Aspectos funcionales de las L-aminoacido
oxidasas (L-AAOS) de venenos de serpientes
en accidentes ofidicos: una mini-revision

Functional aspects of L-amino acid oxidases (L-AAOs) from snake
venoms in ophidic accidents: a mini-review
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Resumen

Las L-aminoacido oxidasas son enzimas ampliamente distribuidas en diversos filos como bacterias, hongos,
plantas, mamiferos y muchas serpientes venenosas, y de diferentes especies no venenosas, en estas ultimas,
no solo en la glandula del veneno, sino que también exhibe la actividad de las L-AAOs, en diferentes 6rganos,
tales como pulmoén, higado, rifidén y eritrocitos. Las L-AAOs que se encuentran en los venenos de serpientes
son mas activas que las producidas en muchos microorganismos. Las L-AAOs tienen intensa actividad sobre el
sistema hemostatico de los mamiferos. Los SV-LAAOs (de venenos de serpientes) exhiben diversas actividades,
como hemorragia, agregacion plaquetaria, edema, apoptosis, accion antitumoral; ademas se han descrito
actividades microbicidas y anti-VIH. En esta revision queremos llamar la atencion acerca de este importante
sistema enzimatico presente en muchos venenos de serpientes de las familias Viperidae y Colubridae.
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Abstract

L-amino acid oxidases are enzymes widely distributed in various phyla such as bacteria, fungi, plants,
mammals, and many venomous and non-venomous snakes of different species, in the latter, not only in
the venom gland but also exhibiting the activity of L-AAOs, in different organs, such as lung, liver, kidney,
and erythrocytes. The L-AAOs found in snake venoms are more active than those produced in many
microorganisms. The L-AAOs have intense activity on the haemostatic system of mammals. The SV-LAAO
exhibit diverse activities, such as haemorrhages, platelet aggregation, oedema, apoptosis, anti-tumor activity;
also, have been described microbial and anti-VIH activities. In this review, we want to draw attention to this
important enzyme system present in many venoms of snakes of the Viperidae and Colubridae families.
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Introduccion

Las serpientes usan su veneno para
capturar y digerir a sus presas, ademas
como mecanismo de defensa contra sus
depredadores. A medida que el veneno, una
vez inyectado por su sistema dental en el
cuerpo de la presa, éste invade todos los
aspectos de su fisiologia y los componentes
del veneno comienzan a descomponer
las matrices extracelulares (es decir,
colageno, fibronectina, vitronectina, entre
otros) que protegen a las células; algunos
componentes se unen a los receptores
celulares causando cambios fisiopatologicos
que resultan en dolor, inflamacion, necrosis,
alteraciones neuroldgicas, trastornos de
la hemostasia, con otras consecuencias.
Muchos componentes hacen la sangre
incoagulable, mientras otros causan
trombosis, que pueden provocar la muerte.
Hay otros componentes que simplemente
causan paralisis temporales, que le dan
a la serpiente el tiempo suficiente, para
tragar la presa entera sin luchar. Hay
aproximadamente 375 especies venenosas
entre las aproximadamente 2.900 especies
de serpientes en el mundo (Rengifo y
Rodriguez-Acosta, 2019).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
determina que los accidentes ofidicos son
un problema de Salud Colectiva en diversos
paises tropicales y subtropicales. Cada ano
se producen 5,4 millones de mordeduras
de serpiente, que originan entre 1,8y 2,7
millones de casos de envenenamientos, con
aproximadamente 125.880 fallecimientos,
y alrededor del triple de amputaciones
y otras discapacidades persistentes. La
mayoria de los casos se producen en Africa,
Asia y Latinoamérica. La OMS, incluyo el
envenenamiento por serpientes, entre las
enfermedades tropicales desatendidas mas
prioritarias (WHO, 1981).

Venezuela epidemiolégicamente esta
entre los primeros seis paises con mayor
namero per capita de accidentes ofidicos
al ano, a pesar de existir un sub-registro
de acuerdo a los datos de la Division de
Epidemiologia del Ministerio del Poder
Popular para la Salud. En los ultimos
diez anos hubo un promedio anual entre
4.000 a 8.000 casos de mordedura de
serpientes, con una mayor incidencia en
los trimestres de febrero-abril y junio-
agosto y una mortalidad del 2% (Rengifo
y Rodriguez-Acosta, 2019), siendo su tasa
de mortalidad de 12/ano, y muchas otras
sufren dano permanente que conduce a
una discapacidad fisica (Williams y col.,
2010). La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) informoé que el envenenamiento por
serpientes es una enfermedad desatendida
que necesita mas evaluacion (WHO, 1981).
Actualmente, el tnico tratamiento de los
pacientes envenenados es el uso de anti-
venenos, que consiste en anticuerpos
producidos en animales inmunizados,
principalmente caballos, ovejas y aves, que
se han inyectado con dosis sub-letales de
veneno.

