados con |os de
los*“colUbridos”. Delosreportesrevisados en este Gltimo
estudio paraMéxicoy Centro América, se desprende que
lamayoria de accidentes con “col Ubridos” no pasaron de
inflamacién, dolor y eritemalocales, y que en ninglin caso
Ilegaron a ser de naturaleza sistémica. Segun Gutiérrez
& Sasa (2002) el panoramaen Sur Américaseriamuy pa-
recido. En cambio los venenos de vipéridos y elapidos
producen sintomas mas graves que se extienden a nivel
sistémico.

1.2 Evoluciény clasificacion delas ser pientes: Segin
Mattison (1995) los fosiles més antiguos de serpientes
corresponden a los géneros Lapperontophis y
Simoliophis, habiendo sido el primer género unaserpien-
teterrestredelo que ahoraesel norte de Africay el segun-
do unaserpiente marinadel Cretécico [hace 100 millones
de afios (ma)] que se distribuia por el norte de Africay sur
de Europaen lo que entonces era un mar. Sin embargo no
se encontraron mas datos sobre estos dos géneros. Segin
Mattison (1995) hace 65 millones de afos, cuando se
extinguieron lamayoriade dinosaurios, |as serpientesya
se habian diversificado y extendido, pues durante este
periodo se han encontrado serpientes fésiles por todo el
mundo. El grupo més generalizado de serpientes actual es
son los scol ecofidios, compuesto por especies de habitos
fosoriales. Por esto, en los esquemas taxonémicos anti-
guos las serpientes eran relacionadas estrechamente con
otros reptiles escamosos fosoriales y sin extremidades,
los amphisbaenidos y los dibamidos (Lee & Scanlon,
2002).

Sin embargo, estudios méasrecientes (Townsend et al .,
2004) han demostrado que el grupo mas estrechamentere-
lacionado con las serpientes son las lagartos angui-
morphos varanoideos (L ee & Scanlon, 2002). Espor esto
gue en lafigura 1 se han utilizado estos lagartos, como
grupo externo paraenraizar lafilogeniade serpientes. Esta
no relacién estrecha entre serpientes y otros grupos de
reptiles escamosos sin extremidades, se ve reforzada por
el hecho de que las familias extintas Pachyophiidae
(Pachyophis, Pachyrhachis y Haasiophis), Madtsoiidae
(Wonambi: Scanlon & Lee, 2000) y Dinilysiidae (Dinilysia)
son formas presumiblemente no fosoriales (L ee& Scanlon,
2002), delo cual seconcluye queloshabitosfosorialesde
Scolecophidia fueron secundariamente adquiridos y no
representan una condicién ancestral para las serpientes
(Scanlon & L ee, 2000).

Teniendo en cuenta esto y que tanto las serpientes
extintasy losreptiles escamosos vivos mas emparentados
con las serpientes, tienden a ser animales relativamente
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grandes y con habitos predatorios activos, ya sea terres-
tres o0 acuéticos, es muy posible que las serpientes hayan
evolucionado de formas que vieron reducidas en sus ex-
tremidades durante la adquisicién de movimientos
natatorios tipo anguila o movimientos de deslizamiento
en vegetacion densa.

L as serpientes se originaron a principios del Cretacico
hace més de 135 millones de afios (ma; M attison, 1995).
Las caracteristicasy relaciones de las primeras serpientes
son algo enigméticas y controversiales, pues la mayoria
de fosiles son solo fragmentos. Como ejemplo de estas
controversias, y en contraposicion alos estudios revisa-
doshastaaqui y enloscualessebasalafigural, Tchernov
et al. (2000) proponen que Pachyophiidae es el grupo
hermano de Macrostomata, dentro de un estudio donde
describen a Haasiophis, un fésil del cretacico medio a
tardio. En esta controversiadel grupo Tchernov (articulo
publicado en Science) por unladoy el deLee & Scanlon
(Nature) por el otro, Greene & Cundall (2000) han toma-

do partido por el primero, defendiendo la posicion de
Pachyophiidae dentro de Alethinophida, diciendo quelas
semejanzas entre | agartos mosasauroi deos (A nguimorpha)
y serpientes son superficiales, y que el hecho de que
Pachyrhachisy Haasi ophistengan extremidades pélvicas
no los acerca a estos lagartos, pues dicen ellos que es
posible que estas extremidades no sean homoélogas a los
de otros tetrgpodos (asi tengan elementos 6seos simila-
res) y que sean una adquisicién nueva de estos géneros
fésiles. Vidal & Hedges (2002), en el marco de una muy
aclaratoriafilogenia molecular de serpientes, toman una
posicion neutral entre estas dos posiciones, |lamando la
atencién sobre el hecho de que ambos escenarios (origen
acuético o origenfosorial) sonigual mente plausibles desde
el punto devistadelasfilogeniasactuales. Todaestacon-
troversiano solotienequever conlaposicionfilogenética
de unosgruposfaosiles, si no en el fondo se tratade como
evolucionaron las serpientes a partir de otros lagartos.
Uno de los fésiles menos incompletos es el género
Wonambi (Matdsoiidae) descrito por Scanlon & Lee
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Figura 1. Filogenia de las serpientes a nivel de familias. Basada en las filogenias moleculares de Heise et al. (1995), Kelly et al.

(2003), Vidal & Hedges (2002) y Slowinski & Lawson (2002), complementadas con las filogenias pal eontol 6gicas de Scanlon &

Lee(2000) y Lee & Scanlon (2002). Pachyophiidae, Madtsoiidaey Dinilysiidae son afamilias extintas (*). El grupo de lagartos més

estrechamente relacionado con las serpientes es Anguimorpha (Townsend et al., 2004; Lee & Scanlon, 2002), y por lo tanto, se usa
como grupo externo para enraizar el arbol.
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(2000), el cual le permitié aeste grupo defender una posi-
cion filogenética basal no solo para esta familia extinta,
sino para Pachyophiidae y Dinilysiidae también. Segun
Scanlon & L ee (2000) |os matdsoiidos eran serpientes de
tamafio medio a gigante, que vivieron desde mediados
del Cretacico (hace unos 100 ma) hasta el Pleistoceno
(hace 1.7 ma). Otro estudio de este grupo (Caldwell &
Lee, 1997), donde se revisa el estatus filogenético del
fosil marino cretécico Pachyrhachis (Pachyophiidae), esta
en linea con la posicién de Scanlon & Lee, donde se la
asigna a Pachyophiidae |a posicion mas basal dentro de
las serpientes, seguido por Madstoiidaey Dinilysiidae, y
se defiende un origen acuatico paralas serpientes, y una
estrecha relacién de estas con lagartos anguimorfos
varanoideos como parientes vivos mas préximos y
mosasauroi deos como parientes fésiles mas cercanos. Esta
posicién eslaque aqui se harepresentado en lafigura 1.

Aungue son animales con un plan corporal muy con-
servado (cuerpos alargados sin extremidades visibles ex-
ternamente), las serpientes son grupo zoolégico muy
exitoso que hainvadido un rango muy amplio de ambien-
tes (Lee & Scanlon, 2002), ocupando habitats terrestres,
arboéreos, fosorialesy acuéticos, en todos | 0s continentes
exceptuando la antértica (Townsend et al., 2004). Esta
gran diversidad junto con un plan corporal conservado a
dificultado obtener clasificacionesy filogenias compren-
sivas y aceptadas por la mayoria de autores, basadas en
caracteres morfolégicos (Kelly et al., 2003). Ladistribu-
cién de las aproximadamente 3,000 especies de serpien-
tesvivas (Fry etal., 2003: Vidal, 2002; Vidal & Hedges,
2002) no es homogénea en las familias (M attison, 1995).
Por ejemplo solo lafamilia*“colubridae”, lamas diversa,
comprende dos tercios de las especies existentes (Pough
et al., 1999). Las serpientes actuales se dividen en dos
grandes grupos: Scolecophidiay Alethinophidia (Kelly
et al., 2003; Vidal, 2002; Vidal & Hedges, 2002). Como
ya se dijo, el grupo més basal de serpientes vivas es
Scolecophidia, el cual incluye miembros con caracteristi-
cas primitivas, de cuerpos pequefios y habitos fosoriales,
gue se alimentan principal mente artrépodos (Vidal, 2002;
Vidal & Hedges, 2002) de forma frecuente, mientras que
la mayoria de aletinofidios (referidos como “serpientes
tipicas”) no son fosorialesy se alimentan de presas gran-
desy de formainfrecuente, pues su tendencia evolutiva
mas importante es el aumento de su apertura bucal y la
independencia de sus mandibulas, lo cual |es permitein-
gerir presas més grandes que ellas mismas (Vidal, 2002;
Vidal & Hedges, 2002).

Dentro de este ultimo grupo (Alethinophidia) tradicio-
nalmente se ha tomado como su subgrupo mas basal a

Anilioidea[Uropeltidae, Aniliidae (Anilius), Cylindrophiidae
(Cylindrophis) y Anomochilus], grupo conformado por es-
pecies que en su mayoria son fosoriales (Caldwell & Lee,
1997; Vidal & Hedges, 2002). Sin embargo, estudios
moleculares recientes (Vidal & Hedges, 2002; Slowinski &
Lawson, 2002) han puesto de relieve que “Anilioidea’ es
polifilético, y que los géneros tradicionalmente incluidos
dentro de este grupo forman en realidad dos clados soporta-
dos no solo por datos moleculares si no también por su dis-
tribucion. Asi, sobre todo segin Vidal & Hedges (2002),
existe un grupo de “Anilioideos” Americanos formado por
Anilius, y sorpresivamente por Tropidophis y Trachyboa,
dos géneros que hacen parte de la familia (o subfamilia)
Tropidophidae sensu strictolacual en estudiossistematicos
morfol 6gicos ha sido posicionada entre Henophidia y
Caenophidia (Lee & Scanlon, 2002; Scanlon & L ee, 2000).
Segln Vidal & Hedges(2002) el otro grupo de“ Anilioideos”
serian los asiéticos conformados por Cylindrophiidae,
Uropeltidae y Anomochilidae (Anomochilus).

El otro grupo de alethinofidios es Macrostomata, Ul -
timo queasuvez estadividido en: Henophidia (Boidae,
Erycidae, Pythonidae, Loxecemidae, Xenopeltidae,
Bolyeriidae) y Caenophidia (Acrochordidae + Colubroi-
dea). La posicién de Loxecemidae, Xenopeltidae y
Bolyeriidae, entre otros, ha sido controversial. Géneros
como Ungaliophisy Exiliboa (que tradicionalmente han
sido clasificados dentro de Tropidophidae), de acuerdo
a los estudios moleculares seguidos aqui (Vidal &
Hedges, 2002; Slownski & L awson, 2002) pertenecen a
Erycidae, grupo este que dependiendo del tratamiento
dado alosdatos, resulta estar embebido en o ser lafami-
lia hermana de Boidae. Henophidia incluye entonces
todas | as serpientes gigantes, boas, anacondasy pitones.
Segln Mattison (1995) los boidos, que junto con los
piténidos son los grupos mas representativos de
Henophidia, ya estaban presentes después del Cretacico,
tiempo en el cual alcanzaron el pico de su especiaciony
formaban |a familia dominante de serpientes. Dos dife-
rencias importantes entre boidos y pitonidos es que los
primeros estan ubicados en el nuevo mundo y son
viviparos, mientras que |os segundos se encuentran en
Africa, Asiay Australiay se reproducen por medio de
huevos (M attison, 1995; Pough et al., 1999). En ambos
grupos existen especies con focetas termoreceptoras al -
rededor de sus mandibulas, las cuales les ayudan a de-
tectar presas de “sangre caliente” como mamiferos
(Mattison, 1995). Los henofidios son menos derivados
gueloscenofidios, puesentre otras cosas (como laforma
de capturar y neutralizar las presas), las boas (Boidae) y
pitones (Pythonidae) tienen vestigios de cintura pélvica,
lo cual se puede ver por la presencia de pequefias garras
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en el lugar de las extremidades posteriores. Estas garras
general mente son méas grandes en machos que en hem-
bras, y son utilizados por |os primeros para estimular a
las Ultimas durante el cortejo (Mattison, 1995).

Unadiferenciaecol 6gicapuestaderelievepor Vidal &
Hedges (2002) entre Henophidiay Caenophidia, eslafor-
ma como neutralizan sus presas. Los primeros realizan una
captura unimodal, con sus sistemas de alimentacién y lo-
comocion acoplados durante laneutralizacién delapresa.
En cambio los Cenofidios, también conocidos como “ser-
pientes avanzadas”, utilizan modos alternos de captura
complementados, en muchos casos, con inyeccion de sali-
vavenenosa(=venenos de serpientes), esdecir sus sistemas
de alimentaciony locomocién estan desacoplados durante
la neutralizacion de la presa. Dentro de Ceanophidia, €l
grupo mas grande entonces es Colubroidea, | as cual es com-
prenden el 80% (2,500) de especies de especies vivas
recocidas (Fry et al., 2003; Kelly et al., 2003) y constitu-
yen el Unico grupo de serpientes venenosas (Fry et al.,
2003; Fry, 2005; Vidal, 2002). Esreconocido que el grupo
guejunto aColubroideaformaCeanophidia, son los acué-
ticosAcrocordidos(Vidal, 2002). Segin K elly et al. (2003)
y Vidal (2002), aunque la composicién y distribucion de
las familias colubroideas ha sido controversial, en la ac-
tualidad se reconocen formalmente cuatro familias
colubroideas: Atractaspididae (3% de la diversidad de
colubroideos, 70 especies, familia conformada por espe-
cies venenosas y cavadoras de Africay el medio oriente;
M attison, 1995); Viperidae (el 10% de los colubroideos,
240 sps), Elapidae (12%, 270 sps) y “Colubridae” (75%,
1850 sps). La familia més diversa de serpientes entonces
son los “colUbridos”, los cuales se han adaptado a casi
todos los nichos ecol 6gicos posibles (Mattison, 1995). El
unico continente donde los Colbridos no son el grupo de
ofidiofadnico dominante es Australia. La diversificacion
delos“colUbridos” se hace patente en el Mioceno (22.5 a
5.5 ma; Mattison, 1995; Pough et al., 1999), lo cual coin-
cide con la desaparicion de los linajes de serpientes mas
antiguosy ladisminucién de Boidos, |os cual es probabl e-
mente fueron entonces reemplazados por los primeros
(Mattison, 1995). También durante el Mioceno se han en-
contrado representantes fésiles de otras dos familias de
colubroideos: Viperidae y Elapidae. En conclusion y se-
gunel registrofosil, lagran diversidad Colubroidea se hace
patente en el Mioceno (Mattison, 1995), lo cual, estaria
relacionado con el surgimiento en este grupo de la habili-
dad de matar por medio de venenos (Pough et al., 1999).
Sin embargo segin Fry (2005) & Vidal (2002), el surgi-
miento de los sistemas venenosos y la radiacion Colu-
broidea, habrian empezado antes hace 60 0 80 millonesde
anos (Cretéacico-Paleoceno). Los* colUbridos” se caracteri-

zan por tener cuerpos relativamente alargados, escamas
grandes en sus cabezas y grandes 0jos. Algunos son
viviparos y otros oviparos. Algunos “colubridos” son ve-
Nenosos pero sus métodos para desplegar el veneno no son
tan complejos como los de los vipéridos (estas diferencias
serén repasadas en el aparte de Evolucién de Veneno de
Serpientes). Pocas especies de colUbridos son peligrosas
parael hombre, y solo el 30 al 40% de ellos posee glandula
de Duvernoy, localizada en la regién maxilo-temporal y
especializadaen laproduccion de veneno (K ardong, 2002).

