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Alteraciones cardiovasculares inducidas por el veneno de Lachesis muta
(Serpentes: Viperidae) y por su enzima fibrinogenolitica
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Abstract: The fibrinogenolytic activity of Lachesis muta stenophyrs venom was studied. Wistar rats catheteri-
zed at carotid artery and jugular vein were inoculated with crude venom orenzyme and changes in arterial pres-
sure, cardiac frequency and electrocardiogram were monitored. The enzyme induced a greater fibrinogen reduc-
tion than the crude venom without any cardiovascular or histological alteration. In vitro crude venom coagula-
ted blood whereas the enzyme reduced fibrinogen in 23%. Results suggest the potential use of the fibrinogenoly-

tic enzyme as antithrombotic agent.
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Los venenos de serpientes son motivo de
intenso estudio debido a los efectos patolSgicos
que causa en el ser humano el accidente ofidi-
co (Bolafios 1984, Lomonte 1994). Ademés, los
venenos de vipéridos son una importante fuen-
te de enzimas con potencial poder terapéutico
para el tratamiento de enfermedades hemostati-
cas (Verstraete 1993). Dentro de estas enferme-
dades estén los procesos tromboembélicos para
cuya prevencion se emplean, entre otros, agen-
tes desfibrinogenantes (Verstraete y Zoldhelyi
1995) como el ancrod ® (aislado de Agkistro-
don rhodostoma) (Ouyang y Teng 1978) y la
batroxobina (alslada de Bothrops atrox (Vers-
traete y -Zoldhelyi 1995). Otra enzima tipo
trombina desfibrinogenante ha sido purificada
de Bothrops asper (Ortiz y Gubensek 1976,
Aragén-Ortiz y Gubensek 1978). -

En Costa Rica la familia Viperidae esta re-

‘prcscntadzi por los géneros Agkistrodon, Crota-

lus, Bothrops y Lachesis. La subespecie Lache-
sis muta stenophyrs se encuentra en la regién
atldntica (Bolafios 1984) y de su veneno se ha
aislado una enzima coagulante (Aragén-Ortiz y
Gubensek 1993), una enzima fibrinogenolitica
anticoagulante (Aragén-Ortiz 1992) y una lecti-
na (Aragén-Ortiz et al. 1996). Se ha demostrado
que la enzima fibrinogenolitica es una metalo-
proteasa que hidroliza cadenas alfa y beta del fi-
brinégeno, similar a la enzima proteolitica del
veneno de Bothrops asper (Aragén-Ortiz y Gu-
bensek 1987). Esta enzima puede contribuir a la
severa hipotensién (debidaa la liberacién de qui-

ninas) e hipofibrinogenemia descrita en los pa-

cientes mordidos por la serpiente (Barrantes et
al. 1985, Bolafios et al. 1981) ya que degrada el
fibrin6geno y libera quinina (Arag6n-Ortiz
1992). La propiedad de ser hipofibrinogenante la
convierte en un posible agente anticoagulante de

- importancia en el tratamiento de la trombosis. -
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En este trabajo se describe el efecto agudo
que produce el veneno de Lachesis muta ste-
nophyrs y su enzima fibrinogenolitica in vitro
e in vivo sobre la coagulacidn, presion arterial
e integridad tisular.

MATERIALES Y METODOS

Se empleé veneno liofilizado de Lachesis
muta stenophyrs (Instituto Clodomiro Picado,
Universidad de Costa Rica, lote # 1-92). El
equipo empleado fue: un Laboratorio de Coa-
gulacién Automatizado (ACL 3000, Instrumen-
tation Laboratory, Milén, Italia), un transductor
de presio6n arterial modelo RP-1500 i conectado
al poligrafo Hewlett-Packard modelo 7754A, y
un espectrofotémetro Shimadzu UV-1203.

