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RESUMEN

Con base en los puntos aqui tratados, podemos considerar que todos los reportes recientes, tienden a sugerir que
existe mas de una proteina involucrada en la inhibicion de actividades hemostaticas en reptiles y principalmente
en el género Didelphis de mamiferos. Estas proteinas pueden ejercer su capacidad neutralizante de manera
aislada, como unidades con una alta especificidad por la enzima. Ademas, podrian sumar su capacidad inhibidora
actuando separadamente, asi como actuar como sub-unidades que dependan de su acoplamiento para favorecer
su inhibicion, existiendo como una mezcla de inhibidores especificos ¢ inespecificos, que actuen separadamente
o mediante una combinacion de algunas o todas las anteriores.

PaLABRAS cLAVE: Envenenamiento ofidico, Didelphis marsupialis, inhibidores de metaloproteinasas,
serpientes, venenos.

ABSTRACT

Based on the points discussed here, we can consider that all recent reports tend to suggest that there is more of
a protein involved in inhibiting hemostatic activities in reptiles and mainly Didelphis gender of mammals. These
proteins can exert its neutralizing ability in isolation, as units with high specificity for the enzyme. They could
add their inhibitory capacity acting separately, as well as acting as sub-units under their coupling to promote its
inhibition, existing as a mixture of specific inhibitors and nonspecific, acting separately or through a combination
of some or all of the above.

KEey worbps: Snake envenomation, Didelphis marsupialis, Metalloproteinases inhibitors, snakes, venom.

INTRODUCCION

Las serpientes venenosas exhiben en sus toxinas,
una de las adaptaciones animales mas interesantes de la
naturaleza. Los venenos han evolucionado como mezclas
complejas de sustancias organicas e inorganicas, que en
contacto con tejidos de otros animales, producen graves
alteraciones tisulares locales o sistémicas, permitiendo
la inmovilizacion, captura y digestion de presas, ademas
de facilitar la supervivencia y defensa ante enemigos
naturales y predadores. Las manifestaciones de dafio
tisular local, tales como hemorragia y mionecrosis, son
entre otros, uno de los efectos mas dramaticos en el
envenenamiento por serpientes de las familia Crotalidae
y Viperidae. La severidad puede extenderse desde una
leve hemorragia local, sin necrosis, en caso de los
envenenamientos menos graves, hasta necrosis muscular
y sangramiento en oOrganos distantes y el sitio de la
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mordedura, en los casos mas graves (Bjarnason y Fox
1994, Rengifo y Rodriguez-Acosta 2004 Nanjaraj et al.
2015).

La hemorragia y mionecrosis, es el resultado de
la combinacion de varios factores presentes en el
veneno. En la hemorragia, intervienen principalmente
factores enzimaticos como las toxinas hemorragicas,
generalmente metaloproteasas, y enzimas tipo-kalicreina
(Bjarnason et al. 1987, Asega et al. 2014), que degradan
las proteinas de la matriz extracelular y liberan
kininas del kininégeno, comprometiendo la integridad
estructural y funcional de la membrana basal (Baramova
et al. 1989). Estas enzimas, en conjunto con la accion de
factores secundarios que producen la incoagulabilidad de
la sangre, resultan en una permeabilidad alterada de los
vasos sanguineos, especialmente de los pequeios, lo cual
induce la salida de plasma y globulos rojos al espacio
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tisular (Ownby et al. 1974, Bjarnason y Fox 1994,
Rodriguez-Acosta ef al. 1998). Las toxinas hemorragicas
inicialmente fueron agrupadas segin su tamafo 6 peso
molecular, se ha propuesto clasificarlas de acuerdo a
la comparacion de sus secuencias, sin embargo, hasta
hace pocos afos, solo se contaba con la secuencia
parcial de algunas de ellas, lo que limito el uso de este
criterio (Bjarnason y Fox 1987, Gasanov et al. 2014).
Con el advenimiento de nueva informacion basada en la
comparacion de las secuencias, el uso de este criterio, se
ha generalizado. Hasta el momento, tomando en cuenta
su masa molecular, las hemorraginas son clasificadas en
cuatro clases, a partir de los datos provenientes de toxinas
de venenos de especies de serpientes: toxinas pequeiias,
medianas, y hemorragicas grandes, ademas toxinas de
gran tamafio, no tan hemorragicas, donde se ubican las
restantes (Bjarnason y Fox 1994, Hite ef al. 1992, 1994,
Rodriguez-Acosta et al. 2010).

La mionecrosis al igual que la hemorragia es producto
de la accion de varios tipos de toxinas (generalmente
basicas), en el veneno, incluyendo estructuras con
actividad fosfolipasa A, (PLA)), algunas de estas
toxinas, no tienen actividad catalitica sobre la membrana
plasmatica del musculo esquelético, ejerciendo sus
efectos al inducir el influjo de calcio, lo que resulta en un
dafio celular irreversible (Gutiérrez et al. 1991, Gutiérrez
y Lomonte 1995, Gasanov et al. 2014).

Las miotoxinas con actividad enzimatica, producen
dos tipos de lesiones: Una lesion, denominada lesion
delta, caracterizada por pequefias areas de lisis de la
membrana plasmatica, esparcidas a lo largo de toda la
fibra muscular. El caracter no difuso de esta lesion, es
producto de la accion sobre fosfolipidos y proteinas
especificas en la membrana. El segundo tipo de lesion
se caracteriza por un apilamiento no-funcional de las
miofibrillas afectadas (Johnson y Ownby 1993, Selistre
de Araujo et al. 1996). Analisis basados en observaciones
preparadas por microscopia intravital, han demostrado
que las fibras musculares expuestas a la miotoxina II,
responden inicialmente con contracciones cortas y fuertes,
que causan profundas alteraciones en la microvasculatura
local, lo que concuerda con el influjo de calcio a través
de la membrana plasmatica. Posteriormente, se pierden
las estriaciones a nivel local y la miofibrilla se retrae
en direcciones opuestas, hasta que ocurre su ruptura.
Esta lesion ocurre en varios puntos de la musculatura,
dejando segmentos de fibras hipercontraidas separadas
por espacios sin filamentos (Lomonte ef al. 1994).

En cuanto a la proteasas, estas act@ian hidrolizando
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los enlaces peptidicos que mantienen unidos a los
aminoacidos en las proteinas, alterando rapidamente su
estructura y funcion. La clasificacion de las proteasas se
basaen susimilitud estructural mas que en su especificidad
por algun sustrato, esto se debe a que existen proteasas
no especificas que pueden hidrolizar el enlace peptidico
entre cualquier par de aminoacidos. La clasificacion
estructural de las proteasas, se nombran y agrupa segun
algiin aminoacido particular, importante en la estructura
de su sitio activo, dicho sitio, y es generalmente una
region muy pequeiia. Han sido descritos cuatro tipos de
proteasas: serino, cisteino, aspartato metaloproteasas.
Estas, a su vez, consisten en cinco sub-familias: (i)
Termolisinas, (if) Astacina, (iif) Serratia, (iv) Veneno
de serpiente, y (v) las Matrizinas (Friederich y Tu 1971,
Peichoto et al. 2012).

No se conoce totalmente la funcion biologica de los
metales que componen los venenos de serpientes, se sabe
quealgunosdeelloscomoel Ca, Mg,y Mn, sonimportantes
para la estabilizacion estructural, mientras que otros
como el Zn, Cu, Fe, y Co participan en los mecanismos
cataliticos de algunos componentes enzimaticos de los
venenos, tales como las metaloproteasas (SVMPs) (Giron
etal . 2013a,b). Las metaloproteasas de matriz o matrizinas
(MMPs), al igual que las metaloproteasas del veneno
de serpientes, son una familia de zinc-endopeptidasas
relacionadas estructural y funcionalmente. En general,
estas enzimas, son capaces de degradar in vivo y/o in
vitro, toda clase de componentes proteicos de la matriz
celular, entre ellos, colageno intersticial y de membrana
basal, proteoglicanos, fibronectina y laminina, ellas estan
implicadas entonces en varios procesos de remodelaje
tisular asociados con desarrollo embrionario, gestacion,
crecimiento y cicatrizacion. El potencial catalitico de las
MMPs, es reducido por inhibidores tisulares endogenos
especificos de las mismas (TIMPs), e inhibidores no
especificos de proteasas (Bode et al. 1999, Salgueiro
et al. 2001). Ambos MMPs y TIMPs, mantienen un
balance equilibrado que permite el desarrollo normal
de estos procesos de remodelaje. Cuando este equilibrio
se rompe, el potencial catalitico se transforma en una
fuerza degenerativa, que resulta en patologias tisulares
como inflamacion, osteoartritis, ateroesclerosis, fibrosis,
crecimiento ¢ invasion tumoral y metastasis (Birkedal-
Hansen 1995).