Sin embargo, de todas estas caracteristicas comunes y
teniendo en cuenta su descomunal diversidad comparada
con otrasfamilias de serpientes, M attison et al. (1995) dijo
que las investigaciones futuras seguramente dividiran a
“Colubridae” en familias mas pequefias. Y esto esta resul-
tando ser cierto. En las filogenias de Caenophidia cons-
truidas por Kelly et al. (2003) con base a 4 genes
mitocondriales (Cytb, ND4, 12sy 16s rRNA), no se pudo
recuperar un “Colubridae” monofilético (por eso se pone
entre comillas) de acuerdo ala concepcién tradicional de
esta familia. Aunque a grandes rasgos, se recuperaron las
principales familias de cenofidios, |o cual se ve reflejado
enlafigural, subfamilias como Pareatinae, Homal opsinae,
Psammophiinae, Xenodermatinae, Pseudoxyrophiinae,
Lamprophiinae (Boodontinae) quedaron en este estudio
(Kelly et al. 2003) fuera de lo que seria este “nuevo
colubridae”. De estas subfamilias, lastres primeras se recu-
peraron como grupos externosde “ Colubridae” + Elapidae.
Natricinae, otrafamiliatradicional mente colUbrida, quedo
dentro de este “Colubridae” redefinido pero de forma
difilética. De los hallazgos de este estudio (Kelly et al.,
2003) conrespecto a“ Colubridae”, el mas sorprendente es
que la subfamilia tradicionalmente coldbrida Xenoder-
matinae (=Xenoderminae) no solo quedé fuera de “Colu-
bridae”, sino que se recupero como grupo hermano de
Acrochordus (Acrochordidae) en unaubicacién basal den-
tro de Caenophidia (fuera de Colubroidea), quedando en-
tonces este Ultimo grupo definido asi: Caenophidia =
(Acrochordidae + Xenodermatinae, Colubroidea).

Otrafamilia de colubroideos, |0s el dpidos, incluyen las
cobras, serpientes marinas, serpientescoral y variasespecies
Australianas que han evolucionado ocupando los nichos
disponiblespor larelativaescasez de colbridosy vipéridos
en este pais-continente. Por o tanto |os el dpidos son laprin-
cipal familiade serpientes en Australia. Segin Pough et al.
(1999) | os el apidos son predadores que buscan activamente
su presa (adiferenciadelosvipéridos, ver masadelante). En
el estudio molecular filogenético de Caenophidiade Kelly
et al. (2003) se recuper6 un Elapidae aceptablemente tradi-
cional (esdecir notan*“podado” como “ Colubridae”) dentro
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delo cual hay que destacar que se confirmael hecho de que
Hydrophiinae es una subfamilia dentro de Elapidae. Los
hidrofinos son serpientes marinas generalmente muy vene-
nosas e incluyen a géneros como Hydrophis, Pelamis,
Enhydrina, Lapemis. Dentro de los hidréfinos también se
encuentran los elapidos terrestres de Australia, Papua y
Melanesia (Vidal, 2002). El otro grupo de elépidos son los
elapinos, que incluyen especies terrestres de Africa, Asiay
América(Vidal, 2002). Con respecto a Elapidae, einterpre-
tando el dltimo éarbol filogenético (Consenso Bayesiano)
del estudio de molecular de Kelly et al. (2003) se podria
Ilegar aconcluir quedentro del Elapidae queellosrecupera-
ron, quedarian incluidas las familias tradicionalmente
colUbridas como Pseudoxyrophiinae y Lamprophinae
(Boodontinae). A diferenciade“Colubridae”, Vidal (2002)
dice que Elapidae es un agrupamiento monofilético bien
soportado por estudios morfol 6gicosy moleculares. El Ulti-
mo hallazgo de importanciade Kelly et al. (2003) con res-
pecto a los elépidos, es que se recuperé como su grupo
hermano alos atractaspididos (Atractaspis y Aparallactus).

L osvipéridos son tradicional mente consi derados como
lafamilia de serpientes més“avanzada” (Mattison, 1995),
pero de acuerdo a las filogenias recientes revisadas aqui
(Kelly etal., 2003; Slowinski & Lawson, 2002; Vidal &
Hedges, 2002), aparecen siempre como lafamiliamas basal
dentro de Colubroidea. Parecen a haber evolucionado
después de que Australia se separara del resto de
Gondwana, por lo cual no se encuentran en este continen-
te. En el resto del mundo tienen una distribucién més
amplia, incluyendo la serpiente que viveamas altura (Hi-
malayas). Los colmillos de los vipéridos estan articula-
dos, de modo que pueden ser retraidos cuando no estan en
uso (solenoglifos, definido mas adelante). Segiin Pough et
al. (1999) los vipéridos son predadores que esperan y
emboscan a su presa (sit and wait predators). Un grupo de
vipéridos de Américay partes de Asia ha desarrollado un
par de focetas (pits) termoreceptoras entre los ojos y las
narinas por lo cual son conocidos como “pit vipers”. Es-
tas focetas son estructuralmente diferentes a las de los
Boidos por lo cual se concluye que han evolucionado
independientemente (M attison, 1995). Otro grupo de
vipéridos Americanos son facilmente reconocibles por el
cascabel en sus colas (serpientes cascabel). Dentro de la
filogeniamolecular de CaenophidiadeKelly et al. (2003)
y en linea con lo que se reconoce formalmente (Vidal,
2002) serecuperaron cuatro subamilias vipéridas, unade
ellas polifilética (entre comillas): Crotalinae (Crotalus,
Agkistrodon), Azemiophinae, “Viperinae” y Causinae
(Causus). Sin embargo este ultimo género puede ser con-
siderado como un viperino (segun NCBI), caso en el cual
lafilogeniadeKelly et al. (2003) estariareconociendotres

subfamilias monofiléticas (Crotalinae, Azemiophinae y
Viperinae) dentro de un Viperidae monofil ético también.

Para concluir los comentarios sobre la sistematica de
serpientes, se debe aclarar que aunque la filogenia aqui
mostradasigue | os estudios revisados, particularmente | os
moleculares (Heiseet al., 1995; Kelly et al., 2003; Vidal
& Hedges, 2002; Slowinski & Lawson, 2002), por sim-
pleza, tradicionalidad y convenienciay como ya se ha
venido discutiendo, seincluyeron en lafigural familias
gue formalmente son reconocidas, pero que en algunos
estos estudios fueron detectadas preliminarmente como
poli- y/o parafiléticas. Este es el caso por gjemplo de
Boidae y sobre todo de “Colubridae” [Fry & Wister
(2004) reconocen que siguen usando este término por
conveniencia], familiaque hasido recientey ampliamen-
tereconocidacomo paralifilética, no solo por lasfilogenias
moleculares revisadas aqui (Kelly et al., 2003) sino por
las revisiones de evolucion de venenos de serpientes de
Fry etal. (2003), Kardong (2002) & Vidal (2002). Espor
€s0 que aqui siempre se ha puesto esta familia dentro de
comillas. Con base en los estudios molecul ares revisados
(Kelly et al., 2003; Vidal & Hedges, 2002; Slowinski &
Lawson, 2002), se podria decir que en el futuro cercano
se reconoceran formalmente dos grupos monofiléticos
principales dentro de Colubroidea: Viperidaey Colubri-
dae-Elapidae (incluyendo Atractaspididae).

1.3 Evolucién del veneno de ser pientes: Aunqueya
no son utilizados como caracteres fil ogenéticos formales
(Lee& Scanlon, 2002; Vidal, 2002), puesrepresentan cla-
sificaciones descriptivas alas cualesdiferenteslinajes han
Ilegado por evolucién convergente (Pough et al., 1999), a
la hora de hablar de evolucion de ofidios y sus venenos,
es importante repasar las categorias en que se clasifican
las serpientes segun las caracteristicas de su denticion
maxilar (basado en Lee & Scanlon, 2002; Pough et al., 1999,
Vidal, 2002):

Aglifas: Ausencia de dientes maxilares con surcos.
Algunos “colubridos” presentan esta condicién
(Vidal,2002).

Opistoglifas (opisto = atras, glifo = hueco): Serpien-
tes que tienen uno o mas dientes alargados (colmi-
Ilos) en laparte de atras de lamaxilacon dientes mas
pequefios en el frente. Estos colmillos pueden tener
un surco que ayude a conducir €l veneno alaherida
delavictima. Algunos“colUbridos” tienen este tipo
deconfiguracion (Fry & Wister, 2004).

Proteroglifas(proto = primero): Incluyen el dpidoscomo
cobras, mambas, serpientes coral y serpientes
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marinas. De hecho Vidal (2002) dice que todos los
elapidos presentan proteroglifia, lacual secaracteriza
por colmillos huecos permanentemente erectosy rela-
tivamente pequefios ubicadosen el frentedelamaxila
y seguidos de dientes méas pequefios.

Solenoglifas (solen = tuberia): A estetipo pertenecen
los vipéridos. En estas serpientes los colmillos hue-
cos son los Unicos dientes de la maxilay rotan de
modo que pueden ser “guardados’ en el techo de la
boca cuando no estén en uso. Esto les permite tener
colmillos largos que inyectan el veneno profunda-
mente en la victima. Por poseer este tipo de aparato
venenoso, que se considera el mas complejo, es que
antes|os vipéridos eran referidos como lafamiliade
serpientes “mas avanzada” (Vidal, 2002), sin embar-
go, y como yasedijo, losvipéridos se ubican actual -
mente en la base del &rbol colubroideo. El género
Atractaspis (Atractaspididae) también tienen un apa-
rato solenoglifo, pero no es homélogo al de los
vipéridos(Vidal, 2002).

Estas ultimas observaciones, junto con las “ sorpresas’
y relaciones filogenéticas no resueltas entre col ubroi deos,
son usadas por Vidal (2002) para atacar la antigua vision
de quelas serpientes venenosas estaban evol ucionando de
formalineal desistemasaglifo-opistoglifos*collbridos’ a
la solenoglifia vipérida; pues las diferentes configuracio-
nes de la dentadura maxilar han aparecido y desaparecido
varias veces de forma independiente en grupos de
colubroideos con posiciones mas o0 menos derivadas en el
arbol de este grupo. De todo lo repasado hasta ahora se
concluye entonces de que laevolucién delos colubroideos
y sus sistemas de veneno es algo mucho mas complejo que
unasecuencialinear donde se aumentaprogresivamente la
complejidad y letalidad de estos sistemas. Como ejemplo
de esto, hay quetener en cuenta que la solenofligia, confi-
guracion de ladentadura maxilar que tradicionalmente ha
sido vistacomo lamas sofisticada, estipicadelosvipéridos,
los cual es han resultado estar ubicados en la posicion mas
basal de arbol filogenético colubroideo, gracias alos mas
recientes estudios moleculares (Heiseet al., 1995; Kelly et
al., 2003; Vidal & Hedges, 2002; Slowinski & Lawson,
2002).

Kardong (1996) Ilama la atencidn sobre la ligereza
con que se escribe sobre venenos de serpientesy su evo-
lucién. Hace un llamado a diferenciar entre roles biol 6gi-
cos (observables en la naturaleza) y propiedades
(observables en el laboratorio) de las secreciones parano
Ilegar a denotar una sustancia erréneamente como vene-
no, solo por sus efectos clinicos. Por ejemplo, si seinyec-

tasalivahumanaaunapersona, estasufriralocalmente de
edema, dolor, eritemay alteraciones funcionales, signos
clinicos tipicos de un envenenamiento, pero sera que por
esto se puede decir que Homo sapiens es una especie ve-
nenosa (Kardong, 1996, 2002)? Dentro de estas criticas,
Ilama la atencion sobre la adopcién de significados mas
estrictos. Paravenenoscita: “ Es unasustanciatoxicapro-
ducida por unaplanta o animal en un altamente especia-
lizado 6rgano o grupo de células, y lacual es desplegada
durante el acto de morder o picar” (Russell, 1980 citado
por Kardong, 1996). En este sentido dice que hay varios
grupos animal es que independientemente han evolucio-
nado sistemas venenosos, con una variada gama de roles
adaptativos como lainmovilizacion, paralizacion, muer-
teoliquificacién delapresao adversario; usando estruc-
turas ponzofiosas, dientes o0 espinas, y desplegando estos
venenos por medio de comportamientos pasivos (como
esperar aque la presa o adversario pase sobre espinas ve-
nenosas esparcidas) o activas (morder o picar alapresao
adversario). Es importante clarificar estos conceptos an-
tes de hablar de evolucion de venenos en serpientes.

El Gnico grupo de serpientes venenosas son entonces
los colubroideos, al principio de cuya radiacion en el pe-
riodo Cretécico hace 60 a 100 ma, evolucionaron las glan-
dulas productoras de veneno (Fry et al., 2003; Fry 2005;
Fry & Wister, 2004; Vidal, 2002); por lo cual laanterior-
mente llamada “ glandula de Duvernoy” de los colGbridos
[nombrada asi en honor del Anatomista Francés que hizo
su primera descripcién en 1832 (Chiszar & Smith, 2002)]
es homodloga a las glandulas de veneno del resto de
colubroideos. Laevolucién de venenos que pudieran ayu-
dar amatar y digerir presassinforcejear (Pérez & Sanchez,
1999), pudo haber sido una caracteristica clave que les
permitio aloscolubroideosliberarse delaslimitantes morfo-
funcionales de matar por medio de constriccién [Pough et
al. (1999): musculos estranguladores que limitan la velo-
cidad delocomocién] y poder asi diversificarsey especia-
lizarse para la répida locomocién en los habitats abiertos
tipicosdel Mioceno (22 ma; Pough et al., 1999), épocaen
la cual la diversidad de colubroideos se hace patente
(Mattison, 1995). Kardong (1996) no estade acuerdo con
lahomologiaentrelaglandulade Duvernoy de col Gbridos
por un lado, y vipéridos y elapidos por otro, pues la de
estos dos Ultimos dos grupos, son accionadas por muscul os
estriados especializados de las maxilas derivados de
aductores mandibulares, tienen reservorio grande con ve-
neno listo paraser usado, y tienen conductos conectados a
colmillos huecos (proteroglifiay solenoglifia) que inyec-
tan los venenos profundamente en la victima (Kardong,
2002). Kardong (1996, 2002) dice que €l rol biol 6gico del
veneno de los colubridos es controlar ala presay el del



DUQUE OSORIO, JF., A. SANCHEZ, L. FIERRO, S GARZON & R.S.CASTANO: VENENOSDE SERPIENTESY MOLECULASANTIVENENO 117

veneno de eldpidosy vipéridos es matar rapidamente. Las
criticasde Kardong (1996) no paran alli. Dice que es muy
comun pensar que los venenos de serpientes evoluciona-
ron como adaptaci ones predatorias, que empezaron siendo
poco venenosas para llegar a ser muy venenosas en al gu-
nas especies. Criticaestaposturadentro de su llamado aser
estrictos ala hora de hablar de venenos de serpientes, y a
diferenciar, no solo entrerolesy propiedades de secreciones,
sino también entre diferentes roles biol6gicos; y dice que
los sistemas venenosos en colubridos tienen diferente rol
que el del resto de colubroideos, paracon todo esto criticar
laposturade lamayoriade autores. Sin embargo, teniendo
en cuenta que es muy posible que | os venenos de serpien-
tes sean secreciones digestivas modificadas (posiblemente
pancreaticas: Fry, 2005; Vidal, 2002), y los demas datos
repasados hasta ahora (como el hecho de que entre las ser-
pientes actual es las mayores tendencias evol utivas tienen
gue ver con alimentacion) es mas parsimonioso pensar 1o
gue hase ha sostenido aqui, y es quelos sistemas de vene-
no de serpientes son una sinapomorfia (caracter derivado
compartido) de los cenofidios, mas exactamente de |os
colubroideos, que se derivé de caracteristicas pre-existen-
tes del sistemadigestivo y que ha alcanzado compaosicién
quimicay grados de morbilidad, toxicidad, mortalidad y
métodos de entrega al adversario variables entre los dife-
rentes miembros de este grupo de serpientes. Entonces es
estalaposturamas aceptada (Pough etal., 1999; Fry, 2005;
Fry & Wiister, 2004; Vidal, 2002), es decir la homologia
de los sistemas venenosos en la base de radiacion
Colubroidea. En una publicacién posterior, Kardong
(2002) sigue defendiendo la saludable necesidad de rigu-
rosidad en | os conceptos ala hora de hablar de evolucién
de venenos de serpientes, pero reconoce lahomologia(sin
olvidar las diferencias repasadas) entre la glandula de
Duvernoy delos “collbridos” y la glandulade veneno de
las serpientes “verdaderamente venenosas’: Elapidae y
Viperidae. Entonces, adiferenciade estas Ultimasfamilias,
y resumiendo a Kardong (2002) los argumentos para no
calificar alos colUbridos como serpientes verdaderamente
Venenosas es que su aparato Venenoso no estatan especia-
lizado parainyectar el veneno rapiday profundamente, sus
venenos carecen de algunas propiedades enziméticas de
los verdaderos venenos, lamayoriade secreciones de glan-
dula de Duvernoy no tienen Fosfolipasas A, (PLA,) y ade-
mas no tienen el rol bioldgico de matar rapidamente al
adversario. Sin embargo el mismo Kardong (2002) nom-
bra excepciones a esto, pues los géneros colUbridos
Dispholidus, Rhabdophis, Philodryasy Thelotornis quie-
nes poseen glandula de Duvernoy, producen venenos que
matan répidamente alapresa, y queincluso han producido
muertes humanas cuando serpientes de estos géneros muer-
den para defenderse. En este articulo entonces, Kardong

(2002) hace un excelente repaso sobrelaevoluciony fun-
ciones de los venenos de serpientes, y muestra una posi-
cién més en linea con el resto de autores repasados aqui.

