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Abstract: Hemolytic activity of eight Peruvian snake venoms from the families Viperidae and Elapidae (Bothrops
atrox, B. pictus, B. hyoprorus, B. bilineatus, B. neuwedii, Lachesis m. muta, Crotalus d. terrificus, Micrurus tschudi),
and three Brazilian viperids (B. jararacussu, B. alternatus and C. d. collilineatus) is described. None of the venoms
caused direct lysis on washed human erythrocytes. However, all of them caused indirect hemolysis provided that the
incubation medium contains an exogenous source of lecithin. Venom of Micrurus tschudi was the most hemolytic
(HDS50 2.8 ug/ml) while that of B. bilineatus was the least (HD50 681.3 ug/ml). Only six of eleven venoms showed
parallel curves of hemolytic activity, and the HD50 varied from 198 to 681 ug/ml and the following decreasing order
of hemolytic activity was obtained: L. muta, C. d. terrificus, C. d. collilineatus, B. hyoprorus, B. bilineatus, B. alter-

natus.
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Desde comienzos de siglo, el efecto hemoli-
tico de los venenos de serpiente atrajo el interés
de numerosos investigadores, quienes observa-
ron que ciertas especies del género Naja (fami-
lia Elapidae), producian la lisis de los glébulos
rojos humanos y de varios animales, lo que no
ocurria frecuentemente con los venenos de es-
pecies de otras familias (Condrea 1979).
Actualmente se aceptan dos mecanismos de
produccién de hemdlisis inducida por veneno
de serpientes: hemdlisis directa, mediada por la
accion de un componente proteico del veneno,
el factor litico directo (FLD); y hemdlisis indi-
recta, donde es necesaria la accién de la fosfo-
lipasa A2 del veneno sobre un sustrato exdge-
no, Ia lecitina. La enzima fosfolipasa A2 con-
vierte a la lecitina en lisolecitina, un agente ten-
sioactivo conocido, el que es a su vez el res-
ponsable de 1a hemdlisis. La resultante final de

* Direccién para correspondencia.

ambos mecanismos, es la desorganizacion de la
membrana del glébulo rojo que provoca la libe-
racién de la hemoglobina al medio extracelular.
En el envenenamiento producido por algunas
especies de serpientes eldpidas, 1a accion siner-
gistica del FLD y la fosfolipasa A2 traerian co-
mo resultado la produccién de una hemélisis
intensa con amplia repercusién en el envenena-
miento (Condrea 1979). Los informes sobre la
actividad hemolitica de venenos peruanos son
escasos, y se han circunscrito a las especies B.
atrox y Lachesis muta, en las que se ha infor-
mado sobre la presencia de actividad hemoliti-
ca directa (Cruz & Yarlequé 1984) y B. barnetti
en la que se informé ausencia de actividad he-
molitica directa, y presencia de actividad he-
molitica indirecta (Martinez, Bonilla &
Zavaleta 1989).

En este trabajo se evalia la presencia de ac-
tividad hemolitica directa e indirecta (fosfolip4-
sica) en los venenos de 11 especies de serpien-
tes venenosas sudamericanas, ocho de ellas dis-
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tribuidas en Peri, y tres en Brasil, y se compa-
ra su potencia hemolitica indirecta.