Lasmetaloproteasasdel veneno deserpientes (SVMPs)
en su estructura y funcion se hayan relacionadas con las
Matrizinas y la familia de proteinas ADAMS (Friederich
y Tu 1971). Ellas se sintetizan en las glandulas de veneno
como zimogenos, los cuales sufren modificaciones
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post-traduccionales hasta su forma catalitica activa. Las
SVMPs, se pueden clasificar, de acuerdo a la estructura de
sus dominios en cuatro grupos basicos, desde P-I a P-IV.
En los cuatro grupos, la secuencia sefal, el pro-dominio y
el dominio catalitico estan altamente conservados, estos
tres dominios constituyen la estructura basica de la clase
P-1. La clase P-II, luego del dominio catalitico, tiene un
dominio desintegrina o tipo-desintegrina carboxilico
adicional. La clase P-III, también tiene un dominio
desintegrina y un dominio rico en cisteina carboxilico
adicional al dominio catalitico. La ultima clase, P-IV,
es similar a la clase anterior pero con un dominio de
union tipo lectina. En todas las clases existe un dominio
de ~169-residuos entre el pre-dominio y la secuencia
catalitica. Este dominio, se relaciona con la inactivacion
temporal de la metaloproteasa. Existe también una
secuencia espaciadora entre el extremo C-terminal de
la proteasa y el dominio tipo-desintegrina, la cual, le da
estabilidad estructural a toda la secuencia y ayudados
por el segmento rico en cisteina, le confieren capacidad
de interactuar con la estructura, para producir efectos
variados, como inhibicion de la agregacion plaquetaria,
disrupcion de la matriz celular 6 simple adhesion celular
(Jia et al. 1996, Sanchez et al. 2009).

Las MMPs se sintetizan con un péptido sefal de
~20 aminoacidos y son secretadas como una pro-forma
latente, que consiste en un pro-dominio N-terminal
de ~80-residuos, seguido por un dominio catalitico
de ~170 residuos, covalentemente unido a través de
un conector rico en prolina de 10- a 70-residuos, a un
dominio tipo-hemopepsina C-terminal de ~195-residuos,
este ultimo tiene una extension de 75 a 50-residuos, que
presumiblemente forma una hélice transmembranal y
un pequeno dominio citoplasmatico. EI dominio tipo-
hemopepsina, esta involucrado en el reconocimiento y
especificidad de las MMPs por los diferentes sustratos en
la matriz tisular (Bode ef al. 1999).

Con la caracterizacion de la proteina espermatica PH-
30, se inicio el hallazgo de un grupo especial de proteinas
de mamiferos que comparten una clara identidad
secuencial y estructural con las metaloproteasas de veneno
de serpientes (SVMPs) y las matrizinas (MMPs). Estas
proteinas, se denominan ADAMS, por tener un dominio
tipo-desintegrina adicional a su secuencia no catalitica,
homologa a la secuencia de las metaloproteasas. A pesar
de formar parte estructural de las membranas celulares y
tener estructuras analogas a las MMPs, las ADAMs, por
carecer de actividad enzimatica no cumplen funciones
degradativas ni participan en procesos de remodelaje de
la matriz tisular, pero su amplia distribucion en los tejidos
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animales, sugiere que esta clase de proteinas es muy
importante en la biologia celular. El potencial catalitico
de las secuencias homologas a las SVMPs en estas
proteinas, es una materia que aun debe ser comprobada
(Blobel et al. 1992, Jia et al. 1996, Kini 1996, Kini et al.
1997, Peichoto et al. 2012).

Se ha sugerido que las metaloproteasas de los
venenos, son variaciones patologicas de productos
celulares normales (Jia et al. 1996). Sin embargo, lejos
de ser una desventaja, ¢ indiferentemente de cual es la
molécula primaria entre estas tres estructuras homologas
ametaloproteasas, al estudiar la relacion funcional comun
de sus secuencias y las secuencias de sus inhibidores,
podemos introducir la idea de que es posible modular la
actividad biologica de cada una de estas. La formacion
de complejos con los TIMPs ¢ inhibidores de SVMP 6
bloqueantes de la accion de las ADAMs, es entonces
un modelo atractivo para el disefio de nuevas moléculas
terapéuticas (Bode et al. 1999, Escalante et al. 2000).

Inhibidores de actividad biologica de los venenos

Al referirnos al efecto de algunos inhibidores de
metaloproteasas, conociendo que el efecto biologico o
bioquimico de las toxinas de los venenos de serpientes,
depende, en parte, de la actividad proteolitica de las
toxinas, esta actividad ha sido descrita con detalle para
las hemorraginas (Bjarnason y Fox 1989, 1994, Giréon
et al. 2013a,b) y las miotoxinas (Gutiérrez y Lomonte
1995). La destruccion proteolitica de las membranas
basales, clasicamente ha sido prevenida 6 tratada con
antiveninas, las cuales, no siempre han demostrado ser
totalmente efectivas para impedir el dafio en el sitio de
la lesion, ya sea por reacciones anafilacticas tempranas
6 por el uso de antiveninas contra mezclas de toxinas
diferentes (Ownby et al. 1986, Daudu y Theakston 1988,
Gené et al. 1989, Carroll et al. 1992, Ferreira et al. 1992,
Theakston et al. 1992, Borkow et al. 1994, 1995, Rawat
et al. 1994).

Se ha explorado, la posibilidad de inhibir la actividad
de las toxinas, al emplear inhibidores peptidicos,
disenados para interactuar especificamente con las
mismas, a través de atracciones no covalentes con sus
cadenas laterales. Estos inhibidores, aparte de la secuencia
peptidica, estan compuestos por ligandos carboxilicos,
sulfidrilicos, clorometilicos, fosfonidatilicos, piro-
glutamatos o hidroxamatos, acoplados a los péptidos, que
le confieren a estos inhibidores sintéticos la capacidad
de presentar estos ligandos i6nicos al nucleo catalitico,
bloqueando la capacidad proteolitica de los iones de
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Zn**. El potencial inhibitorio de estos péptidos sintéticos,
depende de la secuencia de péptidos escogida y el
ligando acoplado (Stiirzebecher ef al. 1991, Bjarnason y
Fox 1994). Basandose en el mismo principio, también se
ha explorado la presencia de inhibidores endogenos en
los venenos. Se han hallado tripeptidos piro-glutamicos
en el veneno de Crotalus atrox, estos tienen la capacidad
de inhibir in situ las hemorraginas tipo HT-e, y se cree
que luego de ser inyectado el veneno, se pierde su accion
inhibitoria al diseminarse los componentes del veneno
en los tejidos, lo que disminuye los valores de Ki para
la hemorragina. Bajo estas condiciones, en los tejidos
afectados, los componentes del veneno se comportan
con una mayor afinidad por sus moléculas blanco en la
membrana plasmatica de los musculos 6 membrana basal
de los capilares. Esto limita a la actividad inhibitoria
de estos pequefios peptidos al medio glandular, lo que
permite a las serpientes evitar la hidrdlisis antes de
inyectar su veneno en sus presas (Robeva ef al. 1991,
Francis y Kaiser 1993, Sanchez y Rodriguez-Acosta
2008).

