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RESUMEN
Se presenta y discute el papel que juegan las metalopro-
teinasas de los venenos de serpientes (SVMPs) de 1a familia
Viperidae en la fisiopatologia de los envenenamientos in-
ducidos por mordeduras de estos reptiles. Se hace especial
énfasis en los mecanismos mediante los cuales estas enzi-
mas inducen hemorragia. Asi mismo, se discuten otros efec-
tos que resultan de la accion de estas enzimas, tales como
la necrosis muscular, la formacion de ampollas y flictenas, y
la coagulopatia. Finalmente, se analiza el rol que juegan las
SVMPs en la deficiente regeneracion de tejido muscular que
caracteriza estos envenenamientos.

PALABRAS CLAVE: serpientes; venenos; metaloproteinasas;
hemorragia, dano tisular.

ABSTRACT
The role played by snake venom metalloproteinases (SVMPs)
in the pathophysiology of envenomings induced by snakes of
the family Viperidae is discussed. The mechanisms involved
in the ability of these enzymes to generate hemorrhage are
presented, together with an analysis of other pathological
effects induced by SVMPs, such as myonerosis, blistering
and coagulopathy. Finally, the role played by these enzymes
in the poor skeletal muscle regeneration characteristic of
viperid snakebite envenomings is analyzed.
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INTRODUCCION

Los venenos de serpientes constituyen secreciones de enorme
complejidad bioquimica, con una alta concentracion de proteinas,
muchas de las cuales presentan efectos toxicos que les permiten
a las serpientes inmovilizar a sus presas y, en algunos casos, efec
tuar una predigestion de las mismas. Los estudios proteomicos de
venenos de serpientes han revelado la existencia de una gran can-
tidad de proteinas, las cuales sin embargo se pueden dlasificar en
un numero limitado de familias (Calvete, 20m). Los venenos de ser-
pientes de la familia Viperidae presentan, en general, una alta con-
centracion de metaloproteinasas dependientes de zinc (en inglés
‘snakevenommetalloproteinases, SVMPs). Estas SVMPs pertenecen
a la familia M2 de las metaloproteinasas, junto con las ADAMs

(a disintegrin and metalloproteinase’), con las cuales forman la
subfamilia de las ‘reprolisinas’ (Fox y Serrano, 2005), las cuales a su
vez forman parte de las ‘metzincinas, junto con las astacinas, ser-
ralisinas y metaloproteinasas de matriz. Las metzincinas se carac
terizan por presentar una secuencia consenso en el sitio catalitico
(HExxHxxGxxH) y luego una regién conteniendo un residuo de
metionina (Metturn’).

Las SVMPs juegan un papel central en las dos funciones princi-
pales de los venenos, esto es, en la inmovilizacion y muerte de las
presas y en la predigestion (Gutiérrez et al, 2010). Ademas de su
actividad digestiva, las SVMPs ejercen una serie de efectos toxicos
relevantes, entre los que destacan su actividad he-
morragica, su capacidad para generar necrosis como consecuen-
cia de la isquemia, su actividad procoagulante, la inhibicion de la
agregacion plaquetaria y la degradacion de la matriz extracefular,
entre otros efectos (Gutiérrez et al, 2010). Dada la relevancia de
estas enzimas en los venenos de vipéridos, diversos grupos han
avanzado en la caracterizacion mole-
cular de estas proteinasas y en la comprension de los mecanismos
mediante los cuales provocan alteraciones fisiopatologicas y pa-
tologicas. El presente trabajo resume algunos de estos hallazgos.
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ESTRUCTURA Y CLASIFICACION DE LAS SVMPs

Las SVMPs difieren notoriamente en sus masas moleculares,
las cuales van desde 22 kDa hasta mas de 70 kDa (Fox y
Serrano, 2005). Esta heterogeneidad se debe a las variacio-
nes en la composicion de dominios de estas enzimas. Todas
las SVMPs presentan, en su proteina madura, un dominio
metaloproteinasa, el cual contiene la secuencia de union a
zinc y el bucle donde se encuentra la metionina. Las SVMPs
que presentan unicamente este dominio se clasifican en