El resultado practico de todo esto es que los
colubroideos no col tbridos han sido mas estudiados que
estos ultimos (Fry et al., 2003), lo cual podria ser
médicamente aceptable por la mayor venenosidad de
eldpidos y vipéridos. Sin embargo, como tacitamente lo
advierten (Fryetal., 2003), dado que “ Colubridae” esun
agrupamiento artificial, contiene especies que tradicio-
nalmente no han sido estudiadas por ser tomados como
colubridos poco peligrosos, pero que en larealidad pue-
den ser especies que tengan unarelacion filogenéticamas
estrecha con especies vipéridas y elapidas “verdaderay
peligrosamente venenosas”, que con otros “col bridos”.
Asi se puede estar dejando de estudiar especies con toxi-
nas interesantes, solo por el hecho de estar errbneamente
clasificadas como “ colUbridas”. Lo anterior desde un pun-
to de vistamédico, porque de cual quier forma, este sesgo
investigativo es inaceptable desde el punto de vista es-
trictamente biol 6gico, maxime cuando |os “colubridos”
forman la gran mayoria de colubroideosy sus relaciones
filogenéticas molecularesy sus“venenos” han sido poco
estudiados (Fry et al., 20003; Fry & Wister, 2004,
Gutiérrez & Sasa, 2002; Vidal, 2002).

En todas estas discusiones sobre la evolucién de los
sistemas de veneno en las serpientes, |0s mismos venenos
no son tenidos en cuenta muchas veces (Fry & Wuster,
2004). Segun los mismos autores, lastoxinas encontradas
en venenos de serpientes se derivan de proteinas que son
reclutadas al arsenal quimico de la serpiente, y aunque
sufren modificaciones, conservan su motivo molecular
original. Esto permite estudiar filogenéticamente [os com-
ponentes de un veneno y contrastar estos datos con la
filogeniade la especie, paraasi |legar a conclusiones so-
bre la evolucién del veneno. El trabajo de estos autores
(Fry & Waster, 2004) muestraquevariasfamiliasdetoxi-
nas fueron reclutadas por 10s sistemas venenosos de ser-
pientes antesdeladiversificacion delos existenteslinajes
de serpientes colubroideas. Esto se confirmo para cinco de
las ocho familias de toxinas analizadas (inhibidores
de proteasas tipo Kunitz, toxinas CRISP, GBL y NGF,
Peptidasas M12B). Sin embargo Fry (2005) dice que
CRISP (presentes en varios grupos animales incluidos
venenos al ergénicos deinsectosy mol éculas antifangicas
en plantas) y Kallikreina (familia presente en secreciones
de varios tejidos, incluidala saliva humana) pueden ser
proteinas que ya estaban presentes en lostejidos salivares
quedieron origen alaglandulade veneno, dado que estas
proteinas también estan presentes en |os sistemas vene-
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nosos (no homdlogos a los de las serpientes) de lagartos
helodermatidos y que el Ultimo ancestro comun de estos
dos grupos eraun lagarto varanoideo basal sin caracteris-
ticas venenosas. Por lo cual en estos dos casos (CRISPy
Kallikreina) no se podria hablar de reclutamiento (Fry,
2005).

Enel caso delas PLA sesclaro quehubo al menosdos
eventos de reclutamiento, lo que resulté en que los
elapidos posean PLA ,s delaclase | de tipo pancreatico (|
PLA,s) mientras que los vipéridos secreten |1 PLA s que
son de tipo sinovial (la clasificacion de las PLA s sera
ampliamente revisada mas adel ante), todo | o cual confir-
ma que estas toxinas evolucionaron independiente y
homopl asicamente (convergentemente) en estas dos fa-
milias de serpientes colubroideas (Fry & Wister, 2004).
Proteinas tipo | ectina fueron reclutadas al menos dos ve-
ces también: las GBL en la base del arbol colubroideo y
laslectinastipo C después por losvipéridos, 1o que resul -
t6 en que estafamiliatenga ambas toxinas de tipo lectina.
Un caso parecido fue hallado paralastoxinas natriuréticas,
en las cuales un tipo (ANP/BNP) fue reclutado al princi-
pio delaradiacion colubroidea, mientrasqueel otro: CNP
[también presente en el veneno del ornitorrinco (Mamma-
lia: Platypus)] lo fue exclusivamente después por los
vipéridos. La toxina CNP de los vipéridos es altamente
conservada, tanto que la secuencia de esta toxina extrai-
da de las glandulas venenosas del vipérido Bothrops
jararacaresulté ser virtualmenteidénticaaun transcrito
cerebral de la misma especie. Otra familia de toxinas
reclutada por los vipéridos después de su divergencia de
los demés linajes colubroideos son las toxinas de tres de-
dos (3FTxs). Estos datos segun Fry & W ister (2004) de-
muestran que el Ultimo ancestro comin delos col ubroideos
ya poseia un complejo veneno compuesto por al menos
cinco de las familias de toxinas hoy compartidas por
elapidos y vipéridos. Después de esto, cada linaje de
colubroideos empez6 independientemente areclutar otras
familias de proteinas. Como ejemplos adicional es de esto,
las sarafotoxinas son exclusivas de atractaspididos. Ex-
clusivos de el apidos son la acetilcolinesterasa, factor ve-
nenoso de cobras, factor Xa, toxinas activadoras de
protrombina, factor V, péptido tipo prokinecitina, wapinas,
y toxinas con dominio SPRY. Ademas de las familias
reclutadas exclusivamente por vipéridos ya nombradas,
los venenos de esta familia también son los Unicos en
contener: péptidos miotdxicos, peptidasas S1, toxinas tipo
factor de crecimiento vascular y waglerinas.

Segun los mismos autores (Fry & Wister, 2004), la
falta de toxinas de colubridos bien caracterizadas
(Gutiérrez & Sasa, 2002), le quitafuerza probatoriaasu

hipotesis sobre e evolucién del veneno de serpientes.
Sin embargo, dado la cercania (y casi imposible delimita-
cion de acuerdo a las filogenias moleculares revisadas)
entre “Colubridae” y Elapidae, es muy posible que las
toxinas que hasta ahora se creen exclusivas de la Gltima
familia, también estén presentes en la primera (“ Colu-
bridae”). En un estudio posterior del mismo grupo (Fry,
2005) se amplian estos resultados utilizando el mismo
enfoque (contraste de filogenias de las serpientes
colubroideas vs. filogenias de familias sel ectas de toxi-
nas). Dado que se ha postulado el origen evolutivo
pancreatico de |las secreciones venenosas de |as serpien-
tes, se creiaque el andlisis de sustoxinasibaarevelar un
origen parecido de las mismas. Sin embargo el estudio de
Fry (2005) revel 6 que este no es el caso, pues se encontré
que | os sistemas venenosos de | as serpientes han reclutado
proteinas de diversostejidos, sin ningln patrén aparente,
excepto en que todas las proteinas reclutadas eran
secretorias. Ademas se encontré que aquellas que tuvie-
ran extensivo enlazamiento cruzado de cisteinashan sido
mas reclutadas, y ademds son las que mas se han
diversificado en familias multigénicasdetoxinas, lo cual
se podria explicar por la estabilidad molecular que brin-
da este tipo de estructura, permitiendo esto “la experi-
mentacion evolutiva’ en ciertos residuos, sin perder la
estabilidad estructural global y conformacional 3D de la
proteina; esto no seria posible por ejemplo en proteinas
globulares sin enlaces covalentes, en las cuales el cambio
de un solo residuo puede destabilizar completamente la
estructura 3D, inutilizandola. Este sesgo hacia proteinas
con enlaces cisteina, en el reclutamiento de toxinas de
serpientes, también ha sido observado en |os venenos de
otros grupos animales (Fry, 2005).

De los estudios de este grupo (Fry & Wister, 2004;
Fry, 2005) y delosde otro grupo (Deshimaru et al., 1996;
Ohnoetal., 2003), se concluye entonces que los venenos
de serpientes evolucionaron por duplicacion de genesy
reclutamiento de éstos como toxinas, con la subsiguiente
diversificacion y atipica evolucidn exénica acelerada de
las“proteinas hijas” en los diferenteslinajes, conservan-
do estas su estructura tridimensional, gracias enlaces
cisteinicos, y adquiriendo funciones diferentes por me-
dio del reemplazo de residuos puntuales, como serd am-
pliado mas adelante para el caso de las PLA s. Estos
estudios (Fry, 2005; Fry & Wister, 2004) concluyenin-
vitando a hacer mésinvestigacidn en este campo [particu-
larmente y como ya se dijo, en los “colubridos”, cuyos
venenos no han sido tan investigados por no ser tan leta-
les como los de elapidos y vipéridos (Gutiérrez & Sasa,
2002)] pues con respecto a venenos de serpientes faltan
muchas preguntas de tipo evolutivo en ser respondidas.
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Uno de los componentes mas importantes de | os ve-
nenos de serpientes son las PLAs. Laevolucion de estas
mol éculas fue revisada por Ohno et al. (2003), quienes
dicen, como es comun en otros grupos de proteinas, que
las PLA, se originaron por duplicacion de genes a partir
de un gen ancestral. Cada gen “hijo”, liberado de la se-
leccion conservadora sobre |a funcién ancestral, fue ad-
quiriendo nuevas funciones. Estos grupos (Deshimaru
et al., 1996; Ohnoet al., 2003) dicen que apartir andli-
sis genéticos queda claro que las PLA s han evoluciona-
do de una manera acelerada, adquiriendo sus diferentes
isof ormas efectos diferentes (miotdxicos, neurotoxicos,
edematogénicos, etc., siendo |dgicamente el efecto
miotoxico el principal y mas comun de las PLA s vene-
nosas de serpientes) por medio del reemplazo evolutivo
de ciertos aminoacidosy con la conservacion de lamis-
ma estructura 3D. Esto podria estar relacionado, al me-
nos en parte, con unaobservacion curiosa. Enlamayoria
de genes, los intrones son mas variables que los exones
(parte que contiene lainformacion de la proteina), pero
Ohno et al. (2003) encontraron que paralas PLA s suce-
de lo contrario, lo cual no puede ser explicada por la
extendida teoria neutral de la evolucién molecular de
Kimura (Kimura, 1983 citado por Ohno et al., 2003),
pues entre otras cosas, latasa de sustituci6n no-sinénima
en las regiones codificantes de proteina (exones) son
iguales o mayoresalas sindnimas (neutras). Ademas, esta
evolucion acelerada de las PLA s se confirmo con anali-
sis moleculares comparativos que demostraron que los
exones estan evolucionando masrapido que losintrones,
y que estos Ultimos estan evolucionando atasas simila-
res a genes comunes. Estos andlisis comprativos inclu-
yeronaPLA s de mamiferos (y por lo tanto no venenosas)
las cuales no mostraron sefias de estar sufriendo evolu-
cién acelerada. Estaevolucion aceleradano seriaexclu-
siva de las PLA s ofidicas, pues otros componentes del
veneno de serpientes muestran esta tendencia también,
como por ejemplo laslectinastipo C (Ohnoet al., 2003)
y serin-proteasas (Deshimaru et al., 1996) devipéridos.
Este grupo concluye entonces que el mecanismo como
se ha producido la diversidad de PLA s venenosas de
serpientes (y de otros componentes de estos venenos) es
por medio de seleccion natural de mutaciones puntua-
les, y no por conversion génica (Deshimaru et al., 1996;
Ohno et al., 2003).

1.4. Componentes de los venenos de serpientes: Los
venenos de serpientes son secreciones de natural eza sero-
mucosa que de forma muy general y atendiendo criterios
farmaco-cinéticos, se pueden clasificar en toxinas o
enzimas (Chippaux & Goyffon, 1998; Pérez & Sanchez,
1999), haciendo la salvedad y como expondra mas ade-

lante, que hay componentes de venenos que muestran
ambos tipos de actividad:

Toxinas: Son proteinas de peso molecular variable,
generalmente menos de 30kDa, quetienen como blancos,
areceptores especificos de membranas celulares. Su espe-
cificidad puede ser neurol6gica, cardiovascular, muscu-
lar o no diferenciada de acuerdo ala distribucién de sus
receptores diana. Su efecto farmacol égico es proporcio-
nal ala cantidad de toxinaintroducida, es decir son de-
pendientes de ladosis. L os venenos de el apidos son ricos
en toxinas (Chippaux & Goyffon, 1998).

Enzimas: Son abundantes en vipéridos, también son
proteinas pero sus pesos moleculares son generalmente
mayores a los de las toxinas. Sus propiedades catélicas
(lo cual las diferencia de las toxinas) tienen dos efectos
principales. Primero, su producto de degradacion, asi sea
toxico, notiene, en principio, propiedadesinmunogénicas
para el organismo envenenado. Segundo, sus efectos
farmacol 6gi cos dependen mas del tiempo que de ladosis
(Chippaux & Goyffon, 1998).

En unaclasificacion menos general y siguiendo alos
mismos autores (Chippaux & Goyffon, 1998) |as sustan-
cias presentes en |os venenos de serpientes se pueden di-
vidir en:

Neuro- y/o Mio-Toxinas. Las mas importantes son
las neurotoxinas pre-sinapticas con actividad
fosfolipésicay las neuro-toxinas post-sinapticas pa-
recidasal curaré.

Toxinas que se acoplan de receptores membranal es
induciendo citolisis.

Hemorraginas (SVMPs): Causan dafio aendotelios
vasculares.

Factor esqueinfluyen lacoagulacién sanguinea: Son
nUmerosos pero lamayoriason enzimas que convier-
ten el fibrindgeno en fibrino-péptidos.

Enzimas: Tienenestructuray actividad variadas pero
generalmente muestran menos toxicidad que las
neuro-toxinas.

Por ser los componentes més importantes de los vene-
nos de serpientes, y por ser losinhibidos por |as proteinas
antiveneno de serpientes de mamiferos (Neves-Ferreira
et al., 2002) a ser ampliadas aqui mas adelante, se proce-
de aampliar las Miotoxinasy Hemorraginas.