obtenidos de

Inhibidores endo6genos mnaturales

serpientes venenosas

Previamente se menciond que los inhibidores no
especificos de proteasas, en conjunto con los TIMPs,
contribuyen a mantener en equilibrio al potencial
degenerativo de las MMPs (Bode ef al. 1999). Se ha
investigado la utilidad de estos inhibidores endogenos de
proteasas en el bloqueo de la actividad proteolitica de las
toxinas de los venenos (Pifano ez al. 1993, Rodriguez-
Acosta et al. 1995a,b, Ramirez et al. 1999, Salgueiro et
al. 2001, Pineda et al. 2008, Chapeaurouge et al. 2009,
Rocha ef al. 2009, Leon et al. 2012, Asega et al. 2014).
Anai et al. (1998), investigaron la capacidad inhibitoria
endogena in vitro del suero humano y de la rata, frente
a la actividad proteolitica de una enzima hemorragica/
fibrinolitica, jararafibrasa I, purificada del veneno de
Bothrops jararaca. Ambos sueros, y especialmente el de
rata, fueron capaces de inhibir la actividad enzimatica de
la jararafibrasa I, y que esta actividad inhibitoria dependia
de la o, -macroglobulina (a.,-M) y de la murinoglobulina
(MG) en el suero de la rata, y de la o -macroglobulina
(o,-M), en el suero humano. Demostraron ademads por
electroforesis (SDS-PAGE) que estas a-macroglobulinas,
formaban complejos con la toxina. Se ha planteado que
la formacion de estos complejos, es parte importante
del mecanismo de accion de los inhibidores plasmaticos
conocidos. La enzima enddgena, al encontrar un
enlace sensible en la secuencia peptidica del inhibidor,
que conecta las globulinas, hidroliza los mismos,
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produciendo un cambio conformacional, que finalmente
envuelve irreversiblemente a la molécula (Heimburger
1974). Sin embargo, la capacidad inhibitoria de estas
a-macroglobulinas en la prevencion de los efectos
hemorragicos de las toxinas exdgenas provenientes del
veneno, es cuestionada para el humano. Principalmente,
porque las enzimas del veneno, pueden hidrolizar varios
enlaces del inhibidor enddgeno, in vivo ¢ in vitro, lo que
conduce a una inactivacion enzimatica del inhibidor.
Esto ocurre con la antitrombina III, al ser incubada
con venenos de serpientes pertenecientes a las familias
Crotalidae, Viperidae y Colubridae (Kress y Catanese
1980, 1981). Existen toxinas como las Proteinasas I y
II, del veneno de Crotalus adamanteus, que inactivan
totalmente a la o, -macroglobulina humana, produciendo
desequilibrios en las actividades inhibitorias de enzimas
importantes como la tripsina y quimotripsina. Ademas,
la tendencia de estos inhibidores a formar complejos con
las toxinas, es muy baja, y la cinética de inhibicién muy
lenta, lo que permite a la toxina actuar sobre sustratos
de alto peso molecular, inclusive bajo la presencia de
un exceso molar de a-macroglobulinas (Kamiguti et al.
1994).

Se conoce la resistencia de las diferentes especies
de serpientes a sus venenos y al de otras especies en la
misma familia. Esta resistencia caracteristica, se debe a
la presencia de inhibidores séricos especificos, siendo
mas eficaces y rapidos que los inhibidores séricos de
la rata y los seres humanos. Noguchi, en 1909, reportd
esta resistencia y especuld que la misma se debio a la
falta de “sitios receptores” en los tejidos de las serpientes
resistentes. Los primeros reportes al respecto, lograron
demostrar que la resistencia natural era una propiedad
protectora del plasma, resultado de un envenenamiento
no letal previo (Kellaway 1931). Nichol ef al. en 1933,
tratando de explicar la “inmunidad” de la especie Crotalus
molossus a su propio veneno, retaron a serpientes de
diferentes tamafos a agredirse. Discuten para entonces,
que las serpientes son resistentes y soportan por mayor
tiempo dosis mortales de su veneno, requiriendo
ademas mayores volimenes de veneno que un humano
o mamifero de mayor tamafio. Reportes posteriores,
tomaron como indicador de resistencia, el periodo entre
la administracion de una dosis de veneno conocida y la
muerte, introduciendo ademas el estudio del efecto de
diferentes especies de serpientes y su veneno (Swanson
1946), se comprobd que la resistencia es mayor entre
especies mas relacionadas, y que los venenos variaban en
su composicion y susceptibilidad, a la inhibicion de sus
efectos letales. Esta idea fue reforzada por los primeros
ensayos con prucbas de digestion de hemoglobina,
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donde la actividad proteolitica del veneno del Crotalus
adamanteus, fue inhibida mas efectivamente que el
veneno del Agkistrodon piscivorus, por el suero de la
Lampropeltis getulus floridana (Deutsch y Phipot 1956).
Deoras y Mhasalkar (1963), estudiaron la actividad
inhibitoria de los sueros de Vipera russelli, cobra'y Ptyas
mucosus, antes y después de precipitarlos con 34%, 50%
y 66% de sulfato de amonio, sobre el veneno de Vipera
russelli, cobra, krait y Echis carinatus. La actividad
antiveneno se registréo como el porcentaje de mortalidad,
luego de haber inyectado intraperitonealmente una
mezcla de 0,25 mL de suero con la dosis letal de veneno,
o como la desaparicion microscopica de los globulos
rojos de conejo al enfrentarlos a las mismas mezclas.
El suero de Vipera russelli, cobra y krait, protegio
a los ratones solo frente sus respectivos venenos,
mientras que el suero de Ptyas mucosus protegiod a los
ratones del veneno de cobra, krait y Vipera russelli.
No hubo resultados conclusivos frente al veneno de
Echis carinatus. Las propiedades inhibitorias del suero
de Vipera russelli, cobra y krait, se conservaron en el
sobrenadante, luego de remover el precipitado. Esto
sugirid que los factores antihemorragicos plasmaticos
de las serpientes estudiadas, representan un componente
proteico diferente al de las inmunoglobulinas. Omori-
Satoh et al. (1972), reforzaron esta sugerencia, al purificar
un factor antihemorragico del suero de la serpiente
Trimeresurus flavoviridis. Este factor, inhibe la toxicidad
letal y hemorragica del principio hemorragico HR-1, e
inhibe la ruptura de la membrana basal propiciada por
la hemorragina HR-2. Su caracterizacion le describio
con un peso molecular de 70 kDa, un coeficiente de
sedimentacion de 4,05, un pl de 4,0 y una posicion de
migracion cercana al area de la albumina y la a-globulina.
Este factor antihemorragico, empleando ensayos de
inmunodifusion, no formoé precipitados con factores
hemorragicos purificados o veneno completo de T
Sfavoviridis. Straight et al. (1976), obtuvieron resultados
similares empleando suero y veneno y hemorraginas
purificadas de Crotalus adamanteus. Posteriormente,
empleando proteinas purificadas de 7. flavoviridis, en
una columna de Sephadex G-100, la H2-proteinasa,
fue capaz de desplazar el pico de elucion entre el factor
antihemorragico y la '*’I-H_-proteinasa. Solo se obtuvo
actividad inhibidora de la proteolisis, al incubar el factor
con la H,-proteinasa de 7. flavoviridis. La actividad
proteolitica de la quimotripsina, tripsina o proteinasa-o
de veneno de Mamushi (Gloydius blomhoffii), no fue
inhibida, lo que revela la especificidad de especie de este
factor (Omori-Satoh 1977).