La enzima fibrinogenolitica fue purificada
del veneno de L. m. stenophyrs segin el proce-
dimiento.descrito por Aragén-Ortiz (1992), la
enzima liofilizada se disolvi6 en 2 ml de cloru-
ro de sodio al 0.9% para obtener una concen-
tracién final de 1 mg/ml y se asumié que una
absorbancia a 280 nm de 1.00 equivale a una
concentracién de proteina de 1 mg/ml. La en-
zima fue calibrada con respecto a la actividad
proteolitica del veneno crudo segtin el procedi-
miento descrito anteriormente. El cambio de
absorbancia causado por la enzima se interpo-
16 en la curva de calibracién del veneno y se
estimé la cantidad de veneno crudo en mg ne-
cesaria para producir igual cambio en absor-
bancia al producido por la enzima aislada.

La actividad proteolitica del veneno crudo
se determiné incubando a 37 -C durante 1 hora
2 ml de caseina (Fischer, USA) al 2% pH 8.0 en
amortiguador de fosfatos (Sigma, USA) con
cantidades crecientes de entre 10y 50 mg de ve-
neno. La reaccién se detuvo agregando 2 ml de
dcido tricloroacético (Sigma, USA) al 5%, se
dej6 en reposo durante 5 min, se centrifug6 a 10
000 g durante 30 min y se ley6 la absorbancia
del sobrenadante a 280 nm contra el blanco.

Para la determinacién de la dosis maxima
que toleraria la rata se tomé como punto de re-
ferencia una dosis letal 50% (DL50) de 94
mg/20 g de peso para el veneno de L. m. ste-

nophyrs (Bolafios 1972). Se utilizaron dosis de
50, 60, 70, 100, 200 y 300% de la DL50 (equi-
valentes a 47, 56.4, 65.8, 94, 188 y 282 ng/20
g de peso corporal respectivamente) en una,
dos o tres aplicaciones en dias sucesivos a la
misma hora (entre las 9 y 10 de la mafiana).
Los experimentos realizados con el veneno

“crudo se indican en el cuadro 1. Los cambios

en presién arterial (PA) y electrocardiograma
(ECG) se evaluaron simultdneamente a la apli-
cacién del veneno y durante los 20 min poste-
riores. Las muestras de sangre o de tejidos se
tomaron 20 min después de la ultima aplica-
cién del veneno. Para la determinacién de la
actividad fibrinogenolitica y coagulante del
veneno y de la enzima in vitro se obtuvieron
muestras de sangre humana del Banco de San-
gre del Hospital San Juan de Dios, San José,
Costa Rica, recolectada en tubos plasticos con
2 ml de citrato de sodio al 3.8% o0 0.1 ml de he-
parina de 5 000 U/ml (Séenz 1981); cada uno
de los siguientes experimentos con veneno
crudo se hizo por triplicado observando el
tiempo de coagulacién y de disolucién del coa-
gulo y agregando a los blancos solucién salina
al 0.9% en lugar de veneno: se mezcl6 4 ml de
sangre citratada con 232 pg de veneno crudo
en solucidn salina (equivalente al 70% de la
DL50, Bolafios 1972) y se incub6 a 37 °C du-
rante 15, 60 o 120 min. Se mezclé 2 ml de
plasma citratado con 116 pg de veneno crudo
en solucién salina y se incubé durante 15, 30 o
60 min. Se mezcl6 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ml de
plasma heparinizado con 116 pg de veneno
crudo, el volumen final se llevé a 2 ml con so-
lucién salina al 0.9% y se incubaron a 37 °C.
Para los experimentos con la enzima se mez-
cl62 ml de plasmaheparinizado con 29 pg de en-
zima y se incubé a 37 °C durante 1 hr. Cada ex-
perimento se hizo por triplicado. El blanco reci-
bié un volumen equivalente de agua destilada. Se
determind el tiempo de coagulacién y los niveles
de fibringeno y de factores de coagulacion.
Cuando se form6 un codgulo parcial este se cuan-
tificé midiendo la longitud del mismo dentro del
tubo de ensayo empleando una escala milimétri-
ca y expresando el resultado como porcentaje
respecto a la altura de la columna de plasma.
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CUADRO 1

Experimentos realizados en ratas albinas empleando
veneno crudo de L. m. stenophyrs.
DL50=4.7ug/g (Bolafios 1972)

Experimento %DL50 Frecuencia Tiempo de toma de
No. (cada 24 horas) muestra de sangre
desde la ltima dosis