1.4.1. Hemorraginas (SVM Ps): Las proteasas en ge-
neral se clasifican en serin-proteasas, cistein-proteasas,
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aspartato-proteasas y metalo-proteasas (Gutiérrez &
Rucavado, 2000; M atsui et al., 2000; Pérez & Sanchez,
1999). Las metaloproteasas se dividen a su vez en las
familias: astacinas, serralisinasy matrixinas. Las SVMPs
se clasifican entonces en lafamiliaastacinas, subfamilia
reprolisinas o adamalisinas (Neves-Ferreiraetal., 2000;
Perales & Domont, 2002). Esta subfamilia también in-
cluye a las proteinas ADAM también conocidas como
MDC, las cuales generalmente son proteinas integral es
membranales multidominio que muestran alrededor de
un 25% de indentidad secuencial con las SYMPy parti-
cipan en procesos como la fertilizacién y neurogénesis
(Jiaet al., 1996; Neves-Ferreira et al., 2002; Perales
& Domont, 2002). Las reprolisinas (SVMPs 'y ADAMs)
comparten con metal oproteasas matricial es unatopol o-
giageneral conservada, un motivo consenso para el en-
lazamiento de zinc y una metioninina estrictamente
conservada cerca de los sitios activos. Por todo esto las
reprolisinas son clasificadas también como metzincinas
(Neves-Ferreiraet al., 2002; Matsui et al., 2000). De-
pendiendo delaestructurade su dominio (proteasa, tipo
desintegrina, rico en cisteinay/o tipo lectina) las SVMPs
se clasifican en tipo Pl a PIV (Gutiérrez & Rucavado,
2000; Jia et al., 1996; Neves-Ferreira et al., 2000;
Neves-Ferreiraet al., 2002). Las Pl presentan solamen-
te el dominio proteasa. Las PII tienen un dominio tipo
desintegrina en ubicacion carboxi-terminal con respec-
to al dominio proteasa. Las PIlI tienen, después de los
dos anteriores, un dominio rico en cisteinas. Las PIV,
adicional mente alos dominios anteriores, tienen un do-
minio tipo lectina en posicion carboxiterminal (Neves-
Ferreiraet al., 2002; Perales & Domont, 2002).

Entonces las SVMP son zinc-metal oproteasas, que
constituyen importantes componentes del veneno de la
mayoriadevipéridos (Bjarnason & Fox, 1994; Kamiguti
et al., 1998), y que actuando con alta especificidad por su
sustrato (tejido conectivo, componentes de membranas
basalesy matrices extracel ulares que rodean a vasos san-
guineos pequefios; Bjarnason & Fox, 1994; Kamiguti et
al., 1996; Matsui et al., 2000), afectan lainteraccion en-
tre las membranas basales y las celulas endoteliales
(Gutiérrez & Rucavado, 2000) y producen la extrava-
sacion de contenido capilar (Gutiérrez & Rucavado,
2000; Neves-Ferreiraetal. 1997; Neves-Ferreiraetal.,
2000; Perales & Domoni, 2002). Las SVMP pueden de-
gradar fibrindgeno, fibronectina, laminita, colageno IV
(nocolégenol, 11y V), gelatininas de coldgeno y nidégeno
(Perales & Domont, 2002). Ademas de esto las SVMP
afectan la coagulacion (Bjarnason & Fox, 1994) y
adicionalmente producen mionecrosis, inflamaciény ede-
ma secundarios ala hemorragia. Existe unaampliavarie-

dad de SVMP en serpientes, debido a la variedad de do-
minios presentes en cada una de ellas, con efectos parti-
culares también variados (Bjarnason & Fox, 1994).

El parrafo anterior estaria mostrando un panorama en
el cual las SVMPs estarian produciendo principal mente
hemorragialocal. Sin embargo, dados, entre otros, susefec-
tos anticoagul antes esto no es del todo cierto. Kamiguti
et al. (1996) dicen que los venenos de vipéridos produ-
cen, entre otras cosas, hemorragialocal y sistémica; y para
probar el papel en esto de las SVMPs examinan los efec-
tos de una de las hemorraginas mas nombradas en lalite-
ratura sobre venenos de serpientes, la jararagina de
Bothrops jararaca (Viperidae), sobre las plaquetas y el
sistema plasmatico homeostético delavictima. Segun los
mismos autores (Kamaguti et al., 1996) la jararagina es
una SVMP de alto peso molecular que causa la pérdida
del receptor coldgeno a2Blintegrinadelas plaquetas (para
lo cual serian criticos los dominios desintegrina de la
SVMP) y degrada el factor proteinico de adhesion
plasmética de von Willebrand (Matsui et al., 2000). La
alteracion de estos elementos confirmaque las SVMP ade-
mas de causar hemorragialocal, tambiénlo hacen anivel
sistémico (Kamaguti et al., 1996).

L as metal oproteasas también son Ilamadas por Pérez
& Sanchez (1999) matrix metalloproteases (MMP) y sus
inhibidores (Tissue Inhibitors of Metalloproteases; TIMP).
Estas mol écul as existen endégenamente y estan implica-
das en varios procesos fisiolégicos normales, como la
embrio-morfo-génesis; cuando se rompe el balance entre
ellas se producen varias enfermedades como artritis, dia-
betes, neoplasias, arterioesclerosis, y condiciones oftél-
micas, periodontales, y ortopédicas. El ataque por parte
de SMVP estaria rompiendo el equilibrio entre metalo-
proteasas y sus inhibidores (Pérez & Sanchez, 1999),
como lo sugieren Biardi et al. (2000) en su estudio delas
capacidades antiveneno del suerodeardillas(Mammalia:
Rodentia: Sciuridae: Spermophilus) en el cual en
contraron indicios de las SVMP pueden aumentar |a acti-
vidad de las metal oproteasas enddgenas de la presa, para
maximizar asi |os efectos hemorragicos. Este desbalance
explicaria porque algunas manifestaciones del envena-
miento por serpientes, tienen rasgos comunes con las en-
fermedades acabadas de mencionar. Todo esto hacedelos
del estudios de las SVMPs y de las metal oproteasas en
general, un objetivo muy importante parael desarrollo de
inhibidores que puedan contrarrestar estos efectos de los
venenos de serpientes (Gutiérrez & Rucavado, 2000),
ademas de su potencial uso en aplicaciones médicas en
problemas tipo trombosis (M atsui et al., 2000), y de otros
tipos ya nombrados (Pérez & Sanchez, 1999).
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1.4.2. Miotoxinas: Al menos tres grupos de compo-
nentes de venenos de serpientes se sabe que producen
efectos miotdxicos directos (Figura 2; Gutiérrez &
Ownby 2003; Lizanoet al., 2003; Lomonteet al., 2003;
Rochaet al., 2002):

a) Miotoxinas Pequefias: Polipéptidos de cadenasim-
ple altamente bésicos de 42 a45 aminoacidos vinculados
cruzadamente por tres puentes disulfuro, tales como la
miotoxina a 'y crotaminas, las cuales no son enzimati-
camente activasy se encuentran tipicamente en vipéridos
como Crotalusy Sistrurus.

¢) Cardiotoxinas: Polipéptidos basicos presentes en
algunos elapidos como Naja naja atra, la cobra
Taiwanesa. Estas proteinas son del tipo 3FTx, contienen
60 aminoacidos y 4 enlaces disulfuro (Y u, 1998).

c) Fosfolipasas A, (PLA_s): No son exclusivas de los
venenos de serpientesy se clasifican en tres clases princi-
paes (Ohnoet al., 2003; Okumuraetal., 2002; Okumura
etal., 1999; Ownby et al. 1998): Las| PLAs) presentes
en los venenos de el apidos. Son altamente toxicasy ade-
més de efectos miotdxicos, también tienen actividad
neurotéxica (Lomonte et al., 2003; Murakami & Arni,
2003). Las Il PLA, se encuentran en vipéridos y tienen
actividad miotdxica. Y aunque no estan presentes en ser-
pientes, hay que mencionar las |l PLA,, tipicas del vene-
no de abejas (Ownby et al. 1998). Para entender mejor la
clasificacion de las miotoxinas de venenos de serpientes,
se incluye el siguiente esquema (Figura 2).

1.4.2.1. Fosfolipasas A, (PLA,s): Son unagran familia
de proteinas que tienen funciones moleculares parecidas y
muestran homol ogiaconsiderable (Soares et al., 2003). Han
sido encontradas principal mente en venenos de serpientes
y tejidos de mamiferos, en los cual es estan involucradas en
diversas funciones normalesy en patologias como reuma-

tismo, osteoartritis, asma, psoriasis y choque séptico. Las
PLA s son moléculas que hidrolizan el enlace acil-ester en
laposicion sn2-acil de glicerofosfolipidos liberando 3-sn-
lisof osfoglicéridos y acidos grasos (Ohno et al., 2003;
Okumuraet al., 2002; Okumuraet al., 1999; Ownby et
al. 1998; Perales& Domont, 2002). Ademasde susefectos
miotoxicos, ciertas isoenzimas de PLA s pueden presentar
efectos neurotdxicos, anticoagul antes, edematogénicosy/
o cardiotéxicos (Deshimaru et al., 1996; Ohno et al., 2003).
Estos efectos no solo dependen de las propiedades de la
PLA., sino también de la presencia de receptores especifi-
cos 0 aceptores de estas proteinas en las células diana (Pe-
rales& Domont, 2002). Estosreceptores pueden agruparse
en dos tipos principales: M (muscular) y N (neuronal). Las
PLA s no son exclusivas de los venenos y se clasifican en
tres clases principal es de acuerdo a su estructura primaria,
en el modo delos apareamientos disulfuro, requerimientos
de calcioy localizacion celular (Ohno et al., 2003; Per a-
les& Domont, 2002; ver Figura 2):

I PLA_s: Son estructuralmente similares a las PLA,
pancredticas secretadas presentes en mamiferos. Estacla-
se también incluye a las PLA s presentes en espermato-
zoides humanos. En cuanto a serpientes estan presentes
en los venenos de elapidos (Elapinae e Hydrophiinae:
Ohnoet al., 2003; Perales & Domont, 2002). Son alta-
mente toxicas y ademas de efectos miotdxicos, también
tienen actividad neurotéxica pre-sinaptica (L omonte et
al., 2003; Murakami & Arni, 2003).

Il PLAs: Son estructuralmente similares a las PLA s
secretorias-inflamatorias-no-pancreaticas o sinoviales
(Fry & Wister, 2004) encontradas en mamiferos. Tam-
bién se encuentran en plaquetas, mucosa gastrica y
endotelio vascular. Los venenos de vipéridos contienen
estaclase de PLA,, lacual puede asu vez ser divididaen
diferentes tipos de miotoxinas, principalmente por dife-

Miotoxinas da Serpientes

—— Cardictoxinas. Elapidaes

B A s

F— dMioctoxinas Fequanas: Viparidas

— | PLASs: Elapidas:
Mo v Meurctouicas

e || B A S Aapd® = Miotoecing | (it 1)
Enzimmaticameante Aciivas
— H PLA s Viperidae:

Mo Meurotfoxicas

H PLAS Lysal = dMiotoxing 11 (Mt H):
Enzimaticarmsnls Inacvas

Figura 2. Clasificacion de las miotoxinas de veneno de ser pientes. Realizada con datos de Lomonte et al. (2003) y Ohno et al. (2003).
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rencias aminoacidicas en la posicién 49 (Ohno et al.,
2003). Son dos grupos principales: la miotoxina | (mtl)
gue contiene Asparagina en la posicion 49 (Asp49) y la
miotoxina |l que tiene Lisina en la misma posicidn
(Lys49), lo cual hace que tengamuy poca o ninguna acti-
vidad catalitica (Lizano et al., 2003; Perales & Domont,
2002; Rochaet al., 2002).

Las | y Il PLA, constan de 118 a 124 aminoéacidos y
contienen 7 puentes disulfuro (Ohno et al., 2003). Las 11
PLA, Lys 49 (mtll) han sido revisadas por Lomonteetal.
(2003) dentro de lo cual cabe destacar que los estudios
confirman que este grupo no tiene actividad enzimatica
en contraste alas Il PLA, Asp49 (mtl). Las miotoxinas I
son homodimeros que tienen dos conformaciones, abier-
to y cerrado, formando una especie de tenaza con domi-
nios C-terminales a cada extremo. Estos dominios y
particularmente su posiciones 115-129 parecen ser |os
sitios claves para su accién en contra de membranas bio-
l6gicas, pues son ricos en residuos catiénicos e hidro-
fobicos. Los dominios N-terminal es parecen ayudar en el
contacto de la proteina con lamembrana. Las partesdela
proteina que entran en contacto con la membrana a
desconfigurar, estan cargadas positivamente einteractuan
con fosfolipidos cargados negativamente. Parece que las
I PLA, Lys49 no necesitan la presencia de moléculas
aceptoras en las membranas, para atacar alas mismas. En
contrastealas|l PLA, Lys49, parece quelas|l PLA,Asp49
no utilizan su regiéon C-terminal como un efector para
hacer dafio membranal (Nufiez et al., 2001). Una de las
proteinas antiveneno aser ampliadaaqui, DM 64, es espe-
cificaparalas|l PLA,, teniendo méximaactividad en contra
de la miotoxina Il (II PLA, Lys49) segin Rocha et al.
(2002).

1.5. Factores antiveneno de ser pientes: Las serpien-
tes tienen en su sangre compuestos que inhiben sus pro-
piosvenenos (Higashinoet al., 2002; Lizano etal., 2003).
Asi como se ampliaron los dos componentes mas impor-
tantes del veneno de serpientes, lasHemorragias (SVMPs)
y Miotoxinas (PLA,s), seampliarahastaun nivel general,
lainformacion sobrelosinhibidores de estastoxinas, en-
contradas en |as propias serpientes:

1.5.1 Inhibidores de SVMPs (antihemorraginas) de
serpientes: Pérez & Sanchez (1999) hacen unabuenare-
vision sobre este tema, en lacual narran como losinvesti-
gadores a principios de siglo creian que lainmunidad de
las serpientes a sus venenos se debia a que carecian de
receptores celulares a sus propios venenos, y afios des-
pués se penso que estainmunidad se iba adquiriendo por
mordeduras ocasionales entre congéneres. Hoy sabemos

que esta inmunidad se da por factores protectores de la
sangre (Higashino et al., 2002; Lizano et al., 2003) que
vienen codificados genéticamente. Asi como losvenenos
varian interespecificamente, | as proteinas antiveneno ve-
neno también varian, mostrando estas mayor actividad
protectora entre mas emparentada sea la serpiente de la
cual proviene el veneno con que se estan probando estas
defensas (Pérez & Sanchez, 1999).