Diversos estudios han reportado y descrito la

existencia de factores séricos que neutralizan los efectos
del veneno de diversas especies de serpientes (Omori-
Satoh et al. 1994, Rodriguez-Acosta et al. 1995a,b,
Pérez y Sanchez 1999, Sanchez y Rodriguez Acosta
2008). Estos trabajos reflejan que la especificidad de la
resistencia varia de una especie a otra, y que la actividad
inhibitoria no esta limitada a un solo dafio patolégico,
sino que puede afectar las diversas manifestaciones de la
funcion degradativa, tales como: hemorragia, liberacion
de bradikininas, coagulopatias y mionecrosis. Ovadia
y Kochva (1977), evidenciaron que el suero de Vipera
palaestinae, podia neutralizar la actividad neurotdxica
y hemorragica de su propio veneno. El factor purificado
del suero, es una proteina termoestable con un peso
molecular de 56 kDa, que ademas no precipitaba con el
veneno en los ensayos de inmunodifusion. Las serpientes
Bothrops jararaca y Waglerophis merremii, presentan
factores que inactivan la capacidad coagulante de varios
venenos, estos factores migran en conjunto con las
bandas de fibrindgeno del plasma, el cual, tiene mucha
mas actividad inhibitoria que el suero de estas serpientes,
donde estan ausentes, ademas, tienen la capacidad de
inhibir progresivamente la actividad tipo-trombina del
plasma humano, sin embargo, esta actividad no fue
atribuida al fibrinégeno, abriendo la posibilidad de que
sea propia de una sustancia ligada a este (Nahas et al.
1983). El inhibidor de proteinasas en Bothrops jararaca
fue purificado por Tanizaki et al. (1991), a partir de
un esquema de tres pasos cromatograficos: (a) DEAE
Sephacel®, en 0,05 M Tris-HCIL, pH 7,5, con un gradiente
molar de 0,0 a 0,4 M de NaCl, (b) fenil Sepharosa, en
0,05 M Tris- HCI, pH 7,5, con 1 M de NaCly 1 M de
(NH,),SO,, y (¢) Bio Gel P, 0,05 M Tris HCL, pH
7,5. El pico final logré un aumento de 56 unidades, con
respecto a la actividad caseinolitica inicial de la muestra,
y presentd un peso molecular similar a otros inhibidores
(entre 50.000 y 90.000 Da), ademds, demostro
neutralizar la protedlisis inducida por la Botropasina
y la J proteasa, ambas metaloproteasas no especificas
del Bothrops jararaca que hidrolizan la caseina.
Weissenberg et al. (1992), fueron mas conservadores al
sugerir la especializacion de los inhibidores de actividad
proteolitica del suero de Crotalus atrox, sin embargo,
empleando antihemorraginas acidicas, purificadas, con un
peso molecular de 65 a 80 kDa (Weissenberg ef al. 1991),
obtuvieron actividad antiproteolitica en contra del veneno
completo o la hemorragina H7-e de C. atrox, probado
ante peliculas de gelatina tipo-I, azocolageno y colageno
tipo-1V, no asi para la actividad degradativa de la tripsina
frente a una pelicula de gelatina. Borkow et al. (1995),
purificaron un factor anti-hemorragico de la serpiente
Bothrops asper (BaSAH"), esta proteina demostro tener
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un peso molecular de 66 kDa y un p/ de 5,2. Demostro
ser mas efectiva inhibiendo la actividad hemorragica de
la toxina BaH1 de B. asper, que las inmunoglobulinas
polivalentes de caballo, de estas ultimas, se necesitaron
60 g, mientras que de la BaSAH, solo se emplearon 4
pg. Al igual que los inhibidores caracterizados por otros
autores, la BaSAH, no precipita con la BaH! en pruebas
de inmunodifusion, pero si forma complejos solubles
inactivos con la hemorragina, lo que fue indicado por
el desplazamiento del pico de elucion radioactivo de la
'2[-BaSAH al formar el complejo con el inhibidor. La
resistencia natural de las serpientes, no solo esta limitada
a las especies venenosas, el factor antihemorragico NtAH,
purificado del suero de la serpiente de agua no venenosa
Natrix tessellata, mostrd una banda con un pl de 4,5 y
un peso molecular de 880 kDa. No form6 una linea de
precipitacion con el veneno completo o la toxina BaH1
de B. asper. Las pruebas de ELISA y la cromatografia en
la columna de Sephacril S-200, indicaron la formacion
de un complejo soluble entre este inhibidor y la toxina
(Borkow et al. 1994).

Yamakawa y Omori-Satoh (1992), determinaron
la secuencia completa de aminoacidos del factor
antihemorragico del suero de habu (Trimeresurus
favoviridis). Este factor, resultd ser una glicoproteina
compuestapor323residuosaminoacidosytresasparaginas
(123, 185 y 263), unidas a cadenas de oligosacaridos.
La molécula ademas contiene dos copias del dominio
cistatina en la porcion N-terminal sobre la posicion
240. Estos dominios mostraron tener una homologia
cercana al 50% con las glicoproteinas o.,-HS humanas
(o,-HS), fetuina bovina y glicoproteina rica en histidina
del plasma humano (HRG). El extremo C-terminal no
cistatinico, presenta una secuencia unica, sin homologias
significantes a las proteinas antes mencionadas. El
dominio cistatinico doble, diferencia estructuralmente
a este, de los inhibidores naturales de metaloproteasas
caracterizados y secuenciados de otros animales. Huang
et al. (1999), purificaron un primer inhibidor ligeramente
mas pequeilo, entre 47 y 36 kDa, en presencia o ausencia
de o-mercaptoethanol. Este también resulté ser una
glicoproteina, diferente a las purificadas anteriormente del
suero de reptiles, con una especificidad marcada para el
género Trimeresurus. Posteriormente, fue determinada la
presencia de tres inhibidores enddgenos en Trimeresurus
mucrosquamatus, los mismos denominados pyroGlu-
Asn-Trp (pENW), pyroGlu-GIn-Trp (pEQW) o pyroGlu-
Lys-Trp (pEKW), fueron enfrentados ala SVMP TM-3 de
la misma especie, para estudiar la disposicion adoptada
por ambas moléculas co-cristalizadas. La interaccion del
inhibidor con TM-3 causa un desplazamiento leve de
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algunos residuos alrededor del sitio activo de la enzima,
proporcionando un espacio a los grupos carboxilicos
C-terminales del inhibidor, que se intercambian con las
moléculas metalicas en dicho centro (Huang et al. 2002).

En lineas generales, los subsecuentes reportes
de inhibidores de proteasas purificados del suero
de serpientes venenosas, coinciden en que son
glicoproteinas, con un peso molecular variable entre 36
y 80 kDa, y un mecanismo de accion, que a pesar de ser
no inmunolégico, es muy especifico y estable para el tipo
de toxina con la que se forman los complejos inactivantes
(Sanchez y Rodriguez Acosta 2008).

Resistencia natural a los venenos reportada para
animales homeotermos

En otro orden de ideas, la resistencia natural a los
venenos, también ha sido reportada para animales
homeotermos. Phisalix y Bertrand (1895), realizaron uno
de los primeros estudios sobre esta resistencia natural en
el erizo terrestre (Erinaceus europeus), frente al veneno
de Vipera berus. Para entonces, solo lograron determinar
que E. europeus, era 40 veces mas resistente que el acure
al veneno de V. berus. Posteriormente Phisalix y Bertrand
(1899), reportaron que la resistencia se debia a un factor
sérico, puesto que el suero de E. europeus, lograba
proteger al acure, del mismo veneno. Esta especie, luego
fue incluida por Ovadia y Kochva (1977), donde se
estudi6 el efecto neutralizador del suero de varias especies
de serpientes, dos especies de lagartos (Uromastix
aegiptius y Agama stellio), y seis mamiferos (Herpestes
ichneumon, Felis doméstica, Oryctolagus cuniculus,
Homo sapiens, Erinaceus europeus y Mesocricetus
auratus) sobre el efecto letal, en ratones, del veneno
de seis serpientes (Vipera palaestinae, Echis colorata,
Pseudocerastes fieldi, Aspis cerastes, Walterinnesia
aegyptia 'y Naja nigricollis), administrado por via
intravenosa. La mayor resistencia en estas pruebas, fue
observada en el erizo terrestre (E. europeus), el hamster
(Mesocricetus auratus) y la mangosta (H. ichneumon).
Particularmente, la mangosta, fue resistente a 20 LD,
(dosis letal ciecuenta) del veneno de W. aegyptia 'y a 10
DL, de N. nigricollis, sin embargo, su suero no protegio
a los ratones del efecto de estos venenos, por lo que se
sugirié que la resistencia natural de esta especie, se debe a
factores de resistencia no humorales, para estos venenos.

