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VARIACIONES EN EL CONTENIDO DE RIBOFLAFINA Y
L-OFI-AMINOACIDO-OXIDASA EN VENENOS DE
CROTALIDAE DE LA ARGENTINA

Por AVELINO BARRIO [h.)

Sabido es que las ponzofas de ofidios presentan atin dentro de
una misma especie, variaciones en su aspecto, constitucién quimica,
toxicidad, accién farmacodin&mica y por ende en la sintomatologia
del envenenamiento por ellas provocado. Estas variaciones pueden
ser individuales (segtin el estado fisi‘olc’)gico, Ia temperatura exterior,
el a‘y;\ji‘o, Ta Ca‘a'li'vida(}, Tas exiracciones repe'[idas, eic.) estacionales,
{en los paises con estaciones de separacién franca, la. toxicidad es
mayor durante los meses de verano), pero indudablemente las mas
interesantes desde el punto de vista bioquimico y filogenético son las
variaciones zooge'ogréficas, vale decir las que resultan de la compara-
cién de los venenos de una misma especie procedentes de distintas
zonas.

Estos caracteres biolégicos constituyen datos de apreciable va-
lor sisteméatico, sobre todo en aquellas especies en las que, en sus
representantes no se observan diferencias anatémicas v morfolégicas Io
suficientemente notables v constantes como para justificar la creacién
de una nueva subespecie o raza geografica. Estos cambios en las
propiedades de los venenos de una regi6n a otra, obedecen a causas
profundas, no bien conocidas, parecen ser ajenos a la influencia de
la temperatura, clima y otros factores ecolégicos.

Muchos son los investigadores a quienes Ilamé poderosamente
la atencién estas modificaciones, especialmente las relativas a la co-
Joracién. En Europa, Bocquet P. y colaboradores (7, 0) v Phisalix M.
(18), han senalado que el veneno de Vipera Berus, que comunmente
es de color amarillo, pierde esta pigmentacién en ejemplares proce-
dentes del departamnto de Gers, al sur de Francia, y agregan que
este altimo es menos coagulante pero mas neurotéxico que el veneno
amarillo de Ta Vipera berus del resto del continente; plantean el in-

*  Este trabajo fué realizado parcialmente en el Instituto de Fisiologia de la Fa-
cultad de Ciencias Médicas de Buenos Aires y presentado en la reunién de comuni-
caciones del Instituto Bacteriolégico Malbréan el 15 de setiembre de 1040.
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terrogante de si el veneno blanco es una adquisicién temporaria o un
carécter definitivamente heredltano, debido 2 una mLtaCTon en el
seno de la especie.

Variaciones similares co.mprobaron otros autores, Reuss (20, 21, 22),
Oilo (16 1/) y Schwarz (24), en la vibora balcanica Vipera. Lerus

bosniensis.
Fn Amdrica varios autores se han ocupado de este tema, Amaral
A. (1, ) en una serie de consideraciones respecto de la posible

AeVqucmn del veneno dentrc del género Crotalus atrﬂouye a una Sus-
tancia Iipoidf:sa, la accién preteo[itica N destructiva local, asi como
la coloracion amarillenta de estas ponzonas. Sefiala que este venene
evoluciona de Norte a Sur desde el Sur de los Estados Unidos donde
es amarillo, intensamente proteolitico y poco neurotéxico, hasta el
Sur de Brasil donde es blanes, muy neuretdxice vy sin accién
proteolitica; Amaral atribuye ésto a la pérdida de dicho factor lipoi-
dico ().

C. Picado T. (10) en sus investigaciones con venenos de Crotalus
'terr‘ificus originarios de Costa Rica, destaca fas prdfundas diferencias
gue ha encontrado comparéandolos con los venenos de BI‘aSII en lo que
respecta a su toxicidad y propiedades bioquimicas.