1 Q — —

2 33 3 1hr

3 33 3 24 hr

4 50 1 20 min

5 70 1 15 min

6 70 1 1hr

7 70 1 2 hr

8 70 1 40 min

9 70 1 24 hr
10 70 2 24 hr
11 70 3 24 hr
12 70 3 12 hr

Ratas (Rattus norvegicus) macho de la
cepa Wistar (de 200 a 250 g), provenientes
del bioterio del Laboratorio Clinico del Hos-
pital San Juan de Dios se canularon por via
arterial y venosa empleando cénulas plasticas
PE-50 y se observé el efecto desfibrinoge-
nante, hipotensor y necrético del veneno cru-
do y de la enzima fibrinogenolitica. En los
experimentos con animales se siguié la nor-
mativa ética y legal existente (Anénimo
1994, Howard-Jones 1985). Suponiendo un
volumen sanguineo medio en la rata de
0.0567 ml/g (Anénimo 1980) se empled 58
pg de veneno por cada ml de sangre de rata.
Con el fin de mantener la misma proporcién
sangre/veneno en los experimentos in vitro
con sangre humana se empled la relacién 4
ml de sangre/ 232 ug de veneno.

Se sangraron por puncién cardiaca ratas
anestesiadas con éter para obtener sangre en ci-
trato de sodio (129 mmol/l) en una proporcién
sangre/citrato de 9 a 1. Una vez separado el
plasma se realizaron las pruebas de coagula-
cién: el tiempo de tromboplastina parcial acti-
vada (TTPA), el tiempo de protrombina (TP) y
la concentracién de fibrinégeno (FIB).

Para realizar el ECG se utilizaron electro-
dos de aguja colocados subcutdneamente y co-
nectados al poligrafo en derivacién II. Estas
observaciones se realizaron con el animal bajo
anestesia por éter.

Para la determinacién de las alteraciones
tisulares animales se sacrificaron por exsan-
guinacién mientras estaban anestesiados para
obtener muestras de tejidos de corazén, mus-
culo esquelético, intestino delgado, rifién, pul-
mon, cerebro e higado. Cada uno de estos ani-
males recibi6 uno de los siguientes tratamien-
tos con veneno crudo: control, una dosis de 31,
47,y 65.8 ug/20 g y tres dosis de 65.8 ng/20 g.
Las muestras se conservaron en formalina al
10% y posteriormente se procesaron para ser
incluidos en parafina. Los cortes se tifieron con
hematoxilina-eosina y se realizaron observa-
ciones en microscopia de luz para observar da-
fio tisular en comparacién con muestras de ani-
males control.

Se calibr6 la dosis de la enzima equivalen-
te a una dosis de veneno que produce una pro-
tedlisis de caseina equivalente a la del veneno
empleando también los resultados del experi-
mento de la actividad caseinolitica. Esta dosis
se aplicé una, dos o tres veces en dias sucesi-
vos observando los cambios en PA, ECG, fibri-
négeno y tejidos segun se indicé anteriormen-
te y los resultados obtenidos se compararon
con los observados con el veneno crudo. Los
tratamientos realizados con la enzima fibrino-
genolitica se indican en el cuadro 2. Los resul-
tados se analizaron mediante pruebas de com-
paracién de las medias de dos poblaciones y
analisis de variancia empleando un nivel de
significancia del 0.05.

CUADRO2

Experimentos realizados en ratas albinas empleando la
enzima fibrinogenolitica de L. m. stenophyrs en una
dosis de 0.82 ug/ g.
Frecuencia

Experimento No. Tiempo de toma de

de dosis muestra de sangre
(cada24 horas) desde lailtima dosis

1 0 —

2 1 20 min

3 2 20 min

4 2 48 hr

5 3 20 min

6 3 12 hr

7 3 48 hr
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RESULTADOS

Cantidades de 5 o 10 pg de enzima fibri-
nogenolitica produjeron un cambio de absor-
bancia a 280 nm de 0.12 y 0.24 respectivamen-
te sobre caseina al 2% en tanto que cantidades
similares del veneno crudo produjeron un cam-
bio de absorbancia de 0.03 y 0.06.