1a clase PI. Algunas SVMPs presentan, ademas del dominio
metaloproteinasa, un dominio disintegrina, constituyendo la
clase Pll. En muchos casos este dominio disintegrina es
liberado como consecuencia de la accion proteolitica,
aunque unas pocas SVMPs presentan los dos dominios en la
proteina madura (Fox y Serrano, 2005). Las SVMPs clasifica-
das en la clase Plll contienen, ademas del dominio metalo-
proteinasa, un dominio tipo-disintegrina y un dominio rico
en cisteina. Dentro de esta clase Plll hay algunas enzimas
que presenten una subunidad adicional, una proteina tipo
lectina tipo C, unida a la cadena con tres dominios mediante
puentes disulfuro. Dentro de las clases Pll y Plll existen varias
subclases dependiendo de si se trata de proteinas dimérica-
so con base en otras caracteristicas (Fox y Serrano, 2005). Se
conoce la estructura 3D de una serie de SVMP de la clase PI

y de algunas SVMPs de 1a clase PIll, las cuales se disponen en
forma de C, con el dominio rico en cisteina ubicado cerca del
dominio catalitico (Escalante et al.,, 2011b). Se ha propuesto
que la evolucion molecular de las SVMPs se basa en el ‘reclu-
tamiento’ ancestral de un gen que codifica para una ADAM,
seguido de un proceso evolutivo molecular basado en pér-
dida de dominios, evolucion acelerada y neofuncionalizacion
de los dominios remanentes (Casewell et al., 2011). SVMPs de
1a clase Plll han sido aisladas de venenos de serpientes de las
familias Viperidae, Elapidae, Atractaspididae y Colubridae
(sensu lato), en tanto SVMPs de las clases Pll y Pl solamente
se han descrito en venenos de la familia Viperidae (Gutiérrez
et al., 2010).



ACTIVIDADES TOXICAS DE LAS SVMPs

La actividad toxica mas estudiada de las SVMPs es su ca-
pacidad para inducir hemorragia, tanto a nivel local como
sistémico. Este efecto acarrea consecuencias fisiopatologicas
variadas y complejas, ya que contribuye a la patologia local
del envenenamiento, asociada con la destruccion de tejido,
que lleva frecuentemente a secuelas permanentes, y con
alteraciones hemodinamicas severas que pueden culminar
en un choque cardiovascular (Gutiérrez et al., 2005). Pero
ademas, las SVMPs son capaces de inducir necrosis muscu-
lar, probablemente como consecuencia de 1a isquemia resul-
tante de la destruccién microvascular (Gutiérrez et al., 1995).
Ademas, inducen formacion de flictenas (Jiménez et al.,
2008) y contribuyen con las coagulopatias caracteristicas de
envenenamientos por vipéridos, ya que hay SVMPs que acti-
van el factor X de la coagulacion y la protrombina, generan-
do la formacién de microtrombos, con la consecuente des-
fibrinogenacion y alteracion de las pruebas de coagulacion
(Gutiérrez et al, 2010). Algunas SVMPs de la clase Pl son
capaces de inhibir 1a agregacion plaquetaria inducida por el
colageno y otros agonistas (Kamiguti, 2005). Por otra parte,
las SVMPs contribuyen con la inflamacion caracteristica de
la accion de estos venenos (Teixeira et al., 2005).

MECANISMO DE ACCION DE SVMPS HEMORRAGICAS
Los estudios ultraestructuraleshan demostrado que las
SVMPs hemorragicas provocan lesiones drasticas en los va-
sos capilares muy rapidamente despueés de la inyeccion en
animales de laboratorio (Gutiérrez et al,, 2005). Los capila-
res afectados presentan evidentes alteraciones tanto en las
células endoteliales como en la membrana basal (MB). En el
caso de las células endoteliales, estas disminuyen el numero
de vesiculas pinocitoticas, se distienden y adelgazan y, even-
tualmente, se rompen (Gutiérrez et al,, 2005, 2006). La es-
tructura de la MB se altera, con pérdida de su integridad y
de su continuidad. Cuando se analiza este efecto mediante
inmunohistoquimica, con anticuerpos contra los componen-
tes de la MB, se observa una clara pérdida de tincion para
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laminina, nidogen y colageno tipo IV (Escalante et al., 2006).
No obstante el conspicuo efecto patologico observado en
las celulas endoteliales de los vasos capilaresin vivo, cuando
lineas de endotelio son expuestas in vitro a SVMPs hemo-
rragicas, no ocurre efecto citotoxicoagudo equivalente a lo
que se observa in vivo. Lo que se observa es un despegue de
las células de su sustrato, sequido, varias horas después, por
muerte celular apoptoética (Diaz et al,, 2005).