Vellard J. (25, 20, 27, 28), senala las variaciones ge‘ogréfiicas ob-
servadas en los venenos de Bothrops neuwiedit, B. atrox y Croialus
terrificus. Establece cuatro grupos geograficos para la cascabel de
Sudamérica (Cro-talus durissis ierrificu.q, de KIau}oer) a saber: ier
grupvo) distribuido por Argentina, Paraguay y Gran Chaco, con ve-
neno amarillo, desprovisto de accién protedsica, muy coagulante, he-
molitico y capaz de provecar intenso shock; 2° grupo) distribuido en
el Sudeste y Centro de Brasil, con veneno blanco, también sin accién
protedsica, muy coagulante, mencs hemolitico y levemente shockante.
3er. grupo) disiribuido en e Nordeste del Brasil con veneno amarille
claro, debilmente proteolitico, fueriemenie hemolitico, coagulante y
shockante intenso. 4° grupo) distribuiido por Venezuela y Colombia.
con veneno amarillo de marcada accién proteasica, sumamente hemo-
litico, coagulante, shockante, hemorrogiparo, necrosante y poco neu-

votoxico.

* En su basqueda, tratando de encontrar alguna diferenciacién morfolégica que
correspondiera a variaciones en el aspecto del veneno, -Amaral describe -dos variedades
de Crotalus terrificus basandose en los dibujos de la piel de la nuca, a saber: colli-
rhombeatus (ejemplares procedentes del norocste y centro del Brasi], Paraguay y Ar-
gentina, cuyo veneno es amari“o); y collilineatus :(ejemp['arcs proccdentes del Sur del
Brasil, cuyo veneno es blanco). Ademas de estas variedades, _este autor divide a la
‘especie_Crotalus terrcftcus (Laur) en tres subcspecnes C, terrszus basdzscus habitat
Meéjico; C. terrificus durissus, habitat América Central y C. tenrzftcus terrificus, ha-~
bitat América del Sur.



206 VARIACIONES EN EL CONTENIDO DE LA RIBOFLAVINA T.XVIN? 3

Sostiene este autor que el género Crotalus tiene su centro de dis-
persion en las regiones secas de Méjico v Sur de Estados Unidos N
a medida que se aleja de este nticleo su veneno se va modificando,
asi del veneno amarillo exiremadamente proteasico y poco neurotéxico
de EE. UU. v Méjico. se pasa por los venenos intermediarios de Amé-
rica Central y Venezuela para llegar al de Argentina y sobre todo
del Sur de Brasil, donde es blanco, desprovisto de accién proteclitica
y muy neurotéxico. Los venenos decolorados deben ser considerados
como variaciones de un tipo primitivo amarillo y de propiec(ac]es mix-
tas. Las formas sudamericanas de Crotalus se hallan en vias de se-
gregacién en dos ramas distintas y la diferenciacién de los caracteres
biolégicos es mucho mas profunda; podriamos decir que se adelanta
a la diferenciacion de los caracteres morfolégicos, los que todavia
son insuficientes para caracterizar a las diferentes variedades.

Supone Vellard que la subespecie sudamericana Crotalus durissus
terrificus al penetrar en esa parte del continnte se divide en dos ra-
mas, una occidental a la que pertenecen Tos ejemplares con veneno
amarillo del oeste brasileiio, Bolivia, Paraguay y Argentina y otra
oriental cuyos representantes habitan el centro v Sur del Brasil y po-
seen veneno blanco (véase esquema).

Otros I'Jnvestigacl'ores trataron de individualizar el factor determi-
nante de esa coloracién amarilla propia de casi todos los venenos
ofidicos. Brooks (8) sefiala la presencia de una substancia fluores-
cente en Vipera aspis vy Naia naia. A. Rodrigues Taborda v L. Co-
mette Taborda (23) identifican el colorante de los venenos como una
flavina (riboflavina).

Constituye un apreciable adelanto en relacién a estos conoci-
mientos, el descubrimiento de Zeller y colaboradores (20, 50, 51) quie-
nes han puesto en evidencia la existencia en los venenos ofidicos
de una enzima capaz de oxidar a los l-amino-acidos; se trata de una
dehidrogenasa del tipo de la estudiada por Krehs y Green (4, 5, 6, 15)
en el rinén de mamiferos, pero que tiene caracteristicas que las dis-
tinguen de ésta; por ello Ja han denominado l-ofiamincacido oxidasa.
Consume mayor o menor cantidad de oxigeno segtin actie en presen-
cia o ausencia de catalasa. Al oxidar al aminoacido lo transforma en

o aceto-acido con liberacién de amoniaco vy peréxido de hidrégeno.