Para el estudio empleamos veneno cristali-
zado de serpientes adultas peruanas: Bothrops
atrox, B. pictusB. hyoprorus, B. bilineatus, B.
neuwedii, Crotalus d. terrificus, Lachesis m.
muta y Micrurus tschudi asi como de las espe-
cies brasilefias: Crotalus d. collilineatus, B. al-
ternatus y B..jararacussu. El contenido protei-
co de los venenos se estim6 segiin el método de
Lowry (Stauffer 1975), empleando ,una curva
de calibracién con albimina. sérica bovina
(Sigma Chemical Co, E.U.A.). Para la obten-
cion de los eritrocitos, se recogié sangre huma-
na en tubos con citrato de sodio al 3.8%, en
proporcién de 1:9 (v/v) y se centrifugé por 20
minutos a 750 xg. A continuaci6n se separd el
paquete celular, el cual fue lavado tres veces
con NaCl 0.95% a pH 7.3 y una cuarta vez con
tampén glicina-NaCl (glicina 0.1 M en cloruro
de sodio al 0.6%) a pH 5.8. La suspensién de
eritrocitos se ajusté finalmente al 10% (v/v) en
tampo6n glicina-NaCl, y fue preparada cada dia.
Para la determinacién de 1a hemdlisis se cuanti-
ficé la hemoglobina liberada segin el método
de la cianometahemoglobina (ICSH 1978). La
hemdlisis fue expresada como porcentaje con
_respecto a la lectura de un tubo con hemdlisis
total y un blanco carente de hemodlisis
(Martinez, Bonilla & Zavaleta 1989). Para el
cdlculo de la potencia hemolitica del veneno se
determiné la Dosis Hemolitica Media (DH50),
la cual se define como la concentracién de ve-
neno en ug/ml, que es capaz de lisar el 50% de
los gl6bulos rojos en las condiciones experi-
mentales utilizadas. La DH50 se calculé segin
el método de Probits (Finney 1971), empleando
como pardmetros el logaritmo de la dosis y el
porcentaje de hemdlisis. La existencia de para-
lelismo entre las curvas de dosis y respuesta he-
molitica indirecta fue determinada segiin el mé-
todo de lineas paralelas. En aquellos casos en
que se comprobd la existencia-de paralelismo
entre las curvas de dosis respuesta, se calcul6 la
potencia relativa (Finney 1971), utilizando el
veneno de L. m. muta y su curva de dosis-res-
puesta hemolitica tedrica como patrén en la es-
timacion de 1a potencia relativa

La actividad hemolitica directa se evalu6
por triplicado, mezclando 0.2 ml de suspensién
de glébulos rojos, 0.2 ml de solucién de veneno
(4mbito: 100 a 600 ug/ml), y 1.6 ml de tamp6n
glicina-NaCl a pH 5.8. La mezcla se incubé a

370C durante 5 horas y luego se centrifugé a
750 xg durante 10 minutos estimindose 1a he-
mélisis. El blanco carente de hemolisis conte-
nia 0.2 ml de NaCl 0.85% en lugar del veneno.
La actividad hemolitica indirecta se evalué por
triplicado mediante el método de Grassmann y
Hannig modificado (Da Silva & Bier 1981). La
mezcla de reaccién contenia: 0.5 ml de una
emulsién de yema de huevo al 6.4% en Tris-
HCI 50 mM a pH 7.5 y 0.5 ml de solucién de
veneno de concentraciones crecientes (4mbito:
10 a 1400 ug/ml para venenos de vipéridos y 1
a 100 ug/ml para venenos de eldpidos). El blan-
co contenia 0.5 ml de NaCl 0.85% en lugar de
veneno. La mezcla de reaccién se preincubd a
370C por 10 minutos, luego se transfirié 0.2 ml
del preincubado del veneno 6 blanco, a tubos
que contenian 0.2 ml de una suspensién de eri-
trocitos lavados al 10% y 1.6 ml de NaCl
0.85%, y se continud la incubacién de 1a mez-
cla resultante a 37°C por 1 hora. Finalmente la
mezcla fue centrifugada a 750 xg durante 10
minutos y la hemdlisis se cuantificé en el so-
brenadante.

El contenido proteico y la actividad hemoli-
tica indirecta de los venenos estudiados se
muestran en el Cuadro 1. Para los venenos de
las serpientes peruanas el contenido proteico
fluctué entre 60 y 96 % ; y para las serpientes
brasilefias entre 87 y 90 %.

Los venenos de las once especies estudiadas
carecen de actividad hemolitica directa en las
condiciones experimentales utilizadas, sin em-
bargo todos hemolisaron indirectamente los he-
maties humanos en el 4mbito de concentracién
estudiado y para un tiempo de hidrélisis de 10
minutos. El veneno de Micrurus tschudi resulté
el més hemolitico (HD50 de 2.8 ug/ml) y el ve-
neno de B. bilineatus presentd la menor activi-
dad (HD50 de 681 ug/ml) (Cuadro 1; Fig. 1).