A partir de las observaciones realizadas in
vivo se determiné que la dosis del veneno.cru-
do que produce cambios en los niveles de FIB
sin afectar PA ni ECG es el 70% de la DL50
(3.29 puglg).

El tiempo promedio de coagulacién de las
muestras de sangre total citratada al agregarle
el veneno (concentracién final 58 pg/ml) fue
de 4 s (S§.D.=1, n=9). No se observé disolucion
del coagulo durante ninguno de los periodos de
incubacién (15, 60 y 120 min).

El tiempo promedio de coagulacién de
sangre total citratada al agregar veneno crudo
(concentracién final 58 pg/ml) fue 30 s
(S8.D.=4, n=9). No se observé disolucién del
coégulo durante ninguno de los periodos de in-
cubacién (15, 30 y 60 min).

Los tiempos de coagulacién de plasmas
heparinizados al agregar el veneno crudo (con-
centracién final 58 pg/ml) fueron de 58 +4
(n=2), 41+1 ( n=2), 24+2 ( n=2) y 18+2 s (
n=2) para volimenes de plasma de 0.5, 1.0, 1.5
y 2.0 ml respectivamente; en tanto que los con-
troles no coagularon.

Con respecto el efecto de la enzima fibri-
nogenolitica sobre el plasma heparinizado se
observé que no hubo coagulacién durante los
diez primeros minutos de incubacién. Al cabo
de 60 min se observé un codgulo parcial pro-
medio de un 20+3% (n=3) del volumen total
del plasma. Los niveles de fibrinégeno en
mg/d] después de una hora de incubacién fue-
ron los siguientes: para el control 190+5 (n=3),
para los plasmas incubados con la enzima
146+6 ( n=3). Los andlisis de variancia de los
resultados obtenidos con el veneno crudo so-
bre los tiempos de coagulacién y los niveles de
fibrinégeno en ratas (Figs. 1 y 2) indicaron lo
siguiente:

TIEMPO DE COAGULACION (S)
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Fig. 1. Efecto in vivo de diferentes experimentos con el
veneno crudo de L. muta stenophyrs sobre los tiempos de
coagulacion de ratas albinas. TP=tiempo de protrombina,
TTPA=tiempo de tromboplastina parcial activado. Los
tratamientos se especifican en el Cuadro 1.

FIBRINOGENO (mg/dl)

2 3
# DE EXPERIMENTO
Fig. 2. Efecto in vivo de diferentes experimentos con
veneno de L. m stenophyrs sobre los niveles de fib-
rinégeno en ratas albinas. Los tratamientos se especifican
en el Cuadro 1.

1. El TP no aumenté significativamente,
15 min después de administrar una sola vez
65.8 ug/20 de peso corporal (X=24+2 s, con-
trol: X=16+5 s). La administracién repetida ca-
da 24 hr 2 o 3 veces no prolongé en mayor
magnitud el TP.

2. El TTPA aument6 significativamente a
los 15 (152432 s, control 38+11 s) y 40 min
(140+13) después de administrar una sola vez
65.8 ug de veneno/20 de peso corporal.
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Fig. 3. Efecto in vivo de diferentes experimentos con la
enzima fibrinogenolitica de L. m. stenophyrs sobre los
tiempos de coagulacién de ratas albinas. TP=tiempo de
protrombina, TTPA=tiempo de tromboplastina parcial acti-
vado. (1) Con este tratamiento no hubo coagulacién
durante el periodo de observacion indicado. Los tratamien-
tos se especifican en el Cuadro 2.

3. El FIB disminuy¢ significativamente a
los 15 min, 40 min, 1 hr o 2 hr después de ad-
ministrar una sola vez 65.8 pug de veneno/20 de
peso corporal (68+19, 70+6, 67+4 y 68+5 res-
pectivamente, control: 460x56 mg/dl). Solo
conel FIB (y no con TP o TTPA) se observé un
cambio significativo con la administracién re-
petida del veneno cada 24 hr.