En presencia de catalasa:

RCH(NH,)COOH+"20,——->RCOCOOH--NH,

En ausencia de catalasa:
RCH(NH,)COOH+0O,+H,0—=RCO COOH+NH,+H,0O, (a)
RCOCOOH—{-HZOZ————> RCOOHCO, (b)
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Esta enzima es especifica de los l-aminoacidos y requiere para
actuar, que el sustrato tenga un grupo carboxilo libre vy el grupo ami-
no no sustituido; la presencia de un segundo grupo aminoe o carboxile
la inhiben en mayor o menor grado. El papel biolégico que desempena

ria de interés indiscutible.

Parece que su significado bﬁolégico estaria vincula‘do a la activa-
i
at

I jidos del animal envenenado. En efecto,

os tejidos d
debldo a su actividad, los productos de reaccién del sistema ppptlclo-
peptidasa son eliminados por su transformacién en o —~ceto—~acidos,
rompiéndose como consecuencia el equilibrio, que sélo puede ser res-
tablecido mediante la degradacmn de nuevas moIecu‘Ias de peptlc{os,
Esta hipétesis se halla en parte confirmada por la observacién cono-
cida de que animales muertos por picadura de vibora, arin tratdndose
de venenos sin ninguna o con escasa actividad proteolitica, entram
mucho més répidamente en autolisis y putrefa‘ccmn que lTos muertos
por olras causas. Solamente poseen esa capacidacl activadora de pro-
teasas y peptio[asas los venenos amarillos.

Parece que esta enzima se encuenira no sélo en el veneno, siné
también en otros érganos de los ofidios ya sean venencsos o no.

La [—ofi—~amino&cido~oxidasa es méas activa en vipéridos que
en colabridos, v dentro de los primeros, dice Zeller, el género Bothreps
es mucho més active que el género Crotalus.

Finalmente cabe destacar que Zeller v colaboradores han com-
proba&o que la actividad de Ja I—ofi-aminoacido—oxidasa corre para-
felamente con la intensidad del color amarillo, ésto vale para distin-
tas especies o atin para variedades dentro de una misma especie {han
estudiado variedades geograficas de Denisonia superba, Notechis
scutatus y Vipera aspts). De manera que venenos blancos como el de
Bothrops itapetiningae. desprovistos de riboflavina carecen por com-
plcto de l—oli~aminoacido—oxidasa *. Senalan que el color amarillo
del veneno ofidico, es parcialmente debido a la riboflavina, v que la
sustancia activa vy la coloreada, se encuentran en la misma fraccién.

Ya hace tiempo habiamos notado que el veneno de Crotalus tervi-
ficus de la 'A‘rgentina, presentaba diversas graclaciones en su colora-
cién, variando desde el blanco hasta el amarillo intenso, y que esas
modificaciones eran ccnstantes segtin Ja procec[encia, vale decir que
respondian a una distribucién geogréfica determinada.

En el presente tral)ajo, presentamos el estudio comparativo del
contenido en riboflavina, total v combinada, asi como de la actividad

*  FEstaba concluido este estudio cuando Singer y Keamey demostraron que se
lrata de una flavoproteina cuyo grupo prostético es el flavoadenindinuclestico. (Singer.

T. P., Kearney, E. B.: Arwch. Bioch., 1950, 27, 548).
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de la I~ofi—~aminoacido—~oxidasa, en muestras de veneno de Crotalus
tervificus de distinto origen. Ademas extendimos el estudio a las pon-
zonias de las especies del género Bothrops que se distrﬂouyen por

nuestro pafs.

MATERIAL Y METODOS

Los venenos estudiados fueron extraidos de viboras mantenidas
en cautividad, remitidas de distintas zonas del pais al Instituto Mal-
brén; se conservaron desecandolos al vacio sulftrico. Para usarlos
se pesaban y disolvian en solucién fisiolégica o en “buffer” fosfato.