Desarrollo

ALGUNAS CARACTERISTICAS DE LAS ENZIMAS
L-AMINOACIDO OXIDASAS (L-AAQS) PRESENTES EN
LOS VENENOS DE SERPIENTES

La L-aminoacido oxidasa fue hallada
y reportada por primera vez por Zeller
y col. (1946) en Viperidae. Krebs en
1933 (Krebs, 1981) habia previamente
observado su actividad, en tejidos de
higado de mamiferos. Blanchard y col.
(1945) fueron los primeros en aislar las
L-AAOs de un rindn de rata. Estas enzimas
son ampliamente distribuidas en diversos
filos como bacterias, hongos, plantas,
mamiferos y muchas serpientes venenosas,
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y de diferentes especies no venenosas
(Zeller y col., 1946), en estas ultimas, no
solo en la glandula del veneno, sino que
también exhibe la actividad de las L-AAOs,
en diferentes 6rganos, tales como pulmon,
higado, rindn y eritrocitos. Las L-AAOs que
se encuentran en los venenos de serpientes
son mas activas que las producidas en
muchos microorganismos (Sarkar y Devi,
1968). Las L-AAOs de microorganismos
y especies vegetales estan involucrados
en la utilizacion de fuentes de nitrégeno.
Por ejemplo, Neurospora crassa usa
amonio, glutamina y glutamato en todos
los ciclos diarios, pero bajo condiciones de
carencia de nutrientes, utiliza los péptidos
almacenados bajo la accion de las L-AAOs
(Xiao y Marzluf, 1993). Esta a su vez es
regulada por NIT2, una proteina de unioén
al ADN (miembro de la familia de las
nitrilasas) (Xiao y Marzluf, 1993; Calderén
y col., 1997).

Las L-AAOs son homodimeros que
tienen un peso entre ~120 a 150kDa, con
sub-unidades monoméricas que varian
de ~50 a 60 kDa y su pl es de 4,4 a 8,12
(Souza y col., 1999; Du y Clemetson,
2002; Bregge-Silva y col., 2012). Estan
unidos a los cofactores FAD (Flavina
Adenina Dinucleétido) o FMN (Flavina
Mononucleétido) (Figura 1), originando
un pigmento llamado riboflavina, que les
da el color amarillo a algunos venenos.
Sin embargo, hay una variacién de color
en el veneno para algunas especies como
Crotalus viridis helleri (Johnson y col.,
1987).

En el mecanismo de las L-AAOs, el FAD
reacciona con los L-aminoacidos y los oxida
de aminoacidos a iminoacidos y luego los
hidroliza a a-cetoacidos y amoniaco. Toda
la reaccion es una desaminacion oxidativa;
liberando amoniaco como producto final,
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Figura 1. Mecanismo de reaccién de la enzima
L-aminoécido oxidasa. Son enzimas que catalizan una
reacciéon de oxidacién/reduccién utilizando oxigeno
molecular (O,) amodo de aceptor de electrones. En estas
reacciones el oxigeno se reduce a agua (f,0) o a peroxido
de hidrégeno (H,0,). Las oxidasas son una subclase
de las oxidorreductasas. En el ejemplo, el flavin adenin
dinucleétido (FAD) reacciona con los L-aminoécidos y
los oxida a iminoécidos, los cuales luego hidrolizan a
a-cetoédcido y amonfaco. Se produce otra semi-reaccién
para generar el FAD para prolongar el ciclo, oxidando
el FADH, a FAD, que da perdxido de hidrégeno como
residuo intermedio.

que se transporta hacia el ciclo de la
urea. También ocurre otra semi-reaccion
para generar el FAD y prolongar el ciclo
oxidando el FADH, a FAD, que da peroxido
de hidrégeno como residuo intermedio
(Figuras 1y 2). El estrés oxidativo del H,0,
da como resultado la produccion de efectos
enzimaticos que contribuyen a la toxicidad
del veneno (Liy col., 2008; Guoy col., 2012;
Costa y col., 2014).