Los andlisis de variancia de los resultados
obtenidos con la enzima fibrinogenolitica (do-
sis=0,82 pg/g) sobre los tiempos de coagula-
cién y los niveles de fibrinégeno en ratas (Figs.
3 y 4) indicaron lo siguiente:

1. Hubo un cambio significativo en el TP,
TTPA y FIB con los siguientes tratamientos:

a. Una dosis cada 24 hr para dos dosis en
total con sangrado a los 20 min de terminado el
tratamiento (TP y TTPA>6 min, FIB indetecta-
ble).

b. Una dosis cada 24 hr para tres dosis en
total con sangrado a los 20 min de terminado el
tratamiento (TP y TTPA>6 min, FIB indetecta-
ble).

c. Una dosis cada 24 hr para tres dosis en
total con sangrado a las 12 hr de terminado el
trataminto (TP=150 s, TTPA=305 s, FIB=50

mg/dl).
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Fig. 4. Efecto in vivo de diferentes experimentos con la
enzima fibrinogenolitica de L. m. stenophyrs sobre los
niveles de fibrinégeno de ratas albinas. Los tratamientos se
indican en el Cuadro 2.

d. Una dosis con sangrado 20 min después
(TP=60 s, TTPA=135 s, FIB=115 mg/dl). '

Los efectos del veneno crudo y de la enzi-
ma fibrinogenolitica sobre la presion arterial
media (PAM), frecuencia cardiaca (f.c.) y elec-
trocargiograma (E.C.G.) fueron los siguientes:

1. El veneno crudo en dosis de 0,31 y 47
pg/g no produjo efecto apreciable sobre la
PAM. Una dosis de 65.8 pg/g produjo una
caida promedio de 32 mmHg (26%) (S.D.=7,
n=10)(PAM inicial=125, final=93); el tiempo
promedio de inicio de la caida de la PAM
después de terminar de inyectar el veneno fue
1.75 min. (S.D.=1.2 min) y el tiempo de re-
cuperacion hasta los niveles normales des-
pués de terminar de inyectar el veneno fue de
10.2 min. (S.D.=5,7 min). El efecto sobre la
frecuencia cardiaca (f.c.) siguié un patrén si-
milar: dosis de veneno menores de 65.8 pug/g
no produjeron ningiin cambio evidente en
tanto que 65.8 pg/g aument$ un 25% la f.c.
(f.c. inicial=380 latidos por minuto, f.c. fi-
nal=466, S.D.=48, n=10). No se notaron
cambios en el E.C.G. a dosis de 65.8 pg/g o
menos. Dosis mayores produjeron efectos
generalmente irreversibles por lo que no se
utilizaron.

2. La enzima fibrinogenolitica en la dosis
empleada (0.82 pg/g) no produjo ningiin cam-
bio evidente en la PA. M., f.c. ni E.C.G.

Finalmente, ninguna de las dosis emplea-
das del veneno crudo ni de 1a enzima fibrino-
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genolitica produjo alteraciones apreciables en
la estructura normal de-los érganos examina-
dos en microscopia de luz.

DISCUSION

Los accidentes cardiovasculares son la
principal causa de mortalidad en Costa Rica
(An6nimo 1997) y en los paises industrializados
(Verstraete 1993). Se ha demostrado que el fi-
brinégeno es un factor predisponente de enfer-
medad cardifaca coronaria tan importante como
el fumado, colesterolemia y la hipertension
(Kannel et al. 1987) por lo que se justifica la
busqueda de sustancias hipofibrinogenantes.
Una estrategia para el desarrollo de agentes an-
titrombéticos ha sido el aislamiento de sustan-
cias provenientes de secreciones de quirépte-
ros, hirudineos, dipteros y triatémidos (Mark-
wardt 1994) asi como de los venenos de vipé-
ridos (p. ej. Martinez et al. 1991, Pirkle y
Marsh 1991, Fujimura et al. 1996, Pantigoso et
al. 1996, Verstraete y Zoldhelyi 1995).