La riboflavina se determiné por el método de Hodson ¥y
Norris (1) utilizande un fluorofotémetro de Pfaliz v Bauer. La {la-
vina total se determiné hidrolizando el veneno durante 50 minutos a
100 grados centigrados, en acido sulfarico 0.1N; la flavina combinada
se determiné hidrolizando, en las condiciones citadas, muestras de ve-
neno liberado de la flavina libre por 15-20 horas de dialisis contra
agua corriente a 18-20°C. Los valores se expresan en pug de ribo-
flavina por g. de veneno seco.

La actividad de la I—ofi—~aminoacido—oxidasa se determiné con
el método manométrico, utilizando un aparto de Warburg. Las de-
terminaciones se hicieron en aire a %8°C; en cada vaso se ponfa el
veneno (de 0.23 a 1 mg) disuelto en “buffer” fosfato M/15, pH 7.2,
v I—leucina a una concentracién i milimolar. En el vaso central se
colocaron 0.2 ml de NaOH 2.5 N. El volumen total de] Ifquiclo' era
de 5.2 ml. Las determinaciones duraban de 30 a 60 minutos, sin
contar el periodo de equilibracién, de 5§ minutos. Los resultados, como
es habitual, se expresan en o, (microlitros de 0, por hora y mili-
gramo de veneno seco). Solamente obtuvimos resultados regulares y
constantes cuando la equilibracién térmica se efectué con el veneno

v la leucina ya en contacto.

RESULTADOS

Como se puede apreciar en la tabla adjunta, existe un parale-
lismo entre la cantidad de riboflavina y la actividad de la l—ofi—
aminoédcido—~oxidasa de los venenos estudiados. Los venenos de las
especies del género Bothrops contienen concentraciones desde 140 a
420 pg de riboflavina total por ¢ de veneno seco, corresp‘oncliénclole
un Qo, de 500 a 1550. La especie B. ammoclytoides, exclusiva de la
Argentina, resulta poseedora del veneno mas rico en riboflavina y

[—ofi—aminoacido—~oxidasa.
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En cuanto a la ponzona de Crotalus terrificus, varta desde 10
a 225 ug de riboflavina total por g de veneno, con un QOZ desde
0 a 880. Zeller senala para esta especie tinicamente un Qo, de 10,
hecho que nos hace suponer que sélo estudié mna muestra de wve-
neno blanco. A pesar de esta Variabilidad, [a relacién Qoz/riboﬂa-
vina es bastante constante, hecho que indica que la actividad enzi-

ox) e H s
matica estd ligada a esta substancia.

TABLA COMPARATIVA DEL CONTENIDO EN RIBOFLAVINA TOTAL Y
COMBINADA Y L—OFI-AMINOACIDO~OXIDASA EN LOS DISTINTOS

VENENOS
i Riboflavina |Riboflavina [l.ofi_ami
GENERO Y ESPECIE Mgt(ﬁt?}i e C:;ggf/d;
ven, ven, Q0>

B. ammoo[ytoides (amariﬂo) 420 370 1550
B. neuwiedii {amarillo) 225 180 800
B. jararaca (amarillo) 175 160 700
B. alternata (amarillo) 165 135 600
B. jararacussu (amariHo) 140 130 500
C. terrificus, Tucuman (amariHo) 225 100 [00
. Salta {amarillo) 210 105 850
. Sgo. Fistero (amarille)  18c 170 825
- Chaco {amarillo) 170 160 oo
Sta. Fé (amarillo) 1053 150 560

. Cérdoba  (amarillo) 140 120 540
Formosa (amarillo) 170 120 580

" Corrientes (amarillo) 160 150 520
. " Misiones (amari“*o\) 140 120 545
" Misiones  (blanco) 10 10 o
. jévenes (blanco) 20 20 35

Para Singer y Kearney la riboflavina se encuentra combinada en su totalidad.
Nuestros resultados diferentes pucden deberse a una liberacion parcial de la misma por
c{escomposicién debida a la dialisis prolongada y a temperatura ambiente. (Singer, T. P.,
Kearney, E. B.: Arch. Bioch., 1950, 27, 548).