La discrepancia descrita entre las observaciones in vivo
e in vitro se pueden explicar mediante una hipdtesis que
plantea que la hemorragia inducida por las SVMPs ocurre en
dos pasos: inicialmente las enzimas actuan sobre sustratos
ubicados en la MB, resultando en un debilitamiento de la
estabilidad mecanica que dicha MB provee a la estructura
de los vasos capilares. Como consecuencia de dicho debili-
tamiento, in vivo, se desencadena el sequndo paso del pro-
ceso: las fuerzas biofisicas que normalmente operan en la
vasculatura (presion hidrostatica y fuerzas de cizalla o shear
stress) provocan una distensién en el capilar debilitado, 1o
cual lleva eventualmente a la ruptura de Ia célula endotelial
y la consecuente extravasacion (Gutiérrez et al., 2005, 2006,
2010). Al no operar estas fuerzas biofisicas in vitro, esto ex-
plica la ausencia de patologia directa sobre el endotelio en
cultivo celular.

En el contexto de esta hipdtesis, es interesante pregun-
tarse por queé algunas SVMPs son hemorragicas y otras no,
tomando en cuenta que todas son generalmente capaces de
hidrolizar proteinas de la MB. Una posible respuesta a esta
incognita fue presentada por Escalante et al. (2011a y 201b).
Cuando se estudiaron los patrones de degradacion in vitro
e in vivo sobre proteinas de la MB como consecuencia de la
accion de una SVMP hemorragica y una no hemorragica se
observo que, aunque ambas hidrolizaban de manera similar
la laminina y el nidogen, la SVMP hemorragica fue mucho
mas efectiva en Ia hidrdlisis del colageno tipo IV y del proteo-
glicano perlecan (Escalante et al., 20ma). Estas observaciones
se relacionan con el hecho de que precisamente el colageno
tipo IV y el perlecan juegan un papel central en la estabili-



dad mecanica de los vasos capilares. Por ende, una hidroli-
sis de estos componentes redunda en un debilitamiento
mecanico de la MB en particular y de 1a pared vascular en
general, lo cual encaja muy bien con la hipdtesis de los dos
pasos para explicar el mecanismo de accion de las SVMPs
hemorragicas.

La base estructural de la diferente capacidad de SVMPs de
la clase Pl para inducir hemorragia no se conoce a cabalidad.
No obstante, Wallnoefer et al. (2010), al comparar mediante
simulaciones dinamicas SVMPs hemorragicas y no hemo-
rragicas, observaron que existen diferencias en la dinamica
molecular de un bucle localizado en la vecindad del sitio
activo de estas enzimas. Las SVMPs hemorragicas presentan
mas flexibilidad en una parte de ese bucle, en tanto las no
hemorragicas la presentan en otra region.

¢POR QUE LAS SVMPs DE LA CLASE Plll SON MAS HEMORRAGICAS
QUE LAS DE LA CLASE PI?

Consistentemente se ha observado que las SVMPs hemo-
rragicas de la clase PIll son mucho mas activas en su capa-
cidad de inducir hemorragia que las de la clase Pl. Dado que
las primeras tienen una estructura multidominio, se ha
planteado que los dominios adicionales (tipo disintegrina y
rico en cisteina) son responsables de dicho fenémeno. Estos
dominios poseen exositios que les permiten a las SVMPs Pl
ligarse a blancos celulares y de la matrix extracelular que las
ubican en sitios estratégicos para lesionar la microvascula-
tura, en la vecindad de la MB o de las células endoteliales. Al
carecer de esos exositios, por tener unicamente un dominio
metaloproteinasa, las SVMP de 1a clase Pl tienen una accion
mas promiscua y menos dirigida a blancos estratégicos para
generar lesion microvascular (Gutiérrez et al,, 2005). Por otra
parte las SVMPs Plll son resistentes a la accion inhibitoria

de la a2-macroglobulina, una proteina plasmatica de alta
masa molecular que inhibe diversos tipos de proteinasas;
por el contrario, 1as SVMPs de la clase Pl son inhibidas por