L.m.stenophyrs es un vipérido que se en-
cuentra en la regién atldntica de Costa Rica de
cuyo veneno se aislé una enzima fibrinogeno-
litica y quininogénica de 14 KDa y 116 resi-
duos de amino dcidos (Aragén-Ortiz 1992) por
lo que es una de las fibrinogenasas més peque-
" fias aisladas hasta ahora de un veneno de ser-
piente (Markland 1991).

La enzima fibrinogenolitica purificada
mostré cuatro veces mayor actividad proteoli-
tica sobre caseina que el veneno crudo. No
coagulé los plasmas heparinizados y redujo
significativamente los niveles de fibrinégeno
(de 190 a 146 mg/d], reducci6n del 23%, en 60
min). Esto se explica por su accién proteolitica
sobre las cadenas alfa y beta del fibrindgeno
(Aragén-Ortiz 1992, Henschen 1993) lo cual
posiblemente haria que este pierda otras fun-
ciones procoagulantes caracteristicas (Cawaz
etal. 1995, Mosesson 1992, Rabhi-Sabile y Pi-
dard 1995).

La sangre total citratada en contacto con
veneno crudo coagulé en un tiempo significa-
tivamente menor que el plasma citratado (4 y
30 s respectivamente) como cabria esperarse

por la presencia de los componentes celulares
de la sangre (Medved et al. 1994, Nesheim et
al. 1993, Maraganore 1993); en tanto que los
plasmas heparinizados coagularon en tiempos
significativamente menores que los plasmas
citratados. El poder procoagulante del veneno
puede atribuirse a la actividad de la stenoxobi-
na, una enzima de 30 KDa similar a trombina
capaz de liberar fibrinopéptido A (FPA) y, en
menor grado, fibrinopéptido B (FPB) y que no
es inhibida por heparina (Aragén-Ortiz y Gu-
bensek 1993).

La trombina remueve FPA y FPB produ-
ciendo la polimerizacién de fibrina (Mosesson
1992) y la stenoxobina de L.m.stenophyrs pro-
duciria un efecto procoagulante similar a la
trombina. Otros venenos de vipéridos produ-
cen proteinasas coagulantes similares, como
L.m. melanocephala (Aragén Ortiz 1988),
Bothrops asper (Ortiz y Gubensek 1976, Ara-
g6n-Ortiz y Gubensek 1978) y B. jararaca
(Kamiguti et al. 1994).

Los experimentos realizados con el vene-
no crudo in vivo indican una probable disminu-
cién de los factores VIII, IX, XI o XII de la
coagulacién pues se observa una prolongacién
significativa del TTPA pero no del TP (Fig. 1).
El TP detecta deficiencias en los factores II, V,
VII y X (Porras 1986 a) mientras que el TTPA
detecta deficiencias en los factores de coagula-
cién II, V, VIII, IX, X, XI y XII (Porras 1986
b). No se conocen informes de que el veneno
de L. m. stenophyrs reduzca especificamente
algun factor de la coagulacidn. Sin embargo, se
ha descrito que el envenenamiento en humanos
por un vipérido cercano, Bothrops asper, redu-
ce los niveles de los factores II, V, VIII, IX, X
y XI, no del XII (Barrantes et al. 1985). Los
tiempos de coagulacién se normalizaron una
hora después de la administracion del veneno.
También se observé al administrar el veneno
crudo una disminucién del 85% del FIB a los
15 min de administrado el veneno, efecto que
se mantuvo incluso hasta dos horas después de
la administracién. A las 24 hr los niveles del
FIB fueron normales (Fig. 2). La aplicacion de
dos o tres dosis de veneno una vez cada 24 hr
produjo una disminucién en el FIB del 33 y
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40% respectivamente 24 hr después de la ulti-
ma aplicacién. Este efecto acumulativo de do-
sis repetidas del veneno sobre FIB no se obser-
vaen los tiempos de coagulacién lo cual pare-
ce indicar un efecto mas especifico o de mayor
duracién sobre el primero.

Ademds de alterar la hemostasis normal
de la rata el veneno crudo de L.m. stenophyrs
produjo ‘modificaciones en las funciones car-
diovasculares: dosis del 70% de la LD50 redu-
jo reversiblemente la PAM en un 26% y au-
ment6 en 25% la f.c. El efecto hipotensor del
veneno crudo podria atribuirse a la presencia
de una lectina a la que se le ha atribuido una
capacidad hipotensigena asociada con la aglu-
tinaciéon de glébulos rojos (Gémez Leiva y
Aragén-Ortiz 1986).