Pérez et al. (1978a), exploraron la resistencia al
veneno de Crotalus atrox en el suero de 40 especies
de mamiferos. Empleando pruebas de precipitacion
en anillo, proteccion sérica e inhibicion de actividad
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hemorragica, logro detectar resistencia en 16 de
estos animales. En este mismo estudio, el suero de
Neotoma micropus, fue capaz de neutralizar los factores
hemorragicos de varios venenos. No todos los animales
que presentaron resistencia al veneno de C. atrox y un
alto titulo de actividad antihemorragica, lograron formar
anillos en las pruebas de precipitacion. Los factores de
resistencia natural del N. micropus, son comparados con
los de serpientes venenosas, planteando ademas que los
diferentes inhibidores no son iguales, y que cada uno de
ellos puede ser empleado como parte de una terapia anti-
veneno mas efectiva (Pérez ef al. 1978b). De las especies
de mamiferos inicialmente estudiadas, tres mostraron
una marcada tolerancia fisiologica al veneno de C. atrox,
estas fueron: Sigmodon hispidus, Didelphis virginiana
y Neotoma micropus. En los ensayos de proteccion del
suero, D. virginiana y N. micropus, se comportaron de
manera similar en su capacidad protectora. Se necesito
aumentar 3,7 y 3,0 mg la DL,, de veneno, para poder
producir 50% de mortalidad en los ratones inyectados, al
ser protegidos con suero de N. micropus y D. virginiana
respectivamente. Fue necesario un incremento menor
de la DL para el S. hispidus. El titulo antihemorragico
(niimero de diluciones requeridas del extracto que logran
conservar actividad antihemorragica), de los extractos de
tejidos fue mayor para el N. micropus (4), seguido por los
titulos de D. virginiana (2) y de S. hispidus (1). El titulo
antihemorragico del suero fue igual para el N. micropus
y S. hispidus (64), requiriendo mas diluciones en el de
D. virginiana (128). Esta ultima especie, desarrollo
menores lesiones hemorragicas que el resto, con dosis
intradérmicas de veneno mayores. En otro experimento,
la actividad antiproteolitica de estos sueros, fue evaluada,
para nueve venenos de diferentes especies. Solo el suero
de D. virginiana, inhibio la proteolisis producida por el
veneno de C. atrox. La hidrolisis de caseina y gelatina,
se mantuvo intacta para otros venenos. Debido a que la
actividad proteolitica no fue neutralizada eficientemente,
se considerod que los mecanismos envueltos en la actividad
hemorragica y proteolitica, son diferentes. Bjarnason y
Tu (1978), reportaron cinco hemorraginas en el veneno
de C. atrox. Si el suero de estos mamiferos inhibe total o
parcialmente esta actividad, es posible pensar en: (a) la
presencia de un factor inhibidor de multiple accion sobre
las diferentes hemorraginas, o de () la presencia de mas
de un factor neutralizante (Pérez et al. 1979, Huang y
Pérez 1980, Sanchez y Rodriguez Acosta 2008).

Purificacion de los factores naturales de resistencia a
los venenos

A partir de los reportes de resistencia natural, no

tardan en aparecer los primeros esfuerzos dirigidos a
purificar estos factores de las especies mas resistentes.
De Wity Westron (1987a,b), complementan los esfuerzos
por purificar y caracterizar los inhibidores propios del E.
europeus. Empleando un gel de Sephacryl S-200, lograron
purificar y caracterizar una fraccion de macroglobulinas
antihemorragicas compuesta por o, -macroglobulina, o -
a-macroglobulina y a-macroglobulina, indistinguibles
de acuerdo a su actividad antihemorragica, proteolitica
¢ inmunoelectroforéticas. El peso molecular de estas
macroglobulinas vari6 entre 539 y 700 kDa. Esta fraccion
sérica, demostrd ser activa en contra del veneno de V.
berus. Empleando pruebas de inhibicion de la actividad
hemorragica, se determind la capacidad inhibitoria de los
extractos musculares del E. europeus, frente al veneno
de 17 especies de serpientes. Como era de esperar, en
los musculos de estos animales, se obtuvieron buenos
titulos de actividad antihemorragica para los venenos
de serpientes del género Bitis (de 3,5 a 18 mg) y Vipera
(de 5,9 a 15 mg). Sorprendentemente, el veneno de B.
Jjararaca, requiri6 de una menor cantidad (2,1 mg) de
extracto para inhibir 10 dosis hemorragicas minimas
del veneno. Los animales evaluados, se capturaron en
areas silvestres libres de serpientes. Las macroglobulinas
musculares responsables de lainhibicion de lahemorragia,
presentaron un peso molecular de 700 kDa, igual al peso
de las macroglobulinas plasmaticas, lo que refuerza la
idea de una resistencia no mediada por previos contactos
o inmunizaciones (Omori-Satoh ef al. 1994).

Pichyangkul y Pérez (1981), purificaron y
caracterizaron los factores antihemorragicos enel suerodel
Sigmodon hispidus, mientras que Garcia y Pérez (1984),
purificaron y caracterizaron el factor antihemorragico
del N. micropus. El factor antihemorragico de Sigmodon
hispidus, conservo una estabilidad a un pH de 3-10, con
un pl de 5,4 y un peso molecular de 90 kDa, el factor
purificado super6 20 veces la capacidad neutralizadora
del suero completo, sin precipitar con el veneno de
C. atrox. Por su parte, el factor antihemorragico de N.
micropus, demostrd tener un pl de 4,1, un peso molecular
de 54 kDa, fallando también en la formacion de lineas de
precipitado con el veneno de C. atrox. Estos resultados
sugirieron que en cada una de estas especies, habia un
unico factor, y que este se asemejaba a las a-globulinas.
Huang y Pérez (1982), sefialaron ultraestructuralmente,
que la inhibicion producida por los factores presentes en
el N. micropus, se extiende a los dafios mionecroticos
producidos por el veneno de C. atrox. Mientras que
en ratones, las fibras del biceps femoral inyectado se
observan necroticas y hemorragicas, las observaciones
ultraestructurales de las fibras musculares del N.
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micropus solo revelan engrosamiento de las mitocondrias
y figuras mieloides ocasionales. Para producir el mismo
daio ultraestructural, la dosis de veneno inyectada al V.
micropus, debid ser mayor, sin embargo los animales
sobrevivieron a la accion letal del veneno. Omori-Satoh
et al. (1998), compararon la actividad antihemorragica en
los extractos musculo esquelético de varios mamiferos.
Los extractos del E. Europeus (0,50 mg), Crocidura
russula (2,05 mg) y Talpa europaea (2,95 mg),
requirieron menor cantidad que el conejo (negativo),
raton (18,5 mg) o hamster (18,0 mg), para neutralizar 2,5
dosis hemorragicas minimas del veneno de B. jararaca
en la piel de ratones.

La purificacion de estos factores a partir del suero
de los diferentes mamiferos, sugiere que la resistencia
natural se debe a factores humorales. Sin embargo, Ovadia
y Kochva (1977), hallaron que el suero de Herpestes
ichneumon no presentaba factores de proteccion contra
el veneno de las serpientes Walterinnesia aegyptia y
Naja nigricollis, a pesar de su notable resistencia a estos
venenos. Tomihara et al. (1987), finalmente purificaron
tres factores humorales de resistencia natural contra los
principios hemorragicos del veneno de Trimeresurus
favoviridis, en otra especie de mangosta, Herpestes
edwarsii, lo que sugiere que este género, también presenta
un mecanismo humoral de proteccion. Los factores
denominados AHF-1, AHF-2 y AHF-3, presentaron un
peso molecular de 65 kDa, siendo estables en un rango
de pH de 2,0 a 11,0. La posibilidad de que estos factores
fueran o-globulinas, fue descartada al no formar lineas de
precipitacion con el veneno o los factores hemorragicos
HR I'y HR 2, purificados del mismo.

Debido a que estos factores no son a-globulinas, se
ha planteado que la resistencia natural es un caracter
transmitido genéticamente y no un mecanismo de
inmunidad activa. Poran et al. (1987), propusieron la
idea de que las defensas desarrolladas por la especie
Spermophilus beecheyi, era producto de una larga
asociacion entre el S. Beecheyi'y su predador el Crotalus
viridis oreganus. Demostraron amplias variaciones
intraespecificas e interespecie en los niveles de resistencia
natural reflejados porlas diferencias enlas DL, , y criterios
como mortalidad, necrosis y tiempo de cicatrizacion,
al ser comparados con diferentes poblaciones del S.
beecheyi, la especie susceptible S. parryii. Martinez et
al. (1999), lograron purificar un factor antihemorragico y
antiproteolitico en otra especie de ardilla, Spermophilus
mexicanus, luego de haber purificado el factor usando
un protocolo de cinco pasos, obtuvieron un incremento
de 607 unidades en la actividad especifica de un factor

379

27 veces mas puro con respecto a la actividad especifica
del suero completo. Este factor fue muy similar a los
otros factores inhibitorios humorales descritos desde las
primeras experiencias de De Wit y Westron (1987a,b).