Dado que las SV M Ps son importantes componentes en
el veneno de vipéridos (Bjarnason & Fox, 1994;
Kamiguti et al., 1998), es en esta familia de serpientes
donde mas se han estudiado antihemorraginas ofidicas,
como se puede concluir delarevision de Pérez & Sanchez
(1999). Por ejemplo Ovadia & Kochva (1977) estudia-
ron el factor antihemorragico de Vipera palaestinae
(Viperidae) y encontraron que este era una proteina
termoestable con un peso molecular de 56kDa. Ovadia
(1978) amplio este estudio, encontrando que este factor
antihemorréagico de Vipera palaestinae efectivamente
inhibe todos | os efectos antihemorragicos de su veneno,
ademas de los venenos de otros dos vipéridos: Echis
colorata y Cerastes cerastes. También se encontré que
este factor tiene actividad de caseinasay esdigerible por
tripsina. Es estable en temperaturas altasy pH de 6.0 a
9.5, siendo su punto isoeléctrico de 4.7 y un peso
molecular de 80,000. Weissenberg etal. (1991) purifica-
ron los factores antihemorragicos de Crotalus atrox
(Viperidae: Crotalinae), los cuales fueron capaces de in-
hibir los efectos hemorrégicosy proteoliticos del veneno
delamismaespecie. Estosfactores protectoresresultaron
ser glicoproteinas acidas estables hasta temperaturas de
85°C y apH 1.3 a 11.5 por 30 minutos y con masas
molecularesentre 65y 80 kDa. El factor antihemorragico
de Viperapalaestinae (Ovadia, 1978) no formé lineasde
precipitacion en las pruebas deinmunodifusién delo cual
se concluy6 que este factor no es unainmunoglobulinay
mas bién es una fraccion tipo albumina o a-globulina.
Otros estudios sobre factores antihemorrégicos de
vipéridos como Crotalus, Vipera y Trimeresurus dieron
resultados similares a los ya repasados para Vipera y
Crotalus (Pérez & Sanchez, 1999), delo cual se conclu-
y0 que estos factores son superficialmente similaresalos
factores antihemorragicos extraidos de mamiferos (Pérez
& Sanchez, 1999; Ovadia, 1978). Sin embargo la gran
mayoria de anti-hemorraginas de mamiferos conocidas
hasta ahora pertenecen a la FSIG como las extraidas
Didelphis, Philander y Herpestes (ampliadas en el aparte
de mamiferos), y las extraidas de serpientes como la de
Trimeresurus flavoviridis (Viperidae), pertenecen a la
superfamiliadelascistainas (Neves-Ferreiraet al., 1997),
delo cual esrazonable concluir que las antihemorraginas
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de mamiferos y serpientes han evolucionado por vias
diferentes.

Paraentender esta aparante contradiccion, es aclarante
el hecho de que Perales & Domont (2002) dicen que las
anti-SVMP ya sean ofidicas o de mamiferos, se pueden
clasificar por dos criterios: propiedades fisicoquimicasy
por su secuencia aminoacidica. Por el primer criterio, las
antihemorraginas se pueden clasificar en bajo (40 a 95
kDa) y alto (700 a 1090 kDa) pesos moleculares. Y por
secuencias aminoacidicas se pueden afiliar alas siguien-
tes familias de proteinas: Cistaina, FSIG y L ectina-P35-
ficolina/opsonina. Asi por criterios fisicoquimicos la
mayoria de antihemorraginas son de bajo peso molecular,
exceptuando laNtAH delaserpiente no venenosa Natrix
tesselata (Colubridae). Esta antihemorragina tiene una
masa molecular de 888 kDa, es un heterotrimero consti-
tuido por subunidadesde 70, 100y 150 kDa, presentes en
proporciones todavia desconocidas (Perales & Domont,
2002). Lasotras hemorraginas de alto peso molecular, son
las de mamiferos “insectivoros” las cuales seran amplia-
das en el aparte correspondiente. Hechas |as comparacio-
nes hastaaqui, se podriaconcluir quelasantihemorraginas
de mamiferosy serpientes son similares (pues lamayoria
tienen pesos mol ecul ares similarmente bajos), pero tenien-
do en cuenta homologias secuenciales, la mayoria de
antihemorraginas de mamiferos pertenecen alaFSIG (ex-
ceptuando otravez lasdelos “insectivoros’ que pertene-
cen a la familia Lectina-P35-Ficolina/Opsonina) y la
mayoria de anti-SVMP de serpientes (al menos de
vipéridas) a la Familia de las Cistainas, como el HSF de
Trimeresurus flavoviridisy BJ46a de Bothrops jararaca
(Perales & Domont, 2002).

1.5.2.Inhibidoresde PL A_s(PL1s) de serpientes: Los
PL|s aislados de sangre de serpientes son glicoproteinas
acidas oligoméricas, con masas moleculares entre 75 y
180 kDa formadas por 3 a 6 subunidades de 20 a 50 kDa
vinculadas por enlaces no-coval entes (Perales& Domont,
2002). Estas proteinas aparentemente son producidas en
el higadoy sehan clasificado entresgruposde acuerdo a
trestipos de PLIs originalmente encontradas por Ohkura
et al. (1997) en la serpiente Vipérida China Agkistrodon
blomhoffii:

a) LasPL Iso: Son proteinasglobul ares compuestas de
subunidades con pesos de 20-25kDa, 147 aminoécidos y
un sitio de N-glicolizacion. Forman estructuras de 3-6
subunidades asociadas no-conval entemente con masas re-
portadas entre 75-120 kDa (L izanoet al., 2003; Okumura
et al., 2002). La caracteristica tipica de las PLIs o es la
presencia de dominios C-tipo lectina (CTLDs) también

conocidos como motivos de reconocimiento de carbohi-
drato (CRDs). Estos dominios comprenden aproximada-
mente el 67% de cadasubunidad y estan cercadelaporcion
N-terminal, la cual juega un papel muy importante en el
acoplamiento deunaPLIaalaPLA ainhibir (Nobuhisaet
al., 1998). Sontipicasdelosvipéridos (K ogaki et al., 1989;
Lizano et al., 1997; Lizano et al., 2000; Ohkura et al.,
1993; Soareset al., 2003) y son especificasparalas!l PLA_s
acidas (Okumuraet al., 1999).

b) PL1sf: Son proteinas globulares de 160kDa com-
puestas de 3 subunidades de aproximadamente 50kDa y
308 aminoécidos y 4 sitios de glicosilacion por subuni-
dad. Lo més caracteristico delasPLIs 3 eslapresenciade
9 repeticiones ricas en Leucina (LRRs), cada una de 24
aminoacidos de largo y comprendiendo el 67% de cada
subunidad (Lizano et al., 2003; Okumura et al., 2002;
Perales& Domont, 2002). LasPLIs[3 son especificas para
las |l PLA, béasicas (Okumura et al., 1999) y son tipicas
de vipéridos (Okumuraet al., 1998) aunque también han
sido encontradas en Elaphe quadrivirgata, un coltbrido
(Okumuracet al., 2002).

c) PLIsy: Se caracterizan por tener motivos estructu-
ralesdetresdedos, constituidos por dos patronesen tandem
de residuos de cisteina (Perales & Domont, 2002). Estos
motivos se encuentran en proteinas tan diversas como la
superfamilia Ly-6 (Ly-6A/E, Ly-6C, Thb y CD59), €l re-
ceptor activador de plasminogeno tipo urokinasa (UPAR)
y las a-neurotoxinas de veneno de serpientes (Lizano et
al., 2003; Ohkuraetal., 1994a). Las PLIsy sonproteinas
de 90 kDa compuestas de subunidades de 25 a 30 kDa.
Cada una de estas subunidades presenta dos (two three
finger) de los motivos estructurales mencionados
(Okumuraetal., 2002), delos cuales uno juega un papel
muy importante en el acoplamiento de estas PLIs a las
PLAs que inhiben (Nobuhisa et al., 1998; Thwin et al.,
2000). A diferenciadelasotrasPLIs, lasPLIsy no sontan
especificas, pudiendo actuar contraPLAsl, I y Il (Lizano
et al., 2003; Okumuraet al., 1999). LasPLIsy han sido
encontradas en vipéridos (Fortes-Dias, et al., 1994;
Lizanoetal.,1997; Nobuhisaet al., 1997; Ohkuraetal.,
1997; Peraleset al., 1995), colubridos (Okumuraet al.,
1999), eldpidos (Ohkuraetal., 1994a,b; Hains& Broady,
2000; Hains et al., 2000; Hains et al., 2001), boidos
(Thwin et al., 2000) e hidréfinos (Ohkura et al., 1999).
Sehapropuesto quelasPLIsy tienen unarelacion evolu-
tiva con las neurotoxinas y citotoxinas con motivos de
tres de dedos de venenos de elapidos (3FTxs; Perales &
Domont, 2002).

La distribuciéon de estos inhibidores no es entonces
especie-especifico. Sin embargo los diferentes PLIs ex-
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traidos hastaahoratienden amostrar mayor especificidad
de acci bnencontradel ti pode PLAS especificas presen-
tesen losvenenos de |l as especies de donde son extraidos
(Lizano et al., 2000; Perales & Domont, 2002).

1.6. Factores antiveneno de serpientes en grupos no-
ofidicos: Aunque mésdelamitad defactoresanti-veneno de
serpientes han sido aislados de estos animales (Thwin &
Gopalakrishnakone, 1998), otros grupos, especialmente
algunos mamiferos (Domont et al. 1991), muestran grados
variables de resistencia al veneno de serpientes. Incluso se
han encontrado este tipo de factores en aves, mas especifi-
camente en una especie de gallina (Gallus domesticus) dela
cual se ha extraido un factor sérico de alto peso molecular
gue esactivo en contradelos efectos| etal es, hemorragicosy
defibrinogenantes del veneno de Vipera russellii (Alam &
Gomes, 1997 citado por Thwin & Gopalakrishnakone,
1998). Ademés de fuentes animales, Hains et al. (2000) re-
portan estudios donde PLIs han sido extraidos de plantas,
hongosy bacterias; siendo tanto el interés de investigacion
gue despiertan estas mol écul as por su potencial terapéutico,
que incluso Eli Lilly ha desarrollado el PLI sintético
LY 311727 (Schevitzetal., 1995) especifico contralall PLA,
humana secretoria no pancreética.

Estas resistencias se pueden explicar por lapresencia
de proteinas neutralizadoras en la sangre que inhiben fac-
tores téxicos importantes de |os venenos (Domont etal.,
1991; Fortes-Dias et al., 1994; Neves-Ferreira et al.,
2000; Perales & Domont, 2002). Estas proteinas
neutralizadoras general mente se encuentran en lafraccion
de albiminao a-globulinadel plasmasanguineo. Losfac-
tores antiveneno de serpientes pueden ser entonces anti-
hemorragicos, anti-neurotoxicos, anti-miotdxicos, o
combinaciones de estos (Jurgilaset al., 2003; Thwin &
Gopalakrishnakone, 1998).

1.6.1. Proteinas antiveneno de ser pientes extraidas
demamiferos(Mammalia): SeginMartinezetal. (1999)
resistencia a veneno de serpientes ha sido reportada en
varios grupos de mamiferos desde 1895 (Phisalix &
Bertrand, 1895, citados por Pérez & Sanchez, 1999).
Pérez et al. (1978) citados por Martinez et al. (1999)
mostraron que 14 de 40 endotermos estudiados en Texas
fueron capaces de neutralizar el veneno de Crotalusatrox
(Viperidae: Crotalinae). Para facilitar la comprension de
los géneros de mamiferos cuya resistencia a veneno de
serpientes sera revisada, se incluye la figura 3 donde se
presentaladistribucidn filogenéticamas aceptada actual -
mente para los principal es grupos de mamiferos vivos.

Siendo entonces esta figura bien diciente, y para no
salirse del espectro cubierto en estarevision, no sevaa

hacer un comentario tan largo como el que se hizo con
respecto a la sistemética de serpientes, pero brevemente
se puede decir que al igual que estasy aunque los regis-
trosfdsilestiendan amostrar fechas mas recientes de apa-
ricion, los principales grupos de mamiferos (lo que en
taxonomiatradicional se llama ordenes) ya estaban pre-
sentes antes del fin del Cretacico, hace 65 ma (Allard et
al., 1999). Esto es importante con respecto a lo que se
revisara agui, pues como se vera mas adelante con gjem-
plos concretos, el desarrollo de resistencia por parte de
mamiferos a componentes del veneno de serpientes, esun
evento evolutivo que tomalargos tiempos geol 6gicos de
interaccién entre especies presas (mamiferos) y sus
predadores ofidicos. De acuerdo a lo encontrado en la
literaturareciente disponible en linearevisada para hacer
este escrito, resistencia al veneno de serpientes se ha en-
contrado en mamiferos roedores tipo raton (Rodentia:
Muridaey Heteromyidae), ardillas (Rodentia: Sciuridae),
insectivoros (Eulipotyphlao “Insectivora”: Erinaceidae),
mangostas (Carnivora: Herpestidae), zarigiieyas (Marsu-
pialia: Didelphidae). La lista mas completa con géneros
de mamiferos paralos cual es existen reportes sobre resis-
tenciaaveneno de serpientes esdadapor Pérez & Sanchez
(1999):

“Insectivoros” (Eulipotyphla): Erizo europeo
(Erinaceidae: Erinaceus y Hemiechinus), musarafa
(Soricidae: Crocidura), topo (Talpidae: Talpa).

Roedores (Rodentia): Tipo hamster (Cricetidae: Meso-
cricetus, Microtus, Neotoma, Oryzomys, Peromyscus, Sgmo-
don), ratacomudn (Muridae: Murinae: Rattus rattus), ratones
de bolsillo (Heteromyidae: Liomys y Perognathus), liron
(Myoxidae: Eliomys), ardillas (Sciuridae: Spermophilus).

Marsupiales(Marsupialia): Zarigteyas(Didelphidae:
Didelphis, Lutreolinay Philander).

Carnivoros (Carnivora): Mangosta (Herpestidae:
Herpestes y Suricata), mapache (Procyonidae: Procyon),
tejon americano (Mustelidae: Taxidea), zorrillo (Mephiti-
dae: Mephitis).

La mayoria de proteinas antiveneno extraidas hasta
ahora de mamiferos son anti-hemorraginas (o anti-SVMP
= anti Snake Venoms Metalloproteases) y comparten va-
rias caracteristicas como ser glicoproteinas acidas alta-
mente estables en rangos amplios de pH y temperatura, no
poseer actividad proteolitica, no ser inmuglobulinasy no
ser susceptibles a hidrolizacién por las SVMPs (Domont
etal.,1991; Neves-Ferreiraetal.,1997; Neves-Ferreira
et al., 2000; Pérez & Sanchez, 1999). Esta Ultima carac-
teristica indica que estas anti-hemorraginas no son parte
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Figura 3. Arbol filogenético delos mamifer ostribosfénicosvivos. Tribosphenidaincluye atodoslos mamiferos vivos, excepto a Ornithorhynchus
(Mammalia: Monotremata). Realizado con datos de Allard et al. (1999), Liu et al. (2001), Murphy et al. (2001) y Springer & de Jong (2001).

del sistema inhibidor de proteasas del plasma, pues los
miembros de este Ultimo si son tipicamente inactivados
por proteolisis causada por SVMPs (Neves-Ferreira et
al., 1997). Con respecto alamasamolecul ar parece haber
dos grupos de anti-hemorraginas (Perales & Domont,

2002): de alto y bajo peso molecular. Las de bajo peso
(52 a 95kDa) incluyen las extraidas de Didelphis y
Philander (Marsupialia: Didelphidae): DM40, DM43,
OPRIN; AHF1, 2, 3 extraidas de Herpestes (Carnivora:
Herpestidae); y presumiblemente |las de roedores (Gar cia
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& Pérez, 1984), aunque las afiliaciones de los factores
antihemorragi cos de roedores no han sido inequivocamen-
te determinadas (Perales & Domont, 2002). Las anti-
hemorraginas de bajo peso molecular ademas de ser
miembros de la FSIG también tienen en comun el formar
complejos no covalentes con la SVMP ainhibir (Neves-
Ferreiraetal., 1997; Neves-Ferreiraetal.,2000; Thwin
& Gopalakrishnakone, 1998). Estosinhibidoresde SVMPs
o anti-hemorraginas, no son efectivos contra serin-
proteasas de venenos, ni contra enzimas no venenosas
como tripsina, quimotripsina, termolisina ni colegenasa
microbiana. El otro grupo de anti-hemorraginas son lasde
alto peso (Neves-Ferreiraetal., 2000), que van de 700 a
1090 kDa (Perales & Domont, 2002) como la B-
Macroglobulinade 700 kDa (de-Wit & Westrom, 1987ay
b) y la erinacina de 1000 kDa (Omori-Satoh et al., 2000)
extraidas del erizo europeo (Eulipotyphla: Erinaceidae:
Erinaceus europeus). A continuacion seampliarélainfor-
macion sobre algunas de estas proteinas antiveneno de
serpientes extraidas de mamiferos, haciendo énfasisen las
tipo DM extraidas de didélfidosy herpéstidos.