la a2-macroglobulina (Baramova et al., 1990; Gutiérrez et

al., 2005). La razon por la cual las SVMPs Plll resisten la in-
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hibicion por esta proteina plasmatica no se conoce a
cabalidad; se ha planteado que la misma se basa en un
impedimento estructural generado por los dominios adi-
cionales tipo disintegrina y rico en cisteina. La ausencia de
inhibicion por la a2-macroglobulina explicaria por qué las
SVMPs PIII son capaces de inducir hemorragia sistémica, en
tanto las Pl generan fundamentalmente hemorragia local,
ya que al ingresar a la circulacion son inhibidas por esta
proteina plasmatica. Finalmente, podria ser que la mayor
actividad hemorragica de las SVMPs PlII se relacione con su
capacidad para inhibir 1a agregacion plaquetaria, contribu-
yendo asi al sangrado generado por la hidrolisis de las protei-
nas de la MB (Gutiérrez et al., 2005; Kamiguti, 2005).

LA ACCION DE LAS SVMPS EN LA PIEL

Uno de los efectos patologicos que se observa con frecuen-

cia en pacientes envenenados por serpientes de la familia Vi-
peridae es la formacion de ampollas o flictenas en la region
donde es inyectado el veneno. Los estudios experimentales han
mostrado que este efecto es reproducido en ratones mediante
inyeccién con SVMPs purificadas (Jiménez et al,, 2008). Se ha
postulado que esta lesion es consecuencia de la degradacion
proteolitica de componentes de la MB que forma la interfase
entre la epidermis y la dermis, lo cual ha sido evidenciado me-
diante inmunohistoquimica (Jiménez et al,, 2008; Escalante et
al,, 2009). El analisis del exudado colectado a nivel subcutaneo
en ratones inyectados con una SVMP mostré la presencia de
diversas proteinas de la matriz extracelular, asi como de quera-
tinas (Escalante et al,, 2009, 2011a).

LAS SVMPS Y EL PROBLEMA DE LA DEFICIENTE REGENERACION DEL
TEJIDO MUSCULAR

Los envenenamientos por mordeduras de serpientes de la fa-
milia Viperidae se caracterizan por una severa necrosis muscu-
lar local. En muchos pacientes, esta necrosis no es seguida por
un proceso adecuado de regeneracion muscular, por lo que se
generan secuelas permanentes asociadas a perdida de masay
funcion muscular, con un alto impacto en la calidad de vida de



estas personas. Las razones por las cuales esta afectado el pro-
ceso de regeneracion muscular se ha investigado a nivel experi-
mental. Se ha observado que, cuando se inyectan toxinas que
inducen mionecrosis, pero que no afectan la microvasculatura,
la regeneracion se desarrolla de manera exitosa (Hernandez et
al., 20m). Sin embargo, cuando los ratones son inyectados con
una mezcla de miotoxinas y SVMPs hemorragicas, o cuando se
inyecta veneno total, la regeneracion es deficiente (Hernandez
et al, 201). Dado que el proceso de regeneracion muscular de-
pende de una adecuada perfusion sanguinea al tejido en re-
generacion, se ha postulado que la destruccion de la microvas-
culatura por las SVMPs hemorragicas afecta drasticamente la
regeneracion (Hernandez et al, 20m). Ademas, es probable que
las SVMPs también afecten las fibras nerviosas de los nervios
periféricos que llegan al musculo, contribuyendo de esta mane-
ra en la inadecuada regeneracion (Hernandez et al., 20m).

CONCLUSIONES

Las SVMPs juegan unpapel clave en la fisiopatologia de los en-
venenamientos por serpientes de la familia Viperidae, al con-
tribuir de manera directa con la patologia local y sistémica de
dichos envenenamientos. Pese a que se ha avanzado de manera
significativa en la comprension de la estructura y mecanismo
de accion de las SVMPs, aun permanecen muchas incognitas
relacionadas con los determinantes estructurales de la toxici-
dad y con los mecanismos mediante los cuales estas enzimas
generan lesion tisular e inflamacion. Asi mismo, desde la
perspectiva terapéutica, es muy importante descubrir y desa-
rrollar inhibidores de estas enzimas, los cuales puedan ser uti-
lizados como complemento a los antivenenos en el tratamiento
de los envenenamientos por mordeduras de serpientes.
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