Inhibidores de actividad proteolitica en el género
Didelphis

En cuanto a los inhibidores de actividad proteolitica
en el género Didelphis, este agrupa a diversas especies
de mamiferos ampliamente distribuidas en el continente
americano. Las especies del género distribuidas en
Venezuela, son el Didelphis marsupialis y Didelphis
albiventris (Pérez-Hernandez et al. 1994), esta ultima,
se encuentra repartida en los estados andinos y zonas
selvaticas del amazonas, a diferencia del D. marsupialis,
que es un habitante perenne de toda la geografia
venezolana. El D. marsupialis junto con su homdlogo
de D. virginiana, distribuido en Centro y Norteamérica
(Schmidly 1983), son animales que por su utilidad
han sido empleados en investigaciones biomédicas.
Destacando su uso como modelos experimentales en
gastroenterologia, neuroplasticidad, regulacion epitelial,
estudios de enzimologia celular, regulacion hormonal
de receptores y biologia basica de los procesos de
comportamiento (Jurgelsky y Porter 1974, Cohn 1989).

El primer reporte conocido acerca de la resistencia
natural de la familia Didelphidae, fue realizado por
Vellard (1945), en este y posteriores reportes (Vellard
1949, 1950), se plantea que: “la Gnica hipotesis posible
para explicar la resistencia de los Didelphis a los venenos,
es una inmunidad progresiva desarrollada en animales
carnivoros de vida nocturna, que deben tener con
frecuencia ocasion de encontrar las serpientes venenosas,
matandolas para alimentarse”. Ademas, sugirié que:
“esta inmunidad era adquirida y constantemente
reforzada pudiéndose transmitir por herencia”. Este
reporte comprendid tres especies de Didelphis en el
estudio: (a@) D. marsupialis, (b) D. aurita, y (c¢) D.
azarae. No distinguid los resultados individuales para
cada especie. Los Didelphis estudiados, resisticron la
letalidad y accion patogena de la inyeccion intramuscular
de veneno, y su suero, neutralizd los venenos de C.
terrificus, B. neuwiedii y B. jararaca, no asi el veneno
de Naja tripudians (familia Elapidae), de composicion
diferente. Los globulos rojos del Didelphis, resultaron
ser sensibles a la accién de cualquier veneno. No se
ha determinado la DL, para alguna de las especies del
género, debido al niimero de animales y la cantidad
de veneno requerida, sin embargo (Pérez et al. 1979),
reportaron que 1,121 mg/kg de veneno de C. atrox,
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caus6 hemorragia masiva y la muerte en Didelphis
virginiana. Se reportd que se requerian dosis de por lo
menos 10 mg, de veneno de C. terrificus, para producir
una caida acentuada de la presion, bradipnea o aumento
de la amplitud respiratoria en didelfidos suramericanos
(Vellard 1945). Kilmon (1976), reconstituyé veneno
de Agkistrodon p. piscivorus, inyectandolo intravenoso
a dosis de 15 mg/kg del D. virginiana, esta dosis,
correspondiente a mas de 5 dosis letales para perros de
15 kg, no tuvo efectos letales en estos animales, que
recuperaron los valores hemodindmicos normales a los
10 minutos de administrado el veneno. No fue reportado
edema, equimosis o necrosis notable en estos animales.
Werner y Vick (1977), empleando las DL conocidas
para mamiferos susceptibles, determinaron que D.
virginia, es resistente al veneno del Crotalus adamanteus,
C. atrox, Agkistrodon c. contortrix, A. piscivorus, A. h.
brevicaudata y A. bilineatus, de la familia Crotalidae.
Pero si es susceptible al veneno del Bitis arietans de la
familia Viperidae, Naja naja, N. naja atra, N. nivea y
Micrurus fulvius de la familia Elapidae, y Laticaudata
semifasciata de la familia Hydrophidae. Estos resultados
concluyeron en la proposicion de D. virginiana como
un modelo animal para el estudio de la resistencia a los
venenos, y coincidieron con la idea original de Vellard
(1945), de que la resistencia humoral natural podia ser
debida a “inmunizaciones naturales”.

Werner y Faiht (1978), continuaron explorando la
naturaleza de los factores de resistencia. Con este objetivo,
determinaron que el veneno de Agkistrodon piscivorus,
A. contortrix, C. atrox y C. adamanteus, reducia su
efecto letal al ir aumentando las concentraciones de suero
de D. virginiana, in vitro. Estos resultados no fueron
conclusivos. Menchaca y Pérez (1981), lograron purificar
un factor antihemorragico del suero de D. virginiana,
este, migro como una banda rapida y homogénea,
empleando electroforesis en geles de poliacrilamida, tuvo
un punto isoeléctrico de 4,1 y un peso molecular de 68
kDa, ademas, no produjo la protedlisis de la gelatina ni
precipito con el veneno crudo de C. atrox. Con respecto
al suero completo, al purificar, se logré un incremento de
204,8 unidades, en la actividad especifica con una pureza
6,4 veces mayor. Este proceso fue mejorado, al emplear
estas proteinas para producir anticuerpos monoclonales
secretados por células de fusion entre mielomas Sp2/0
y células del bazo de raton. Estos anticuerpos fueron
acoplados a una columna de 4B Sepharosa. Con este
método de purificacion, y con respecto al suero completo,
se logré un incremento de 150,5 unidades, en la actividad
especifica con una pureza 16,8 veces mayor. Ademas, al
analizar la fraccion antihemorragica producto del proceso

de cromatografia de afinidad, se obtuvieron dos bandas,
una pesada de 65 kDa y pl de 4,8, y dos bandas finas de
57k Day plde4,l1 (Tarng et al. 1986).

Perales et al. (1989), empleando la electroforesis en
celulosa acetato y PAGE convencional como criterios
de pureza, obtuvieron del D. marsupialis dos fracciones
heterogéneas protectoras del efecto letal del veneno de B.
Jjararaca, las denominaron AGP (glicoproteina acida) y
CM-III. Ambas tuvieron propiedades acidas y migraron
en la region de las a-globulinas en la electroforesis de
celulosa acetato. Las fracciones contenian carbohidratos
en su estructura y su peso molecular se ubicé entre 42 y
58 kDa.