Encontramos paralelismo entre la curva de
dosis respuesta del veneno de L. m. muta y las
curvas de otros 5 de 11 venenos estudiados: C .
d. terrificus, C. d. collilineatus, B. hyoprorus,
B. bilineatus y B. alternatus, correspondiendo
sus potencias relativas a: 0.7, 0.6, 0.6, 0.2 y 0.2
respectivamente (Fig. 1a).

La ausencia de actividad hemolitica directa
en los venenos de estas especies, ain a concen-
traciones elevadas (hasta 600 ug/ml), hace po-
sible descartar 1a existencia del factor litico di-
recto en sus venenos. Este resultado concuerda
con los obtenidos previamente por G6mez-
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CUADRO 1

Canlerudo proteico y actividad hemolftica indirecta del veneno de serpientes peruanas y brasilefas
de los géneros Bothrops, Lachesis, Crotalus y Micrurus

Serpientes % Proteina
Serpientes peruanas
Elapidae
Micrurus tschudi

95.7 £ 0.6**
Viperidae
Bothrops pictus 94.8+0.2
Bothrops hyoprorus 86.910.3
Bothrops bilineatus 81.8+0.7
Crotalus d. terrificus 81,6103
Bothrops neuwedii 777103
Bothrops atrox 736%1,1
Lachesis m. muta 604113
Serpientes brasilerias
Viperidae
Crotalus d. collilineatus 89.7+04
Bothrops alternatus 88.41 0.6
Bothrops jararacussu 87.810.6

+ DHS50 obtenida segiin el método de Probits.
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Actividad Hemolitica
DH50+ fmbito*
(ug/ml) (ug/ml)
28 23-34
56.9 523- 61.8
297.6 - 263.4 -336.2
681.3 580.4 - 799.8
276.4 245.8 -332.2
269.3 243.0 - 298.4
153.6 139.2 - 169.5
198.7 173.2-2279
2879 248.2-3339
670.6 560.7 - 801.9
61.9 51.1- 76.7

* Limites fiduciales de 1a DH50 al 95% de confianza (minimo - méximo).
** Determinadas segiin el método de Lowry et al. 1951. Los valores representan el promedio + DS de 3 determinaciones.
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Fig.1. Curvas sigmoideas de hemélisis indirecta (actividad fosfolipdsica) de venenos de serpientes vipéridas y eldpidas perua-
nas y brasilefias calculadas a partir de las lineas de regresién Log dosis-probit: Presencia (A) y ausencia (B) de paralelismo
con respecto al veneno de L. m. muta. Venenos: (1) L. m. muta, (2) C. d. terrificus, (3) C. d. collilineatus, (4) B. hyoprorus ,
(5) B. bilineatus, (6) B. alternatus, (T) M. tschudii; (8) B. jararacussu; (9) B. pictus; (10)B. atrox; (11) B. neuwiedii.
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Leiva (1976), para los géneros Bothrops,
Crotalus, Lachesis, Agkistrodon y Vipera, de la
familia Viperidae, asf como de los eldpidos
Bungarus multicinctus y Micrurus nigrocinc-
tus, todos los cuales carecen de actividad he-
molitica directa. Nuestros resultados demues-
tran que los venenos de Lachesis m. muta y
Bothrops atrox carecen de actividad hemolitica
directa, a diferencia de lo informado por Cruz
& Yarlequé en 1984. La presencia de actividad
hemolitica indirecta (fosfolipsica), en los ve-
nenos de las once especies estudiadas concuer-
da con los resultados obtenidos por G6mez-
Leiva para otros venenos de serpientes sudame-
ricanas de los géneros Bothrops, Crotalus y
Micrurus (Gémez-Leiva 1976), y confirman la
amplia distribuci6n de la enzima fosfolipasa A2
en los venenos de vipéridos y eldpidos sudame-
ricanos.
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