Como se puede observar, existen en nuestro pafs dos nticlecs
para cada uno de los tipos de veneno de Crotalus terrifi;cus: para el
veneno blanco, Misiones, y para el amariHo, Salta, Tucumén y San-
tiago del Estero; desde estos dos focos, los venenos se esparcen por
todo el territorio, predominando no obstante los de color amarillo,
pues aun en Misiones se encuentran aproximadamente un 25 %
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de Crotalus poseedores de veneno amarillo. Estas apreciaciones con-
cuerdan con lo sostenido por Vellard (*®) pues la rama occidenial se
prolonga por las provincias del N. O. argentino, y la oriental, conti-
nuacién del grupo originario del Brasil central v meridional, hace
su irrupcién en la Gob. de Misiones, segin hemos comprobado nos-
otros. Ambas ramas se ensamblan en la Argentina por medio de una
serie de iipos de venemos con predominancia amarillos.

Vellard, afirma que las condiciones ecoldgicas no modifican las
propieclac]es de los venenos, citando como ejemplo lo que acontece
con venenos venezolanos, cuyas muestras, proceden’ies tanto del Ii-
toral arenoso como de las regiones anc[inas o prean&inas, hémedas
y boscosas, no se diferencian. En nuestro pais, no podemos asegurar
hucién o por influencia

I coincidencia de C]TQh‘I

a a
< Loincy LESTTT

si debido a una simp
del ambiente, los venenos de Crotalus terrificus son tanto wndas ricos
en riboflavina y l—ofi—amincacido oxidasa, cuanto maés seco y are-
noso es el Tugar de donde proceden. Ademas, se observa una cierta
cerruspgndencia con los distritos Zoogeogréficos propuestos por Ca-
brera v Yepes (%), encontrandose los venenos mas ricos en las sus
tancias estudiadas, en el distrito subandino, los intermediarios en el
pampasico v los mas po])res o carentes en absoluto, en el su]otrop’ica].
Pero esta distribucién no es rigurosa: asi, hemos recibido, en varias
oportuniéades, precedenies de distintas Jocalidades de Misiones,
ejemplares ya con venenc blanco, ya con veneno amarillo, pero siem-
pre estos Wtimos fueron menos frecuentes (en el curso de 1048 se
recibieron en el Instituto Malbran, 28 viboras de cascabel de Misio-
blance v 7 con wveneno amarillo). Ademas, el

0

nes, %i con Veneno
contenido en riboflavina y [—~ofi—aminoacido oxidasa de estos wl-
timos, es pequeﬁo, segtan puede .Compro]oarse en la tabla adjunta.
Eistos hechos nos hacen suponer que en realidad el foco o centro de
dispersién de Crotalus terrificus posee&or de veneno blanco, se en-
cuentra ubicado mas al norte, en pieno territorio brasilefio; de ahi
que no sea total y absoluta la presencia del veneno blanco en las
cascabeles misioneras, pués adn en dicha Gobernacién se encuentran

aungue en menor namero, ejemplares con veneno amarillo que es tan

(1) Con el fin de precisar mas la procedencia de los (’iemp[ares cuyos venenos
fueron estudiados, indicamos a continuacién las zonas dentro de cada provincia o go~
bernacién de donde eran originarias las serpientes de cascabel utilizadas en nuestro
estudio. Anotamos estos datos, debido a las variaciones fisiogréficas ohservables en al-
gunas provincias, sobre todo en aqueHas de gran superficie, que abarcan distintas re~
giones zoo y fi’togeogréficas, a saber: Salta y Tucumén, zonas orientales, Santiago del
Estero, zonas occic{enta[es, Cérdoba Norte y Ccntro, Santa Fe Notte, Formosa y Chaco
todo el territorio. ‘

Seria interesante poseer muestras de a]gunas zonas intermediarias, como por ejem~
plo de la zona paraguaya, comprendida entre los rios Paraguay y Parana, que se in=~
troduce como cufia en el territorio argentino.