Inicialmente (Werner y Vick 1977, Werner y Faith
1978), desconociendo los mecanismos de resistencia
natural del D. virginiana, se plantearon el valor de
la especie, como una herramienta en la busqueda
experimental de un tratamiento mas efectivo para las
victimas de accidentes ofidicos. No fue hasta después de
los primeros intentos de purificacion y caracterizacion,
que se iniciaron estudios sustentados, en cifras
experimentalmente aceptables, sobre la utilidad de los
factores séricos del Didelphis sp. y otros mamiferos como
tratamiento. Soto et al. (1988), estudiaron la actividad
antihemorragica y la inhibicion de la proteolisis, en el
suerode D. marsupialis'y N. micropus. Emplearon venenos
de 25 especies de serpientes de la familia Crotalidae.
Ambas especies de mamiferos neutralizaron la actividad
hemorragica. Todos los venenos mostraron actividad
hemolitica y proteolitica variada, en presencia del suero,
al emplear sustratos inespecificos. Esta variacion en la
proteolisis de los diferentes venenos, no pudo explicarse
por causas filogenéticas o adaptativas de las serpientes.
Melo et al. (1988), reportaron que el veneno de B.
Jjararacussu incubado con heparina o los componentes
acidicos purificados del suero de D. marsupialis, no fue
capaz de producir un aumento en los niveles de enzimas
sarcoplasmicas liberadas, especialmente en la Creatinin-
kinasa (CK) producida. Sugiri6 entonces, que este
efecto inhibidor se debia a la capacidad de formacion
de complejos, entre los inhibidores o el polianion
heparina, con las miotoxinas basicas no cataliticas
(Sanchez y Rodriguez Acosta 2008). Reportes similares
han demostrado que en la especie D. marsupialis,
también existe un complejo antibothrépico (ABC), que
es un inhibidor de las metaloproteasas del veneno, con
propiedades anti-edematogénicas (Perales et al. 1994), y
antihemorragicas, por lo menos seis veces mas efectivas
que las antiveninas convencionales (Neves-Ferreira
et al. 1997). Pifano et al. (1993), también reportan la
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propiedad neutralizante del suero de D. marsupialis,
frente a la actividad hemorragica y proteolitica del
veneno de B. lanceolatus (DL, de 0,5 mg/raton), luego
de usar el sobrenadante, libre de a-globulinas, resultante
de precipitar el suero completo con sulfato de amonio y
demostraron que los efectos del veneno de B. lanceolatus
son inactivados por una fraccion, denominada F-0.1,
proveniente del pasaje del suero de D. marsupialis por
una columna de DEAE-celulosa, con un buffer PBS 0,01
M, y un gradiente de 0,1 M de NaCl, dicha fraccion,
conservo las caracteristicas anti-hemorragicas y anti-
proteoliticas. Solo protegen las muestras de suero con
mas de 20 mg de proteina. Se difiere con la idea planteada
de que, el mecanismo envuelto en la neutralizacion de
la actividad hemorragica y proteolitica, en los venenos
involucre mecanismos diferentes. Rodriguez-Acosta et
al. (1995a), empleando SDS-PAGE para re-fraccionar
a F-0.1. Usaron un gel de acrilamida (5-10%), libre de
B-mercaptoethanol. Todas las bandas obtenidas fueron
extraidas por electroelucion. Aparecidé entonces, una
banda unica con un peso molecular de 97 kDa, que
neutralizaba la actividad hemorragica del veneno de
B. lanceolatus, esta proteina, tuvo un peso molecular
considerablemente mayor a las purificadas anteriormente
en D. marsupialis, pero parecidas a las descritas en suero
de B. jararaca (Tanizaki et al. 1991).

Los factores inhibitorios del D. marsupialis
aurita, fueron explorados antigénicamente para ver
su relacion con los factores antihemorragicos de las
serpientes (AHF). Para ello, se emplearon anticuerpos
anti-glicoproteinas purificadas del suero de Didelphis,
y anticuerpos anti-AHF. Empleando pruebas de
ELISA, los titulos de anticuerpos fueron determinados
empleando como antigenos los sueros completos del
marsupial, y cuatro especies de serpientes venenosas (B.
jararaca, B. alternatus, C. d. terrificus y W. merremil).
No se encontro alguna similitud antigénica entre los
factores protectores de las serpientes y sus homologos
en D. marsupialis aurita (Moura-da-Silva y Tanizaki
1989). Las propiedades antigénicas de los inhibidores de
metaloproteasas, han sido aprovechadas posteriormente.
Sanchez et al. (1998), reportaron que los inhibidores de
metaloproteasas unidos a una antihemorragina especifica,
pueden ser detectados con anticuerpos monoclonales
anti-inhibidores en un analisis Western Blot de cinco
pasos. Se desarrollé un anticuerpo monoclonal anti-
inhibidor (DV-2LD#2), que se une especificamente
a la anti-hemorragina de D. virginiana, previamente
incubada con veneno. Se sugirid la especificidad del
anticuerpo, porque la capacidad inhibitoria de la anti-
hemorragina es neutralizada por el DV-2LD#2. El DV-
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2L.D#2, no reaccionaba ni inhibia las anti-hemorraginas
del N. micropus. De esta manera, se pueden detectar
fracciones hemorragicas parcialmente purificadas, sin
tener que depender de la vida y costos de animales
experimentales.

Catanese y Kress (1992), purificaron
cromatograficamente un inhibidor de metaloproteasas
del D. virginiana, al cual, denominaron oprin (opossum
proteinase inhibitor). Empleando un esquema seriado
de cromatografias con DEAE-Sepharose, fenil-
Sepharose y una columna Mono Q HR 5/5, purificaron
una glicoproteina inhibidora de las metaloproteasas
del veneno de C. atrox. El oprin, no inhibi6 las serino
proteasas del veneno o metaloproteasas bacterianas.
Presentd un peso molecular estimado de 52 kDa y un pl
de 3,5. Empleando la columna Mono Q HR 5/5, y un
incremento en el gradiente de NaCl de 0,3 M a 1,0 M,
lograron separar y diferenciar los picos del complejo
oprin-o-proteasas de estos componentes separados.
El perfil electroforético demostrd la aparicion de un
pico, correspondiente al complejo unido y otro pico
correspondiente al oprin afiadido, en un exceso molar de
2:1. En el mismo trabajo, se secuenciaron previamente
dos secuencias internas de aminoacidos, a partir de estos,
se determind la secuencia de nucledtidos, que luego fue
empleada para sondear inmunolégicamente una genoteca
de ADNc de D. virginiana. Se obtuvo una secuencia de
211 aminoacidos que no mostré6 homologias con los
inhibidores de proteasas conocidos. Sin embargo, este
inhibidor tuvo una homologia general de 36%, y de
46% (26 residuos), en su extremo N-terminal, con la
glicoproteina del plasma humano ol-glicoproteina
(a1B-G), de funcion desconocida, con la cual comparte
cuatro dominios.

Catanese y Kress (1993), siguiendo un esquema de
purificacion de precipitacion del suero con sulfato de
amonio, seguido de cromatografia en DEAE-Sepharose
y fenil-Sepharose, purificaron posteriormente un nuevo
inhibidor, al cual, nuevamente secuenciaron parcialmente
y sondearon inmunologicamente en una genoteca de
ADNc de D. virginiana. El resultado demostré una
proteina madura de 389-residuos, que denominaron o.1-
PI, que al contrario de a1 -G, demostro tener homologias
de 51 a 58% con inhibidores de proteasas del tipo al-
PI, en mamiferos. A pesar de su similitud, o1-PI del D.
virginiana, conserva su actividad anti-metaloproteasas
de venenos, bajo condiciones inoperantes para la al-
PI humana. Estos reportes, dieron fuerza a la hipotesis
de que el mecanismo de resistencia natural en ciertos
animales, se debe a mas de un inhibidor proteico
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similar a las macroglobulinas, que pueden unirse a las
metaloproteasas neutralizando su capacidad hemorragica
y degenerativa.

Los primeros hallazgos reportados, en general,
conducian a la existencia de una sola proteina de gran
tamafio. Curiosamente los hallazgos de Rodriguez-
Acosta et al. (1995b), sobre una banda Ttnica
relativamente densa con un peso molecular de 97 kDa,
correspondian a casi el doble del tamafo reportado por
otros autores. Es importante notar, que esta banda fue
extraida por electroelucion, luego de haberla separado en
SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras. Es bastante
probable que el factor inhibidor, pueda ser una estructura
dimérica, que migréd inalterada y completa en el gel
libre de B-mercaptoetanol. Perales et al. (1994), habian
sugerido la naturaleza dimérica de los inhibidores séricos
en marsupiales, al cromatografiar una fraccion anti-
bothropica (ABF) de 84 kDa, a partir del suero completo
de D. marsupialis, Philander opossum, Lutreolina
crassicaudata y Metachirus nudicaudatum, empleando
DEAE-sefacel, en acetato de sodio 0,01 M, pH 3,7.
Las ABF, fueron las ultimas registradas en el patron
cromatografico, comportandose como formas acidicas.
La fraccion correspondiente al M. nudicaudatum, fue la
unica que no mostrd ser anti-bothropica. La ABF, fue
filtrada en una columna de TSK G-3000, empleando
un buffer fosfato a pH 7,0, 0,1 M. Se recromatografio
esta fraccion en SDS-PAGE, 12,6%, apareciendo dos
bandas, correspondientes a dos subunidades de 48.000 y
43.000 Da, repartidas a lo largo de la fraccion ABF. Las
unidades de 48 kDa, en las diferentes especies, de las
dos, fueron las tinicas con homologias secuenciales en
su extremo N-terminal, y requerian de la unidad menor,
de 43 kDa, para ser funcionales. Ninguna presento
homologias con cualquier otra proteina conocida. Lovo-
Farah et al. (1996), también aislaron una proteina de 43
kDa con propiedades anti-bothropicas. Esta proteina
(DA2-II) separada de una fraccidn inicial (DA2), era
homologa en su extremo N-terminal con las proteinas de
48 kDa descritas previamente por Perales et al. (1994),
para D. marsupialis, P. opossum 'y L. crassicaudata.