1.6.1.1. Antihemorraginasde alto peso molecular de
mamiferos“Insectivoros’ (Eulipotyphla): Losmamife-
ros insectivoros, en términos generales son animales
pequefios ti po musarafia, que se alimentan predominante-
mente de invertebrados. “Insectivora” se ha puesto aqui
hasta ahora entre comillas porque de acuerdo a su con-
cepcion tradicional ha resultado ser un grupo difilético,
teniendo en cuenta las mas actualizadas filogenias
moleculares (Murphy et al., 2001; Liu et al., 2001;
Symonds, 2005; Springer & de Jong, 2001). Este
“Insectivora’ tradicional esta formado por al menos dos
clados no relacionados directamente por un ancestro co-
mun reciente: uno originario del antiguo continente de
Laurasia (los actuales Europa, Asia, Nortey Centro Amé-
rica, y el Caribe) llamado Eulipotyphla (o verdaderos
invectivoros) que incluye las familias Erinaceidae,
Soricidae, Talpidaey Solenodontidae, y uno Africanolla-
mado Afrosoricidao Tenrecoideaqueincluyelasfamilias
Tenrecidaey Chrysochloridae (Symonds, 2005). Por esto
de ahora en adelante, y por continuidad terminolégica
con los articul os revisados sobre resistencia a venenos, el
término “Insectivoros” se utilizara como uno informal y
sinénimo del ahoramaés aceptado Eulipotyphla.

Omori-Satoh et al. (1994) sugieren que laresistencia
a venenos puede ser un fenédmeno comdn en mamiferos
“insectivoros”. El mismo grupo empiezaacomprobar esto
en otro estudio (Omori-Satoh et al., 1998) al encontrar
que extractos musculares de los eulipotiflos Erinaceus
europaeus (Erinaceidae), Crocidura rossula (Soricidae),

Talpa europaea (Talpidae) mostraron significativa acti-
vidad antihemorrégica contra el veneno de Bothrops
jararaca (Viperidae), siendo mayor la de Erinaceus, €l
erizo europeo. Como se veramas adelante para el caso de
una especie de ardilla (Spermophilus), este tipo de pro-
teccion se da por contacto con el predador, por lo cual
Ilamalaatencién que estos eulipotiflos, que son animales
que en su mayoriason propios del viejo mundo, muestren
actividad antiveneno en su sangre, contra las toxinas de
una serpiente propia del nuevo mundo como Bothrops
jararaca.

Laactividad antihemorragicade extractos muscul ares
de Erinaceusfue evaluada por Omori-Satoh et al. (1994),
quienes encontraron fuerteinhibicion por parte de estos
extractos de la actividad hemorragica de venenos de ser-
pientes vipéridas de los géneros Bitis, Bothrops, Vipera,
Agkistrodony Crotalus. Previamente, factores antihemo-
rragicos plasméticos de este erizo fueron extraidos por
de-Wit & Westrom (1987a), pudiéndose purificar en este
estudio 3 macroglobulinas: o2, a2By B, las cualesfueron
capaces de neutralizar total mente la actividad hemorrégica
del veneno de Vipera berus (Viperidae), pero no se hizo
distincion en la actividad de cada una. EI mismo grupo
investigativo pero en otro estudio (de-Wit & Westrom,
1987b) caracteriz6 estas macroglobulinas, encontrando
que la a2 es un homotetramero con una masa molecular
de 800,000 homdlogo ala a2 macroglobulinahumana, la
o2 globulina de rata, a1 macroglobulina de perroy a2
macroglobulinarapidade cerdo. Lao2f macroglobulina
de erizo europeo resulté ser un homodimero de un peso
mol ecular de 450,000 a 500,000. La 3 macroglobulinade
erizo tiene un peso molecular de 700,000 con subunidades
de 34,000 y 39,000 y mostré reaccion cruzada con la o2
macroglobulinalentade cerdo. Aunque se encontrd que
las tres macroglobulinastenian actividad inhibitoriade
proteasas, de-Wit & Westrom (1987b), en contradiccién
con su otro estudio (de-Wit & Westrom, 1987a), encon-
traron que solo la B macroglobulina tienen actividad
antihemorrégica en contra del veneno de Vipera berus.
Explican esto por lasdiferencias estructuralesentrelaf,
o2y 02f3 macroglobulinas, lo cual puede hacer que estas
dos ultimas sean mas susceptibles a inactivacion por
parte de proteasas de veneno. En contraste a las otras
antihemorraginas extraidas de mamiferos (Omori-Satoh
etal., 2000), de-Wit & Westrom (1987b) encontraron que
la B-macroglobulinadeerizo europeo, ademéasdeactivi-
dad anti-hemérragica, también inhibi6 la actividad
proteol iticade serin-proteasas como tripsinay quimiotripsina.

Omori-Satoh et al. (2000) extrajeron otro factor
antihemorrdgico de Erinaceus, I[lamado erinacina, parala
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cual se hall6é un peso de 1,000 kDa, y la presencia de
unidades ay B, con pesos de 37 y 35 kDa, respectivamen-
te, en razon de 1:2. La erinacina inhibe la actividad
hemorragicay proteoliticadelaprincipal metaloproteasa
hemorragicadel veneno de Bothropsjararaca (Viperidae),
en cantidades equimolares de erinacina 'y hemorragina.
Omori-Satoh et al. (2000) encontraron que la erinacina
no inhibe serin-proteasas como tripsinay quimiotripsina.
Las dos subunidades de la erinacina tienen dominions
tipo colageno y fibrindgeno, homaélogos a proteinas de la
familiadelectinasficolinay opsonina P35 humana, protei-
nas para las cuales se ha sugerido un rol en la primera
Iinea de defensa en contra de microorgani smos patégenos.

1.6.1.2. Antihemorraginas de bajo peso molecular
de mamiferos: Las anti-hemorraginas de bajo peso
molecular (52 a 90kDa) forman complejos no covalentes
conlaSVMP ainhibir, con estequiometria equimolar. De
estas anti-SV M P de mamiferos, |as mas documentadas son
las de marsupiales didélfidos (DM 40, 43, PO41y OPRIN)
y las de la mangosta (Carnivora: Herpestidae: Herpestes
AHF1/2, 3), las cuales son homdlogas ala alBG humana,
y por lo tanto, miembros de la FSIG. Presumiblemente
pertenecen a este grupo de bajo peso molecular las
antihemorraginas encontradas en roedores.

1.6.1.2.1. Antihemorraginasde bajo peso molecular
extraidas de roedores (Mammalia: Rodentia): En uno
de los reportes disponibles en linea mas antiguos donde
se habla de resistenciade roedores avenenos ofidicos, se
encontré que Ovadia & Kochva (1977) evaluaron laneu-
tralizacion de venenos de 3 serpientes vipéridas (Vipera
palaestinae, Echis colorata y Pseudocerastes fieldi) y
una el apida (Walterinnesia aegyptia) por parte de varios
animales, incluidos serpientes, lagartos y mamiferos. En
cuanto a estos Gltimos encontraron que la mangosta
(Carnivora: Herpestidae: Herpestes) mostro altaresisten-
ciaaestos venenos mientras que lamostrada por el hamster
(Rodentia: Cricetidae: Cricetinae: Mesocricetusauratus)
fue moderada. Sin embargo in vitro el suero del hamster
mostro incluso mas capacidad neutralizadora que la del
erizo europeo Erinaceus (Eulipotyphla: Erinaceidae). Si-
guiendo en orden cronolégico estos primeros estudios
disponiblesen linea sobre roedoresy venenos de serpien-
tes, Pérez et al. (1978) evaluaron laresistencia de 40 es-
pecies animales al veneno de Crotalus atrox (Viperidae:
Crotalinae) encontrando que cuatro animal es (tres roedo-
resy un carnivoro) dieron positivo tanto en las pruebas
de precipitacién como en las de actividad antihemorragica
en contra del veneno. Los animales fueron el mapache
(Carnivora: Procyonidae: Procyon lotor), una especie de
raton de bolsillo (Rodentia: Heteromyidae: Liomys

irroratus) y un roedor tipo hamster (Rodentia: Cricetidae:
Neotominae: Neotoma micropus). El suero de estalltima
especie fue analizado en el mismo estudio (Pérez et al.,
1978) encontrandose que era capaz de neutralizar todos
losfactores hemorragicos de Crotalus peronolosfactores
|etal es de venenos de el apidos.

Pérez et al. (1979) evaluaron la actividad antihemo-
rragicadel suero de un marsupial y dosroedores: Didel phis
virginiana (Marsupialia: Didel phidae), Neotoma micropus
(Cricetidae: Neotominae) y Sigmodon hispidus (Crice-
tidae: Sigmodontinae), en contra del veneno de Crotalus
atrox, encontrandose que | as tres especies son resistentes
al veneno de esta serpiente, mostrando la actividad anti-
hemorragica de las muestras de suero, clasificada de ma-
yor a menor, el siguiente orden: Didelphis virginiana,
Neotoma micropus 'y Sigmodon hispidus. Con respecto a
esta Ultima especie Pichyangkul & Pérez (1981) reporta-
ron que su suero contiene un factor que neutralizala acti-
vidad hemorragica del veneno de Crotalus atrox. Este
factor no mostré actividad en contra de las enzimas
gelatinasa o caseinasay mostro ser estable en unrango de
pH de 3 a10. Su peso molecular esta cercade 90,000y su
punto isoel éctrico en 5.4. En otro estudio realizado en la
misma época y en la misma familia de roedores, de-Wit
(1982) reportd disminucion significativa de los efectos
hemdérragicos del veneno de Agkistrodon contortrix
phaeogaster (Viperidae: Crotalinae) por parte del suero
de dos roedores: Microtus (Cricetidae: Arvicolinae) y
Neotoma (Cricetidae: Neotominae), delo cual losautores
sugieren que laresistenciaavenenos ofidicos en | as pre-
sas de las serpientes puede ser mas comun de lo que antes
se pensaba.

La resistencia de otros roedores, las ardillas Califor-
nianas (Rodentia: Sciuridae: Spermophilus beecheyi), a
veneno de Crotalus viridis oreganus fue evaluada direc-
tamente (inyeccion de 1-40 mg/kg deveneno en ardillas) e
indirectamente (inyeccién de veneno en ratonesinocul a-
doscon suero deestaardilla) por Poran etal. (1987), quie-
nesencontraron que laactividad anti-veneno del suero de
estaardilla(medidaen reduccion de mortalidad, necrosisy
tiempo de recuperacion) variaba considerablemente de
acuerdo asi laardillaproveniade poblaciones expuestas a
lapresenciade Crotal us o no; encontrandose que el suero
proveniente de poblaciones expuestas erade tres a cinco
veces mas efectivo que el de poblaciones no expuestas.
Poran etal. (1987) dicen que estavariacionintraespecifica
en laefectividad del suero de estaardillaes probablemente
el resultado delaseleccidn natural diferencial impuestapor
el grado de presencia de Crotalus en las diferentes pobla-
ciones de esta especie de Spermophilus beecheyi. En un
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estudio mucho mas reciente se amplian los datos sobre la
interaccion entre estas dos especies (Biar di et al., 2000) y
se refuerzalaconcepcion de que lavariacién poblacional
en la efectividad antiveneno del suero de esta ardilla es
innata, y por lo tanto esde origen evolutivoy nofisiol 6gi-
co. Relacionado con esto, se Ilama la atencion sobre el
hecho de que la simpatria entre Sper mophilus beecheyi y
Crotalusviridis oreganus es muy antigua, y viene desde
finales del Pleistoceno como |o demuestrael registro fosil
(Biardi et al., 2000) o incluso antes desde el Mioceno,
épocas en las cuales crotdlidos y Otospermophilus
(ancestro de estos roedores sciuridos modernos) podrian
haber interactuado. Actual mente Sper mophilus beecheyi
puede constituir hasta un 67% de la dieta de Crotalus
viridis oreganus, en ciertoslugares. Al igual que Por an et
al. (1987), Biar di et al. (2000) también probaron las activi-
dades antiveneno, particularmente la capacidad anti-
hemérragica del suero de poblaciones de esta ardilla
sometidas a diferentes grados de predacién por parte de
C. viriridis. Encontraron queel suerodeardillas historica-
mente no enfrentadas a estas serpientes, puede incluso
maximizar |os efectos de estos venenos, lo cual sugiere
guelas hemorraginas del veneno delas serpientes pueden
incluso aprovechar las metaloproteasas endogenas pre-
sentes en el mamifero presa, paraasi maximizar su efecto
toxico. La efectividad del suero de una poblacion de
Sper mophilus no depende tanto de la densidad actual de
Crotalus (lo cual aduciriaaadaptacionesfisiol dgicas) sino
del tiempo de interaccién con esta serpiente (adaptacion
evolutiva), lo cual constituye un interesante modelo de
“carreraarmamentistaevolutiva’ entre estaserpientey este
roedor. Enlineacon esto Biardi et al. (2000) dicen que por
ejemplo el inhibidor de proteasaa, humano bloguealaac-
cién de toxinas de venenos de serpientes solo transitoria-
mente, mientras que el mismo inhibidor de la zarigueya
(Mammalia: Marsupialia: Didel phidae) efectivamenteinhibe
metal oproteasas de Crotalus atrox. Todo esto confirma
entonces que la evolucion en una proteina de un efecto
inhibidor, depende de que hayaunainteraccionlargaen el
tiempo, geol 6gi camente hablando, entrela especie que esta
desarrollando el inhibidor con la especie productora del
veneno.

No se encontré mucha més informacion sobre caracte-
rizacién de factores antiveneno en roedores. Martinez et
al. (1999) muestra algunas caracteristicas de los inhibi-
dores de metal oproteasas (anti-hemorraginas) de Spermo-
philus mexicanus. Se encontré que el suero de esta ardilla
mantiene actividad anti-hemoérragicaentrepH 2y 12. El
factor antihemaérragico tiene un peso de 52 kDay un pun-
to isoeléctrico de 4.9. Teniendo en cuenta estos datos,
Martinez et al. (1999) tacitamente comparan este factor

antihemorragico de Spermophilus con los mucho més ca-
racterizadosy conocidos de marsupialesdidelfidos. Y este
factor anithemorrégico de Spermophilus no seria el del
Uni cor oedor conpar abl eal os de Didelphis, pues Gar cia
& Pérez (1984) purificaron y caracterizaron un factor
antihemorragico de Neotoma micropus, para el cua se
econtré un pH isoeléctrico de 4.1, un peso molecular
54,000 y el cual dicen estos autores (Garcia & Pérez,
1984) que parece ser similar al de Sigmodony Didelphis.
Teniendo en cuentatodo esto, no seria arriesgado sugerir
que todos estos factores antihemorragicos de roedores
pertenecen al grupo de bajo peso molecular y deben ser
similaresalosde Didel phis.