Los venenos de varias especies de
serpientes son particularmente fuentes
ricas de SV-L-AAOs (Snake Venom-L-AAQOS)
(Figura 3), por ejemplo, en C. rhodostoma
constituye el 30% del contenido proteico
del veneno (Ponnudurai y col., 1994).

Durante la década de los 90, se hicieron
diversos estudios sobre las actividades
fisicoquimicas y enzimaticas de las SV-
LAAOs (Massey y Curti, 1967) incluyendo
su inactivacion por cambios de pH (Porter
y Bright, 1980) o congelacion (Curti y col.,
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Figura 2. La estructura de la L-aminodcido oxidasa de
veneno de serpiente (A) Una representacién con cintas
que muestran los tres dominios de la estructura: el color
rojo representa el dominio de unién del flavin adenin
dinucleétido (FAD), el amarillo representa el dominio
de unién del sustrato y el verde representa el dominio
helicoidal (Kang y col., 2011)

1968; Coles y col., 1977). Mientras que
estudios mas recientes, se refieren a sus
efectos farmacoloégicos y biolégicos.

Los SV-LAAOs exhiben diversas
actividades, como hemorragia, agregacion
plaquetaria, edema, apoptosis, accion
antitumoral; ademas se han descrito
actividades microbicidas y anti-VIH (Du y
Clemetson, 2002; GQuo y col., 2012).

Pawelek y col. (2000) describieron la
estructura cristalografica de rayos X de
SV-L-AAOs, del veneno de C. rhodostoma,
demostrando que las SV-LAAOs son
funcionalmente un dimero; cada subunidad
consta de tres dominios: un dominio de
unién a sustrato, un dominio de unién a
FAD y un dominio helicoidal. La estructura
de L-AAO muestra cierta similitud con la
DAAO porcina (D-aminoacido oxidasa),
sin embargo, la entrada de sustrato en los
dominios varia.

El FMN result6 ser el cofactor de L-AAOs
en el veneno de C. rhodostoma (Ponnudurai y
col., 1994) detectado a partir de su estructura
cristalina. Las proteinas de union a FAD estan
presentes en los venenos de las serpientes

D.O= 405 nm

1 2 3 4 5

Presencia v concentracion de L-AAOs en diferentes serpientes

6 7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Figura 3. Se presenta la amplia distribucion intraespecie e interespecie y concentraciéon de L-AAOs en serpientes del
continente americano y Venezuela. (1) Crotalus scutulatus scutulatus' (2) C.s.scutulatus® (3) C.s.scutulatus’® (4)
C.s.scutulatus* (5) C.s.scutulatus® (6) C.s.scutulatus® (7) C.s.scutulatus’ (8) Crotalus adamanteus' (9) Crotalus
adamanteus? (10) Crotalus adamanteus® (1 1) Crotalus adamanteus* (12) Crotalus atrox' (13) Crotalus atrox? (14)
Crotalus atrox® (15) Agkistrodon piscivorus (16) Sistrurus c. edwardesii (17) PLH3-Porthidium I. hutmanni (18)
PLH4-Porthidium I. hutmanni (19) PLH5-Porthidium I. hutmanni (20) PLH7-Porthidium I. hutmanni (21) PLH8-
Porthidium I. hutmanni (22) PLH1-Porthidium I. hutmanni (23) PLH2-Porthidium I. hutmanni (Pineda y RodrHguez-

Acosta, 2020) (Foto: Luis A Rodriguez).
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donde FMN también es cofactor.

Las SV-L-AAOs exhiben espectros
de absorcion tipicos con maximos a 465 y
380 nm debido a el FAD. Las SV-L-AAOs de
Crotalus adamanteus tiene una masa de
58,7 kDa medida por masa espectroscopia.
A veces, un solo tipo de veneno contiene
mas de un tipo de L-AAO (Stilesy col., 1991;
Pineda y Rodriguez-Acosta, 2020).

Hay tres tipos diferentes de SV-L-
AAOs en relacion al pH que se asemejan
a fosfolipasas. Las SV-L-AAOs exhiben
especificidad catalitica para aminoacidos
hidr6fobos aromaticos de cadena larga, su
configuracion, masas moleculares y puntos
isoeléctricos son bastante variados.