La ausencia de dafios tisulares en los 6rga-
nos observados por microscopia de luz al-apli-
car el veneno crudo pudo deberse al tipo o do-
sis de veneno, la ruta empleada, o al sujeto
huésped (Lomonte 1994, Morais et al. 1993).
Deberian emplearse otros métodos, ademads de
la microscopia, como la medicién de la activi-
dad creatin quinasa plasmadtica para detectar la
actividad miotéxica (Calderén et al. 1993).

La enzima no produjo coagulacion in vitro
y redujo en un 23% el FIB lo que indica degra-
dacidn de fibrinégeno a productos no coagula-
bles. El efecto es mds notable ir vivo: hay un
significativo aumento tanto en TP como en TT-
PA (Fig. 3) asi como una significativa reduc-
cién en el FIB (Fig. 4). Este efecto es mayor
que con el veneno crudo sin que ocurran cam-
bios en las variables cardiovasculares observa-
das. Los resultados indican que hay dos trata-
mientos mds eficaces que los demds: dos o tres
dosis una vez cada 24 hr con sangrado a los 20
min o a las 12 hr. Cuando se administran solo
dos dosis el nivel de FIB vuelve a su valor nor-
mal 48 hr después de la dltima dosis (Fig. 4)
pero no ocurre lo mismo con el TTPA lo cual
podrfa indicar el consumo de algin factor de
coagulacién (como VIII, IX, XI o XII). Es in-
teresante notar que, a pesar que la enzima fibri-
nogenolitica produce en ensayos in vitro quini-
nas a partir de quininégeno de bajo peso mole-
cular (Aragén-Ortiz 1992) y que las quininas

son hipotensoras (Margolius 1989), no se en-
contré que la'enzima tenga un efecto hipoten-
sor a las dosis empleadas in vivo.

El efecto hipofibrinogenémico de la enzi-
ma estudiada de L.m.stenophyrs podria expli-
carse porque la degradacion de cadenas alfa y
beta del fibrinégeno produciria particulas de
fibrina que serian rdpidamente eliminadas de
la circulacién por el sistema reticuloendotelial,
mecanismo que ha sido propuesto para el an-
crod de Agkistrodon rhodostoma (Sherman et
al. 1994). La hipofibrinogenemia resultante re-
duciria la viscosidad sanguinea aumentando el
flujo sanguineo e inhibiendo la formacién pos-
terior de trombos (Id.).

Los resultados apoyan el potencial uso de
la enzima fibrinogenolitica como agente anti-
trombdético in vivo pues disminuye FIB sin alte-
rar las funciones cardiovasculares o la estructu-
ra normal de los drganos estudiados. Sin em-
bargo, deberia evaluarse su efecto sobre facto-
res especificos de coagulacion para compren-
der mejor su actividad in vivo. El beneficio cli-
nico real de nuevos agentes antitrombéticos y
los riesgos de sangrados asociados a ellos como
monoterapias o en combinacién solo se aclara-
ra en ensayos clinicos bien disefiados a gran es-
cala (Verstraete y Zoldhelyi 1995).

RESUMEN

Se estudié la actividad fibrinolitica del veneno La-
chesis muta. stenophyrs 'y de su enzima fibrinogenolitica.
Ratas Wistar cateterizadas en la arteria carétida y vena yu-
gular fueron inoculadas con el veneno crudo o la enzima.
Se monitore6 los cambios en la presion arterial, frecuencia
cardiaca y electrocardiograma. La enzima indujo una ma-
yor reduccién del fibrinégeno que el veneno crudo sin cau-
sar alteraciones cardiovasculares o histolégicas. In vitro el
veneno crudo coagulé lasangre mientras que la enzima re-
dujo el fibrinégeno en un 23%. Los resultados sugieren el
uso potencial de la enzima fibrinogenolitica como agente
antitrombético.
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