Neves-Ferreira et al. (2000), purificaron dos proteinas
antihemorragicas, a partir del suero de D. marsupialis.
El mismo, fue inicialmente sometido a DEAE-Sephacel,
seguido de fenil-Sepharose y Superdex 200. El resultado
final fueron dos proteinas: (a¢) DM40, de 40318 AMU,
y (b) DM43, de 43010 AMU, con dos isoformas. Por
SDS-PAGE, sus pesos moleculares resultaron ser 44,8
y 47,3 kDa para DM40 y DM43 respectivamente.
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Ambos tuvieron p/ menores a 3,5 y porcentajes de
glicosilacion variables entre 20,5 y 29,0%. Sus extremos
N-terminales, fueron casi idénticos, u homologos a
los oprin presentes en el suero de D. virginiana. Por
medio de PAGE vy filtracion cromatografica no se pudo
demostrar la evidencia de que DM40 y DM43 formaran
complejos de algiin tipo. Ambos tuvieron actividad
antihemorragica y antiproteolitica en contra del veneno
de B. jararaca. Recientemente, Neves-Ferreira et al.
(2002), analizaron estructural y funcionalmente al
inhibidor DM43. El mismo, demostré ser homologo a
la a1B-glicoproteina humana, una proteina plasmatica
de funcion, hasta el momento, desconocida y que forma
parte de los transcriptos de la superfamilia de los genes
de inmunoglobulinas. Se determiné experimentalmente
que el inhibidor es un homodimero formado por dos
unidades de DM43, cada una de las cuales tiene tres
dominios tipo-inmunoglobulina. Aparte de su capacidad
antihemorragica, este homodimero fue capaz de inhibir
la capacidad fibrinogenolitica de la jararhagina y la
botrolisina, formando un complejo estequiométrico
1:1 con ambas metaloproteasas. Estos autores, también
sugirieron en su reporte que el dominio metaloproteasa
es importante para la interaccion inhibitoria del
homodimero de DM43, lo que concuerda con los
datos cristalograficos reportados para los inhibidores
endogenos de la metaloproteasa de Trimeresurus
mucrosquamatus (Huang et al. 2002).

La posibilidad de que la inhibicién natural de la
toxicidad de los diferentes componentes del veneno
descanse sobre una molécula, ha sido despistada
inicialmente para el D. virginiana (Catanese y Kress
1992, 1993), y posteriormente para el D. marsupialis,
con el reporte de la existencia de las proteinas DM40
(Neves-Ferreira et al. 2000) y mas recientemente DM64
(Rocha et al. 2002). Esta tltima fue clonada y reportada
fisicoquimica y bioldégicamente como un inhibidor
acidico especifico de la miotoxicidad, con un 15% de
glicosilacion y una masa molecular de 63,659 Da. Esta
proteina homologa a DM43 y la o B-glicoproteina
humana, result6 ser un inhibidor especifico para la accion
miotdxica y citotoxica de las miotoxina I (mt-1/Asp49)
y miotoxina II (mt-1I/Lys49) del veneno de B. asper,
siendo incapaz de neutralizar la accion anticoagulante
y letalidad intracerebroventricular, dependientes
actividad catalitica de la mt-I (disociada de su actividad
toxica), o la accion hemorragica y fibrinogenolitica de
la jararhagina o botrolisina. El hecho que la proteina
DM43, no tenga actividad antimiotoxica reportada y
que ademas no forme complejos con jararhagina C, sin
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dominio metaloproteasa (Neves-Ferreira et al. 2002),
refuerza la idea de que en general los inhibidores
naturales del género Didelphis son muy especificos,
y que dicha especificidad ha resultado de una co-
evolucion funcional con las variadas toxinas presentes
en los venenos (Menez 1998, Valentin y Lambeau 2000,
Sanchez y Rodriguez Acosta 2008).

Consideraciones finales

Con base en los puntos antes tratados, podemos
considerar ciertos aspectos importantes. Todos los
reportes recientes, tienden a sugerir que existe mas
de una proteina involucrada en la inhibicion de la
actividad hemorragica en el género Didelphis. Una de las
interrogantes mas atractivas sobre el tema, se relaciona
con la creciente divergencia en cuanto al nimero de
proteinas inhibidoras caracterizadas. Las variadas
proteinas pueden entonces: (a) Ejercer su capacidad
neutralizante de manera aislada, como unidades con una
alta especificidad por la “enzima blanco”, (b) sumar su
capacidad inhibidora actuando separadamente, (c¢) actuar
como sub-unidades que dependan de su acoplamiento
para favorecer su inhibicion, (d) existir como una mezcla
de inhibidores especificos e inespecificos, que actiien
separadamente, o (e) una combinacion de algunas o todas
las anteriores.

Al contrario de su estructura y mecanismo de accion,
el aspecto donde hay mas coincidencia, es el atribuirle
a los inhibidores un caracter acido, con un pl, cercano
a 4. Es factible que el comportamiento acido de los
inhibidores, se complemente con el caracter basico de las
toxinas, de esta manera se ve favorecida la probabilidad
de acercamiento entre sus formas activas (Gutiérrez y
Lomonte 1995).

El suero sanguineo de cualquier animal, es uno de
los fluidos mas heterogéneos conocidos. Centrandose
en los aspectos basicos del comportamiento bioquimico
de las proteinas y en el bajo punto isoeléctrico de los
inhibidores, podemos elaborar esquemas racionales de
purificacion, que nos conduzcan a las formas moleculares
involucradas. La existencia de multiples factores, motiva
a idear estrategias que faciliten la obtencion cualitativa
y cuantitativa de la fraccion antiveneno, facilitando
la purificacion y caracterizacion definitiva de sus
componentes.

Los inhibidores séricos de metaloproteasas, tanto
en reptiles, como en mamiferos, han sido obtenidos
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convencionalmente por procesos lentos, con bajo
rendimiento cuantitativo, que involucran la muerte
o eventual sacrificio del animal (Jurgilas et al. 1999,
Neves-Ferreira et al. 1999), es por ello que quisimos
proponer su obtencion, utilizando otras metodologias de
produccion (Salgueiro et al. 2001).

El higado es un organo de fragmentacion y sintesis
de agentes xenobidticos y numerosas moléculas
organicas (Ganong 2010). Se ha comprobado Ila
capacidad de sintesis celular que poseen los hepatocitos
en marsupiales, los cuales, poseen un aparato de
expresion molecular elaborado, desarrollado para
responder a las necesidades de antihemorraginas y
diversas moléculas orgéanicas (Catanese y Kress 1992,
1993). Las técnicas de cultivo primario de esferoides
hepaticos de mamiferos, caracterizan al mismo como
un modelo bien diferenciado de estudio in vitro, donde
coexisten células con una gran capacidad metabdlica
y de reordenamiento citoarquitectonico (Seglen 1976,
Landry et al. 1985, Li et al. 1992, Tong et al. 1992).
Los planteamientos anteriores, nos condujeron, a la
proposicion de un estrategia de purificacion y posterior
caracterizacion, basada en la hipdtesis de que es posible
obtener las diferentes antihemorraginas (inhibidores de
metaloproteasas), del sobrenadante de cultivos primarios
de esferoides hepaticos de D. marsupialis, a partir de la
cual, se puedan purificar y caracterizar estas moléculas,
de una fuente menos heterogénea de proteinas (Salgueiro
et al. 2001).

La purificacion de especies moleculares responsables
de la inhibicion natural, avanzé inicialmente con el
estudio de la actividad antihemorragica (Pérez y Sanchez
1999). Sin embargo, los tltimos reportes y la generacion
de ensayos con técnicas mas especificas e innovadoras,
tienden a demostrar que se puede discernir entre las
diferentes propiedades antitoxicas, y que nos podemos
aventurar en la idea de que la inhibicion responsable de
la resistencia natural se atribuye, en el caso del género
Didelphis, a moléculas diferentes con diferentes grados
de homologia.
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