Las SV-L-AAOs son capaces de inducir
cambios en la funcién plaquetaria e inhibir
su agregacion también (Guo y col., 2012);
son en su mayoria capaces de inducir
apoptosis y muchas veces muestran
actividades antimicrobianas, como ya
vimos, y antiparasitarias, segun Ande y col.
(2008) la existencia de SV-L-AAOs puede
ser un medio de proteccion contra agentes
naturales, parasitos y bacterias.

Para evitar la inactivacion, los SV-L-AAOs
deben mantenerse a temperaturas de 4°Cy
pH cercano al punto isoeléctrico (pI).

Hasta ahora se han clonado y analizado
al menos cuatro ADNc de SV-L-AAOs, siendo
la secuencia de sus aminoacidos en estos
cuatro venenos de serpientes muy similar.
Estos SV-L-AAOs comparten similitud de
Su secuencia con la mono-amino-oxidasa
humana.

Estas oxidasas, que durante los
accidentes ofidicos son daninas para los
humanos y animales, también pudieran

tener algunos beneficios ttiles. Quizas, las
nuevas actividades descubiertas, de estas
enzimas podran utilizarse para sistemas
de reparacion de apoptosis, cancer, VIH
y ADN (Francischetti y col., 2004), ya que,
al dia de hoy, las SV-L-AAOs juegan un
papel importante en el tratamiento de
algunas enfermedades y se pueden usar
como un quimioterapéutico eficaz (cancer),
antimicrobiano (bacteriano, fangico, viral,
parasitario), y otras acciones antitumorales
(Ehara y col., 2002; Ciscotto y col., 2009;
Rodrigues y col., 2009).

El envenenamiento por serpientes
puede provocar hemorragia, necrosis local
y edema; si no se trata adecuadamente
puede provocar efectos sistémicos adversos
como coagulopatia, nefrotoxicidad,
neurotoxicidad y cardiotoxicidad, que
puede provocar la muerte. Como tal, las
metaloproteasas del veneno de serpiente
(SVMP) y las desintegrinas son dos de los
mas importantes componentes toxicos que
contribuyen a la hemorragia e interfieren
con el sistema hemostatico (Sanchez y
Rodriguez-Acosta, 2008). Por otro lado,
con respecto a los efectos biologicos de las
SV-L-AAOs, estas también generan dano
al endotelio vascular, causando un efecto
hemorragico, ya que las SV-L-AAOs inducen
la apoptosis, en las células del endotelio
(Souza y col., 1999). Ademas, intervienen
en la aparicion del edema, al aumentar la
permeabilidad vascular e inducir inflamacion
y la liberacion de histamina, prostaglandina,
Kininas y serotonina (Ali y col., 2000). Por
otro lado, el efecto edematogénico de la
actividad de las SV-L-AAOs, no se pierde
porque son resistentes a la presencia de
antihistaminicos. Estos autores observaron
que la actividad edematosa de SV-L-AAOs
del veneno de Ophiophagus hannah no era
inhibido en presencia de dexametasona
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(esteroide antiinflamatorio). Otros efectos
descritos, tienen que ver con su actividad
sobre la agregacion plaquetaria, ya que
se ha demostrado que las SV-L-AAOs
son responsables de la induccién e
inhibicion de la agregacion plaquetaria.
Du y Clemetson (2002) propusieron que
el peroxido de hidrégeno liberado por un
mecanismo enzimatico puede interferir con
los receptores (GPIIb / 1lla) de las plaquetas
y el fibrindbgeno, lo que altera el mecanismo
de agregacion. Zhongy col. (2009) refieren
que el H,O, inhibe la funcion plaquetaria.
Mientras que otros (Izidoro y col., 2006;
Alves y col., 2008; Rodrigues y col., 2009)
demostraron que la capacidad SV-L-AAOs
era inducir la agregacion plaquetaria.
Sin embargo, este efecto siempre fue
suprimido por inhibidores como catalasa
y antiinflamatorios no esteroideos (AINESs).
Por tanto, los autores sugirieron que la
produccion de peroxido de hidréogeno
durante la oxidacion del sustrato esta
relacionada con estos cambios de actividad.