1.6.1.2.2. Antihemorraginastipo DM delaMangosta
(Mammalia Garnivora: Herpestidae: Herpestes): Facto-
resAHF1/2y 3: Tomiharaet al. (1987) extrajerontresfac-
tores antihemorragicos del suero de este carnivoro: AHF1,
AHF2 y AHF3. Los 3 factores inhibieron la actividad
hemorragicade HR1 y HR2, dos hemorraginas de |a ser-
piente Trimeresurus flavoviridis (Viperidae: Crotalinae).
Mostraron estos factores protectores un peso molecular
de 65 kDay fueron estables en un rango de temperaturade
0a60°C,yaunrangodepHde2.0a11.0. Qi etal. (1994a)
ademas hallaron que AHF1, AHF2 y AHF3 son
glicoproteinas monoméricas que contienen 4.2%, 13.6%Yy
6.0% de carbohidratos como glucosa, respectivamente.
Hallaron ademas que estan compuestos de 600
aminoéacidos de composicion similar. Después de exami-
nar los 32 aminoécidos de la secuenciaaminoterminal, en-
contraron que AHF1 y AHF2 tenian |la misma secuencia
aminoacidica, la cual mostré una homologia de 68.7%
con AHF3, 42.3% con OPRIN (esta es una proteina
antihemorragica de marsupiales didelfidos que serd am-
pliada mas adelante) y 50% con o1BG. Sin ser inmuno-
globulinas, y como se vera paralas antihemorraginas de
Didelphis, AHF1/2y 3 de Herpestes pertenecen alaFSIG.
Para confirmar esto el mismo grupo en otro estudio (Qi et
al., 1994b) fraccionaron en varios péptidos el factor AHF1
para que ver que fragmentos eran homélogos a la alBG.
Encontraron que 13 péptidos de AHF1 presentaban
homol ogias con porciones de uno de los cinco dominios
de a1BG. Después de secuenciar |os fragmentos se encon-
tré unaidentidad de 40.2% (36/92 a.a.) entre AHF1y el
dominio | de allBG. Otros grupos de péptidos de AHF1
obtenidos por Qi et al. (1994) mostraron |os siguientes
porcentajes de homologia con los demas dominios de
al1BG: dominio Il (62.5), Il (45.6), IV (44.7) V (45.9).
Paraunaidentidad total de 46.4% (167/360 a.a.) entrelos
péptidos secuenciados de AHF1y a1BG. Ademasde con-
servar varios sitios para puentes de disulfuro (7 de 10
cisteinas en el mismo lugar), las dos proteinas también



DUQUE OSORIO, JF., A. SANCHEZ, L. FIERRO, S GARZON & R.S.CASTANO: VENENOSDE SERPIENTESY MOLECULASANTIVENENO 129

mostraron sitios comunes para el enlace de sus azucares.
Con estos datos, entre otros, Qi et al. (1994b) confirman
entonces que AHF1 es homéloga a otros factores
antihemorragicos de mamiferos como OPRIN y es miem-
bro delaFSIG.

1.6.1.2.3. AntihemorraginasdeZariglieyas(Mamma-
lia: Marsupialia: Didelphidae): Complejo Anti-Botr6-
pico (ABC): Perales et al. (1994) aislaron una fraccion
antibotropica (anti veneno de Bothropsjararaca) del sue-
ro didélfidos sur americanos: Didel phis marsupialis,
Philander opossum y Lutreolina crassicaudata. En el
mismo estudio (Peraleset al., 1994) se aisl6 un complejo
antibotrépico (ABC) de la fraccién antibotrépica (ABF)
en lastres especies. Estos complejos resultaron estar com-
puestos por dos subunidades de pesos moleculares de
48,000y 43,000, delascualeslas subunidades de 48,000
de las tres especies resultaron ser altamente homélogas.
Enlineacon lo anterior, otros estudios han mostrado que
el suero de algunos marsupial es suramericanos (Didel phis
marsupialisy Philander opossum), inhiben laliberacion
de enzimas sarcoplasmicas (CK y LDH) de musculo es-
quel ético, inducida por el veneno de Bothropsjaracussu
(Melo & Suarez-Kurtz, 1988). En otro estudio (Soar eset
al., 1997) encontraron que el complejo anti-botrépico
(ABC) de Didelphisalbiventris, aislado del suero de este
animal, tiene caréacter acido y contiene 2 cadenasde 45y
48 kDa. Este complejo resulto ser efectivo para neutrali-
zar | os efectos hemorragi cos, miotéxicos, edematogénicos
y mionecréticos de los venenos de tres especies de
Bothrops, dentro de lo cual cabe destacar que este ABC
tambi én disminuy6 considerablemente laactividad delas
PLA_s de estos venenos (Soares et al., 1997). El ABC
extraido de Didelphismarsupialis(Neves-Ferreiraetal.,
1997), es un complejo de dos glicoproteinas acidicas de
un peso molecular de 42,600y 48,500, que mostro activi-
dad anti-hemorragica, anti-letal, anti-edematogénicay
anti-mionecrética. El suero del cual fue extraido este ABC
de Didel phismarsupial es result6 ser mas efectivo en neu-
tralizar los ef ectos hemorragicos de venenos de crotalinos
gue de viperinos. Este ABC inhibié casi completamente
lahidrolisis de caseinay fibrinégeno por parte del vene-
no de Bothropsjararaca. De importancia para su activi-
dad anti-hemorragica, el ABC tambiéninhibi6 ladigestién
por partedel veneno, de proteinasdelamatriz extracelular
como fibrina, fibrinégeno, gelatinas | y V, laminina,
fibronectinay colageno V. Estas proteinas son importan-
tescomponentes delamembranabasal de capilares, y por
lo tanto uno delos blancos de las SVMPs en su actividad
hemorréagica. Teniendo en cuenta toda esta actividad
inhibitoria del ABC, no es una sorpresa que sus efectos
anti-hemorréagicos sean al menos seis veces mas potentes

qgue los conseguidos con antivenenos convencionales
comerciales (Neves-Ferreiraetal., 1997). ABC no pudo
ser hidrolizado por el veneno de B. jararaca, lo cual, y
COmo ya se Vio, es una caracteristica comun de las
antihemorraginas; como también lo es el hecho de queel
ABC inactiva las SVMPs formando complejos no
covalentes con estas Ultimas. Ademas de ser probado con
venenos, el ABC también lo fue con otras enzimas
proteoliticas. Se encontré por ejemplo que en vez de ser
un inhibidor de quimiotripsina, el ABC esun sustrato de
estaenzima, yaquefuedigerido por lamisma. Ademéasde
ser incapaz deinhibir laquimiotripsina, el ABC tampoco
pudo inhibir otras enzimas proteoliticas no-venenosas
como tripsinay colagenasa bacterial (Neves-Ferreira et
al., 1997), lo cual no es unasorpresateniendo en cuenta
las caracteristicas comunes de estas anti-hemorraginas.

1.6.1.2.3.1. Antihemorraginastipo DM de Didelphis
marsupialis (Marsupialia: Didelphidae): DM40y DM 43:
Estudios posteriores han tratado de aislar y caracterizar
factores protectores especificosdel ABC de Didelphis, con
el fin de diferenciar cuales son efectivos y especificos
contralosdiferentesefectosdelosvenenosde serpientes.
En este sentido al menos 2 proteinas, DM40y DM43 han
sido aisladas de Didelphis marsupiales, bautizadas de
acuerdo ala especie de procedenciay peso molecular, y
caracterizadas como inhibidoras de los efectos hemorra-
gicos producidos por metal oproteasas presentes en
venenos de serpientes (Neves-Ferreiraet al., 2000). En-
contraron un peso molecular de 40,318 para DM40 y
42,373y 43,100 para DM43. Estos dos pesos de DM 43
encontrados en abundancias similares, indican lapresen-
ciadeisoformas probablemente con diferencias en su con-
tenido de acido N-acetilneuraminico, lo cual yahasido
reportado en anti-hemorraginas de serpientes y mamife-
ros (Neves-Ferreiraet al., 2000). Se encontr6 que ambas
proteinas eran muy &cidas con puntos isoel éctricos por
debajo de 3.5; untotal de 287 aminoacidosy un porcen-
taje de 20.5 de carbohidratos (ch) paraDM40, y 276 aay
29% ch para DM43. La glicosilacién permite que estas
proteinas sean solubles, sinlo cual no serian funcionales.
Estas dos anti-hemorraginas tienen composicién amino-
acidica similar, con alrededor del 45% del total de sus
aminoacidos presentando propiedades hidrof ébicas. Se-
gun Neves-Ferreiraet al. (2000) similares porcentajes se
encuentran en alBG y en los otras anti-hemorraginas
homélogas a ella (Herpestesedwardsii: AHF1/2y AHF3;
Didelphisvirginiana: OPRIN). Y también como en otras
proteinas de este grupo, se encontraron puentesdisulfuro,
vinculando seis cisteinas. La secuencia N-terminal de
DM40y DM43 resulté ser idéntica excepto por unadife-
rencia en la posicién 9, la cual es arginina en DM40 y
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prolina en DM43. DM40 y DM43 mostraron actividad
anti-hemorréagica en contra de |la jararagina de Bothrops
jararaca. Ademas en ensayos de laboratorio, DM40 y
DM43 inhibieron la tipica hidrdlisis que produce el ve-
neno de Bothropsjararaca del fibrinégeno, fibronectina
y caseina. DM 43 también mostro ef ectos anti-letal es, anti-
edematogénicos y anti-hiperalgésicos contra este vene-
no. Sin embargo, como se ha encontrado para otras
proteinas de este grupo, se demostré que DM40y DM 43
no tienen actividad enzimatica (Neves-Ferreira et al.,
2000). Como sucede con todas las anti-hemorraginas,
DM40y DM43 inhiben latoxinaal formar complejosin-
activos solubles no-covalentes con una razén molar de
1:1 (toxina:inhibidor). En otro estudio del mismo grupo
(Neves-Ferreiraet al., 2002), en el cual se concentraron
en las propiedades de DM43, se hallé que esta es una
proteinade 42,691 kDadelos cuales el 21% corresponde
aglicosilacién. El peso de laproteina nativaes de 78kDa,
de lo cual se concluy6 que existe como un homodimero.
Presentaunasimilaridad del 51% con alBG y homologia
con otras anti-SVMP: 86% con OPRIN de Didelphis
virginianus [de hecho Neves-Ferreira et al. (2000) di-
cen que DM 43 es |la contraparte de OPRIN en Didelphis
mar supialis] y del 44% con AHF-1 (Mangosta: Her pestes
edwardsii). El mismo grupo (Neves-Ferreiraetal. 2000)
detecté una homologia mas limitada con los dominios
tipo-lg de las moléculas KIR2 y KIRS3, las cuales son re-
ceptores que se encuentran en células asesinas. DM43
inhibe la actividad fibrinogenolitica de las proteinas
hemorragicas botrolisinay jararagina formando comple-
jos estables (estequiometria 1:1) con ambas metal o-
proteinasas. Como lo proponen Rocha et al. (2002) para
DM64, Neves-Ferreiraetal. (2002) proponenque DM 43
sea considerada una proteina del sistemainmune innato,
principal mente porque estructuralmente tiene muchas
caracteristicas comunesalosmiembrosdelaFSIG, y por-
gue ambas proteinas tienen la funcién de ofrecer protec-
cién circulatoria contra toxinas extranjeras.

1.6.1.2.3.2. Antihemorraginatipo DM de Didelphis
virginiana: OPRIN: Catanese & Kress(1992) aislarony
caracterizaron esta proteina a partir de Didelphis
virginiana. Encontraron que OPRIN tiene unamasade 52
kDa, y estaconformado por unasolacadenapolipeptidica
y residuos de carbohidratos. Esta proteinatiene un punto
isoléctrico entre 3.4y 3.6., siendo estable y funcional en
un rango de pH de 2.5 a11.5 y hasta a 70°C. Contiene
cuatro puentes disulfuro y presenta un 26% de glicosi-
lacién. OPRIN inhibi6 completamente las metal oproteasas
de los vipéridos Crotalus atrox, Crotalus basisliscus y
Bitis arietans, formando complejos metal oproteasa/
OPRIN, como es tipico de estos inhibidores de SVMPs.

Un dato importante es que estos autores (Catanese &
Kress, 1992) hallaron que mientras el suero completo de
Didelphis virginiana era activo tanto contra la metalo-
proteasa HT-a (la hemorragina mas activa de las dos) y
HT-b de C. atrox, OPRIN solo lo es contra HT-b, a partir
delocual, entre otros datos, estos autores predijeron que
Didelphisvirginiana, tenia a menos otra anti-hemorra-
gina ademas de OPRIN. Como ya se repas6 aqui, esto re-
sultd cierto con la caracterizacion de DM40 y DM43
(contrapartedeCPRIN) por Neves-Ferreiraetal. (2000).
Continuando con OPRIN, se hall6 que esta proteina solo
inhibié parcialmente a metaloproteasas de Crotalus
adamanteus (60%) y del el apido Dendroaspisagusticeps
(67%). Como erade esperarse de acuerdo alas caracteris-
ticas comunes repasadas aqui, para estas anti-SVMPs,
OPRIN no present6 actividad inhibitoria en contra de
metal oproteasas bacterianas, serin-proteasas de venenos,
tripsinabovina, chimotripsina, elastasaporcina, papaina,
pepsina, carboxipeptidasas A ni B. OPRIN tiene 211
ami nodci dos i denti cos al axdBG humana, conformando
esto un 36.5% de homologia. Se hallé un 46.2% de
homologia entre las secuencias amino-terminales de es-
tas dos proteinas. Como se ampliara mas adelante, la
a1BG tiene cinco dominios, deloscuales OPRIN muestra
homologia con los tres primeros (I alll), estando confor-
mada esta Ultima (OPRIN) por cuatro dominios (Catanese
& Kress, 1992).

1.6.1.2.3.3. Antihemorraginatipo DM de Philander
opossum (Marsupialia: Didelphidae): PO41: Jurgilaset
al. (2003) aislaron otraproteina anti-hemorragicade otro
mamifero marsupial suramericano: Philander opossum
(Marsupialia: Didelphidae). Se trata de la glico-proteina
PO41 bautizada, como las anteriores, por el animal de
donde fue extraiday por su peso molecular: 41,330 Da. El
peso de la proteina nativaresulté de 81.5 kDa, delo cual
se concluyo que estaexiste como dimero también, yasea
como homodimero o como heterodimero formado por
monoémeros muy similares. PO41 presentd reaccion cru-
zada con la fraccion antibotrépica de Didelphis marsu-
pialis (ABF-Dm) por o cual se concluyé que los factores
antihemorragicos de ambos animales tienen similaridad
antigénica. PO41 fue caracterizada como una proteina
fuertemente acida con un punto isoeléctrico por debajo
de 3.5, compuesta de 272 aminoé&cidos de los cuales un
42.5% son hidrof ébicos. Los contenidos de cisteinas (6)
y metioninas (4) son similares a las de DM40 y DM43,
caracterizadas por Neves-Ferreira et al. (2000). Segun el
grupo que la aislo (Jurgilas et al., 2003), la naturaleza
acidade PO41 se puede deber alapresenciade altas can-
tidades de residuos de aspartato y glutamato o la presen-
cia de acido sialico, oligosacarido frecuentemente
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encontrado en glicoproteinas. La secuencia N-terminal
de PO41 tiene 30 aminoé&cidosy eshomélogaalade DM40
(83.4%), DM 43 (93.4) y OPRIN (84.6%). Deacuerdo alos
ensayos cromotograficos, Jurgilas et al. (2003) Ilegaron
alaconclusién de que aunque PO41 actlla como dimero,
forma complejos no covalentes con la SVMP ainhibir,
con unaestequiometriade 1 subunidad de PO41: 1 mol é-
cula de SVMP, como ya se observ6 para DM40y DM43
(Neves-Ferreiraetal., 2000). Las SVMPs empleadas para
probar |a capacidad antihemorrégica de PO41 por parte
de Jurgilaset al. (2003) fueron jararaginay botrolisina,
ambas extraidas de la serpiente Bothrops jararaca. Los
efectos proteoliticosy hemorréagicos de estas dos SVMPs
fueron completamente inhibidos por PO41. De su simili-
tud con DM 40, 43 y OPRIN, se concluy6 que PO41 tam-
bién pertenece ala FSIG.