Como vemos, las SV-L-AAOs inducen
efectos citotoxicos, particularmente sobre
las enfermedades tumorales, pero el
mecanismo citotéxico real es poco conocido.
Sin embargo, hay suficiente evidencia que
la produccion de H,0, generado durante
la actividad catalitica de las SV-L-AAOs
conduce a un estrés oxidativo (Samely col.,
2006; Zhang y Wei, 2007). EI H,O, liberado
se acumula como especies reactivas de
oxigeno (ROS) para provocar el deterioro
directo de las membranas celulares y la
exposicion al glutation (GSH) o catalasa, que
inhiben la actividad del H,O, (Naumann y
col., 2011), produce una reduccién del efecto
citotoxico de las SV-L-AAOs.

Este estrés oxidativo también podria
conducir a la disipacién de la potencia de

la membrana mitocondrial (MMP) e inducir
la translocacion del citocromo C al citosol
(Singh y col., 2007). El citocromo C luego
activa la caspasa-9, un iniciador de la
presencia de caspasa en el mecanismo
mitocondrial intrinseco, que media la
apoptosis. Las proteinas apoptoticas p53 se
expresan sustancialmente en presencia de
las SV-L-AAOs, seguido de la translocacion
de la proteina Bax citoplasmatica hacia
las mitocondrias, para activar las vias
apoptoticas corriente abajo (descendente)
(Zhangy Wei, 2007). Las SV-L-AAOs también
pueden activar otro iniciador caspasa-8 en el
receptor extrinseco de muerte de apoptosis,
antes de la activacion descendente de
caspasa-3 (la fase ejecutora de la apoptosis)
(Suhry Kim, 1996). Tedricamente, las SV-L-
AAOs gjercen su funcion apoptotica a través
de dos vias: la extrinseca e intrinseca.

Muchos ejemplos experimentales hablan
de la accion citotoxica de las SV-L-AAOs
sobre el ADN de grupos celulares. Por
ejemplo: estas enzimas del veneno de
AgKkistrodon halys muestran citotoxicidad
en cé€lulas de leucemia linfoblastica murina
(L1210) con caracteristicas apoptoéticas
prominentes como la fragmentacion del
ADN (Suhr y Kim, 1996). También se ha
demostrado que el ACL-LAAO aislado del
veneno de Agkistrodon contortrix causan
la fragmentacion del ADN en las células
HLB0 (Souza y col.,, 1999). Se encontr6
que SV-L-AAOs alteraba varios genes
apoptoéticos, autofagicos y relacionados
con el ciclo celular, como resultado de la
acumulacion de H,0O,, liberado por la accion
de la enzima (Fungy col., 2015). Del mismo
modo, la apoxina 1, un tipo de SV-L-AAOs
del veneno de Crotalux atrox también
induce la fragmentacion del ADN en células
endoteliales umbilicales humanas, HL-60
(leucemia humana) A2780 (carcinoma de
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ovario humano) y NK-3 (células endoteliales
de rata) debido a altos niveles de H,O,
(Torii y col., 1997). BatroxL-AAOs ejerce
un retardo en la fase Go/G1 con una
disminucion en las fases S y G2/M (de Melo
y col., 2011). Otro SV-L-AAOs (ACTX-6), del
veneno de Agkistrodon acutus, también
provoca la detencion del ciclo celular
en las células A549 (Zhang y Wu, 2008).
Ademas de la apoptosis, las SV-L-AAOs
exhiben una transicién de la apoptosis
a la necrosis cuando su concentracion
aumenta (Samel y col., 2006; de Melo y
col., 2011; Costal-Oliveira y col., 2019). Esto
presumiblemente esta relacionado con los
niveles del H,0, producidos por la enzima,
ya que el tratamiento con catalasa redujo
significativamente el nimero de células
necréticas (Ande y col., 2006).

Pineda y Rodriguez-Acosta (2020)
describieron en la serpiente de Margarita
(estado Nueva Esparta), ocho péptidos de
SV-LAOOs llamados PLH1-LAAO, PLH2-
LAAO, PLH3-LAAO, PLH4-LAAO, PLH5-LAAO,
PLHG6-LAAO, PLH7-LAAO y PLH8-LAAO, luego
de su purificacion usando MALDI TOF/TOF y
“tandem mass spectrometry” (LC-MS/MS),
los cuales seguramente estan relacionados
con las actividades hemostaticas del veneno
de esta serpiente.

Finalmente, se ha determinado que las
SV-L-AAOs exhiben selectividad hacia las
células cancerosas y son relativamente no
toxicas para células normales (Lee y col.,
2014; Lu y col., 2018; Abidin y col., 2018).
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