1.6.1.3. PLI tipo DM Extraido de Didelphis marsu-
pialis: DM 64: LaproteinaDM64, aisladay caracterizada
por Rocha et al. (2002) del suero de |a zariglieya o chu-
cha comun Didelphis marsupialis (Mammalia: Marsu-
pialia), es el primer inhibidor de miotoxinas aislado del
suero de un mamifero, y le confiere a este marsupial in-
munidad natural contra los efectos miotoxicos de las 11
PLA_s, uno delos principal es componentes del veneno de
serpientes vipéridas, de las cual es estos marsupiales son
predadores ocasionales. Sin embargo no evitalos efectos
anticoagul antes ni intracerebroventriculares|etalesdelas
I1 PLA,Asp49 (mt ). Estos lltimos son efectos enziméticos
deestas!l PLA,, |0 cual corroboro que en estas mol écul as,
las porciones miotodxicas son diferentes alas enzimaticas,
siendo DM 64 capaz de inhibir las primeras mas no las
Gltimas. Las |l PLA, Lys49 (mt I1), como ya se dijo, care-
cen de efectos cataliticos, por |o cual DM 64 inhibi6é com-
pletamente |os efectos de estatoxina. Rocha et al. (2002)
hallaron que DM 64 es una glicoproteina acidica con un
punto isoel éctrico de 4.5, compuesta por 15% de carbohi-
drato y con un peso molecular de 63,659 Da. Mediante
técnicas cromatogréficas se sugirié que laproteinanativa
existe como un dimero de 110 kDa. Esta proteina mostré
homologiaestructural con DM43y aOPRIN (contraparte
de DM43 en Didelphis virginianus: Neves-Ferreira et
al., 2000). Se hall6 unahomologiadel 78% con DM43y
OPRIN, y de un 50% con laalBG humana, miembro esta
Ultimade laFSIG (Ishioka et al., 1986). Estas proteinas
presentan dominios tipo Ig: 5 en DM64 (Rocha et al.,
2002) y o, B-glicoproteina (Ishioka et al., 1986), y 3 en
DM43 (Neves-Ferreira et al., 2002). Otras diferencias
entre DM64 y DM43 incluyen un gap, en la primera
(DM#64), de cinco aminoécidos en el tercer dominio (Ro-
cha et al., 2002), en un loop que se cree es importante
para la accién anti-metaloproteasa de DM43 (Neves-

Ferreiraetal.,2002). Ladiferenciamasimportante entre
DM43y DM64 es que esta Ultima, y como ya se implicé,
tienedos dominios adicionalesen el extremo C-terminal.
Segun Rocha et al. (2002) esto sugiere que laregion de
enlace con la miotoxina puede estar presente en estos
dominiosadicionalestipo Ig, y que por lo tanto estas dos
diferencias (gap amino-acidico y dos dominios adiciona-
les) podrian explicar ladiferenciade funcion entre DM 43
(anti-metal oproteasa) y DM 64 (anti-miotoxina).

1.7. Afiliacionesdelasproteinasantivenenotipo DM:
L as proteinas antiveneno tipo DM repasadas aqui, es de-
cir: DM40, DM43 (Neves-Ferreira et al., 2000); DM 64
(Rochaet al., 2002); OPRIN (Catanese & Kress, 1992);
PO41 (Jurgilas et al., 2003) AHF1/2 y AHF3 (Qi et al.,
1994a, 1994b) por propiedades fisico-quimicas (Perales
& Domont, 2002) son antihemorraginas de bajo peso
molecular (excepto DM64 que es una anti-miotixina).
Ademas, funcionalmente, y sin considerarlas inmuno-
globulinas, se pueden clasificar como parte de los meca-
nismos naturales o innatos de inmunidad (Lizano et al.,
2003; Neves-Ferreira et al., 2002; Perales & Domont,
2002; Rochaet al., 2002), dado que cumplen con la pri-
mera y mas importante caracteristica de las tres que se
requieren paraesta clasificacion: estos mecanismos estan
presentes antes de la exposicion a las macromoléculas
extranjeras, es decir, estan disponibles como macro-mol é-
culas solubles circulantes en la sangre, listas a proteger
contralatoxina(Lizano etal., 2003), asi estdnuncahaya
entrado antesalasangredel animal. Y teniendo en cuenta
sus secuencias aminoacidicas (Perales & Domont, 2002)
y por ende sus altas homologias con la 01BG humana,
son clasificados como miembros de la FSIG. De hecho
OPRIN y DM 64, son tomadas como o1BGs de Didelphis,
segun Catanese & Kress (1992) y Lizano et al. (2003),
respectivamente. Por |o tanto las proteinas tipo DM son
a1BGs.

1.7.1. a1B-GlicoproteinaHumana (1BG) y Familia
Supergen delas I nmuglobulinas (FSIG): LaalBG estu-
diadapor I shioka et al. (1986), tiene un peso molecular de
68 kDa, un porcentaje de carbohidratos de 13.3, y presen-
cia de heterogenicidad electroforética cerca de su punto
isoeléctrico (4.4 a4.6). Consiste de un solo polipéptido de
474 aminoécidos con cuatro oligosacéaridos glucosalinos,
dentro de lo cual cabe destacar un alto contenido de
Leucina(12.0 mol %). Tiene 10 residuos de cisteinavincu-
lados por 5 puentes disulfuro. LaalBG presenta duplica-
ciéninternay contiene 5 dominiosestructuralesrepetidos,
cada uno con 92-98 residuos. La homologia entre los 5
dominios es estadisticamente significativa; es posible que
el dominio |1l seael que evolutivamente este méas cercadel



132 REV. ACAD. COLOMB. CIENC.: VOLUMEN XXXI, NUMERO 118-MARZO DE 2007

bloque primordial de unos 95 aminoéacidos, pues es el que
mas homol ogiaguardacon losdemasdominiosdelamisma
proteinay con otras proteinas de la FSIG como el receptor
poli-lg (Ishiokaet al., 1986). Lasproteinastipo DM, por su
homologiaconlaalBG, hansido clasificadas dentro dela
FSIG. Una familia supergen es un conjunto de familias
multigénicas relacionadas por sus secuencias, es decir por
ancestriacomun, pero no necesariamente con funcionessi-
milares, y a su vez unafamilia multigénicaes un grupo de
geneshomdlogos con funcionessimilares (Hood etal., 1985).
Muchos genes delaFSIG son inmunoglobulinasy/o estan
involucrados en la respuesta inmune de vertebrados, y es-
tan constituidas por unidades polipeptidicasde origen evo-
lutivo comdn. Las similitudes entre estas unidades
homélogas se registran a niveles estructurales primarios,
secundariosy terciarios (Hood etal., 1985), como tambiéna
nivel de organizacién génica. Cadaunidad homologatiene
aproximadamente 110 amino-&cidosy tiene un puente cen-
tral de disulfuro a lo largo de 65 de ellos. Cada unidad
homéloga se pliega paraformar unaestructuraterciariacon-
servada, llamadael plegamiento delosanticuerpos. Parejas
de unidades homadlogas se pliegan para formar dominios
discretos. Otros miembros de la FSIG son polipéptidos de
superficie celular que ayudan en la respuesta inmune de
vertebrados y estan constituidos por una o mas unidades
homologas tipo inmunoglobulinas. A nivel de DNA, cada
unidad homéloga es generalmente codificada por un exén
particular, lo cual muestraunarelacién entrelas caracteristi-
cas estructurales de estas proteinas y la distribucion
intrones/exones de |os genes correspondientes (Hood,
et al., 1985). El gen que dio origen a la FSIG, podria
haber sido uno que codificara para una proteina de
superficie celular, la cual a su vez estaria conformada

por un péptido lider, unainmunoglobulinay unaregion
transmembranal. La tendencia a interactuar entre si de las
unidades de homologia de esta familia supergen, sugieren
quelaproteinaprimordial delamismapodriahaber sido un
homodimero. Y lagran variedad de proteinas presentes en
esta familia supergen podria haberse obtenido por los si-
guientes procesos: 1) Mutacién, delecidn e insercion de
nucl edtidos. 2) Mutacién, delecién, duplicaciony entrecru-
zamiento de exones. 3) Duplicaciony delecion de genes. 4)
Duplicacion de familias multigénicas compl etas.

De estaformalaevolucién de las proteinas miembros
lafamilia supergen delasinmunoglobulinas se acelerd, a
medida que |os cambios iban sucediéndose en niveles je-
rarquicos genéticos mas complejos e inclusivos, es decir
denucledtidosindividual es afamilias multigénicas com-
p etas (Hood et al., 1985). Teniendo en cuentalafigura4,
lafamiliasupergen delasinmunoglobulinasseinicio por
un receptor de superficie celular, el cual dio origen alos
siguientes “lingjes” principales: la glicoproteina Thy1,
el receptor Poli-1g, Inmunoglobulinas Pesadas, L yt2 (mo-
lécula T8), Receptores de Células T, MHC (Complejo de
Histocompatibilidad Mayor). Segin | shiokaet al. (1986)
la a1BG humanamuestrahomol ogiaestadisticamente sig-
nificativa con el componente secretorio de lalgA huma-
na (IgA-SC) y también con la porcién extracelular del
receptor para el transporte transepitelial de inmuno-
globulinas poliméricas (IgA elgM). Mostov et al. (1984)
citados por los mismos I shioka et al. (1986) resumieron
el largo nombre de esta Ultima proteina como Receptor
Poli-1g o Poli-1gR, y dijeron que este es el precursor dela
IgA-SC. En pocas palabras esto lo que esta diciendo es
que es la alBG muestrahomol ogia estadisticamente sig-

[ Inmunogichulinas Pasadas

e Lyt2 (T8}

Receptores Células T

Receplor Poli lg
WMHC Ciase |

~~~~~~~~~~~~~~~~~ MHC Clasa 1|

Thy1

Figura 4. Filogenia de la Familia Supergen de las I nmunoglobulinas (FSIG). Propuesta filogenética sobre las relaciones
evolutivas entre |os principales miembros de la FSIG modificada a partir de Hood et al. (1985) quienes se basaron en la
similaridad secuencial y estructural (exonica/intronica) entre los genes en cuestion.
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nificativacon el Poli-IgR. Por lo tanto se puede decir que
las proteinas antiveneno tipo DM pertenecen al linaje Poly-
IgR delagenealogiadelaFSIG (Figura4; Hood et al., 1985)?
Si la respuesta a esta pregunta es positiva, y teniendo en
cuentaque segun los mismosautores (Hood etal., 1985) el
Poli-IgR estacompuesto de 5 dominioscomo lo estin DM 64
y a1BG, sepodriapensar que DM43, quetiene 3 dominios,
desciende de DM 64 y no al revés como |o sugieren Rocha
etal. (2002)?

Discusién, conclusionesy preguntas pendientes

Ademas de las anteriores preguntas, ciertamente esta
revisién deja mas cuestiones por resolver y ayudaaiden-
tificar aspectos interesantes a investigar en cuanto a ser-
pientes, sus venenosy sus defensas. Es un “ macro-tema’
queinvitaa ser abordado desde varias disciplinas. Se ne-
cesita por ejemplo ayuda de la Epidemiologia y ramas
relacionadas paramejorar lacalidad y cantidad de las es-
tadisticas de accidentes ofidicos. En cuanto a biologia,
falta recabar mas datos de tipo morfoldgico (fosiles),
biogeogréafico y molecular para llegar a construir
filogenias of idicas menos controversiales. Dentro de esto
se destacan dosgrandestemasainvestigar: uno eslaevo-
lucion delas primeras serpientes (origen acuatico, terres-
tre o fosorial?), y las relaciones del grupo mas diversoy
menos estudiado de serpientes: los“colUbridos”. Tienen
los sistemas de veneno de |l os colubroideos un origen co-
mun? Parece que si, pero esto debe ser investigado mas a
fondo, dentro de lo cual, hacen falta otra vez, mas estu-
dios sobre los venenos de col Ubridos. Laacel erada evolu-
cion delosvenenos de serpientesretalaextendidateoria
neutral delaevolucién molecular, lo cual tambiénresulta
interesante. Ademas estos venenosy las defensas que han
evolucionado en las principales presas de las serpientes
colubroideas, |os mamiferos, son un interesante escenario
para estudiar casos de “carreras armamentistas evoluti-
vas”. De aqui saldrian varias preguntas, como: asi como
los venenos de serpientes estan evolucionando de una
formaacelerada, |0 estan las defensas contra estos en ma-
miferos también? Teniendo en cuentalo revisado paralas
propiedades antihemorragicas del suero de ardillas del
género Spermophilus se podria decir que no, pues lava-
riacioén interpoblacional en laefectividad de estas defen-
sas da para pensar que el desarrollo de éstas depende de
largos tiempos geol 6gi cos de exposicion a sus predadores
venenosos vipéridos. Pero teniendo en cuenta que tam-
bién se han observado propiedades antihemorragicas en
sueros de otros roedores, como muridosy heteromidos, y
teniendo en cuenta que Rodentia es el grupo de mamife-
ros que mas rapido esta evolucionando (camadas grandes
y generaciones cortas), no estaria este grupo, o al menos

los “roedores tipo raton” evolucionando defensas
antiveneno de serpientes de unaformaacel eradatambién?
Curiosamente, asi como en serpientes el grupo masdiver-
so Yy menos estudiado son los col Ubridos, en cuanto a de-
fensas antiveneno de serpientes, el grupo de mamiferos
menos estudiado son losroedores, | 0s cual es también son
el més diverso de la clase Mammalia.

Pasando acampos mas aplicados delabiologia, esde-
cir lamedicina, otras preguntasinteresantes son: ¢Cuando
aparecieron, como evolucionan y cémo llevan a cabo, a
nivel molecular, su accién antiveneno lasalBGstipo DM?
Las respuestas a estas preguntas ayudarian al desarrollo
de terapias anti-ofidicas mas efectivas, pues los
antivenenos convencionales son algunas veces solo par-
cialmente efectivos y pueden producir reacciones inmu-
nes adversas como choques anafil acticos, siendolosPLIs
y anti-SVMPs naturales potencialmente mas efectivos
(Hains & Broady, 2000, Lizano et al., 2003; Neves-
Ferreira et al., 1997, 2000; Ovadia, 1978; Pérez &
Sanchez, 1999; Soares et al., 2003; Thwin & Gopala-
krishnakone, 1998, Weissenberg et al., 1991). Estos es
lo que aqui sehallamado el interésdirecto delamedicina
en estos temas: el desarrollo de mejores terapias anti-
ofidicas. Ademas, y comoyasedijo, lasSVMPsy PLAsde
serpientes también tienen sus contrapartes endégenas
normales no venenosas, y muchas enfermedades son el
resultado de ladisrupcion del balance natural entre estas
y susinhibidores: entre PLAsy PLIs: asma, choques sép-
ticos, inflamacion, osteoartritis, reumatismo (Soar eset al.,
2003; Thwin et al., 2000); y entre MMPs y TIMPs:
arterioesclerosis, artritis, diabetes, neoplasias, y condi-
ciones oftalmicas, ortopétidas y periodontales (Pérez &
Sanchez, 1999). En este sentido por ejemplo Hains &
Broady (2000) encontraron en el eldpido Australiano
Notechis ater un PL1 (NAI) queinhibe lall PLA,s huma-
nasinvolucradasen artritis. Por lo tanto entre mas se sepa
de SVMPs y PLAs venenosas y de sus moléculas
inhibidoras, mas cerca se estara de darle solucién a estas
patologias (Hains & Broady, 2000). Esto constituye un
interés directo de la medicinaen estos temas: el parecido
delasinteracciones de PLAs-PLIsy SVMPs-antiSVMPs,
y las patologias no venenosas mencionadas.
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