CROTALUS BASILISCUS (CODE) = CROT. TERRIFICUS BASILISCUS

CENTRO Y OESTE DE MEJICO (LAUR)

CROTALUS DURISSUS DURISSUS(L) CROT. TERRIFICUS COPEANUS
SUR DE MEJICO YAMERICA CENTRAL {L/&UR‘}
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FORMAS DE VENEZUELA

CROTALUS DURISSUS TERRIFICUSIL)
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CROT. BURISSUS TERRIFICUS ~ (ROT. DURISSUS TERRIFICUS.

- RAMA DCCIDENTAL RAMA ORIENTAL
MATTO GROSSO(BRASIL) GOYAZ
BOLIVIA MINAS GERAE S
" PARAGUAY SAC PAULOD BRASIL
N.O. Y CENTRO DE ARGENTINA SANTA CATARINA

MISIONES (ARGENTINA)

Esquema de la evolucidn del veneno Crotalus duriesus (L.) 1758 o Crotalus teirvificus (Lawr.) 1768 segin 'J, Vellard vy modificado por

nosotros, La columna de la derecha corresponde « la nomenclatura propuesta por Amaral v la de la dzquierde ¢ la nomenclatura de
Klauber aceptadae por Vellard,
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frecuente en todo el territorio de la Repﬁblica. De Formosa hemos
recibido solamente un ejemplar con veneno blanco.

‘ A pesar del estudio taxonémice prolijo, no hemos encontrado
ninguna diferencia morfolégica entre los ejemplares poseeclores de
veneno blanco ¢ veneno amarillo, originarios de distintas zonas del
pais; por consiguiente, no comprobamos las variedades de dibujo se-
faladas por Amaral para las viboras de cascabel brasilefias; nuestros
Croialus pertenecen en todo caso al tipo colillineatus.

Otro hecho que merece destacarse, es el siguiente: todos los
crétalos, cualquiera sea su procedencia, poseen venenc blanco a poco
de nacer v mantienen este cardcter hasta que alcanzan los 50 6 40
cm. de longitud, es decir, hasta el afio de edad aproximadamente.
Luego, si se trata de la variedad de veneno amarillo, a medida que
se desarrollan, paulati"nameuie su ponzofla va adquirieno[o ese color,
con mayor intensidad.

Esta curiosa comprobacién nos llevé a investigar su contenido en
riboflavina y l—aminoacido oxidasa, resuliando, como era légico su-

cizgtanciag

stos venenog nracticamente carecen de r]%n]nns UUUUUUUUUUUU

RESUMEN 'Y CONCLUSIONES

Se exponen las teorias que admiten que las serpientes del gé-
nero Crotalus, se originan en N[éjico donde el veneno es amariﬁo, este
color paliolece hasta hacerse blanco, en el Sur del Brasil. Este carac-
ter del veneno tiene un significado taxonémico y filogenético de
importancia.

Se sefialan las variaciones geogréficas relativas a la coloracién
del veneno de Crotalus terrificus de la Argentina, que oscila entre el
blanco y el amarillo intenso.

Se estudia el contenido en riboflavina libre y combinada de pon-_
zotas de Crotalus ierm'ficus de diversas plocec{encinas, asi como de las
especies Boihr()ps aliernata, B. neuwiedii, B. a‘m'moaTytoiaTes, B. ja-
raraca, B. jararacussu.

Se comprueba que el colorido es debido a la presencia de ribo-
flavina, que existe en ‘concentraciones variables entre 140 y 420 mi-
crogramos por gramo de veneno seco. Los venemos blancos de Crotalus
terrificus carecen practicamente de dicha substancia.

Se determina la actividad de la I—~ofi—~aminoacido—oxidasa y se
encuentra que es paralela a la concentracién de riboflavina. También
los venenos blancos carecen de esta enzima.

El veneno de todos los ejemp]arse jévenes de Crotalus t‘errificus,
cualquiera sea su procedencia, es blanco y por o tanto desprovisto
de riboflavina y de l—ofi~aminoacido—~oxidasa.
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SUMMARY AND CONCLUSIONS

The teories which recognizes that the Crotalus serpents are of
Mexican origin, whose venom are of yeHow color, turning white in the
South of Brazil, are refered.

The venoin characteristic have a taxonomic and philogenetic
signification of importance.

The geopraphic variations in relation to the color of Argentina’s
Crotalus terrificus venom, which changes from white to vellow, are
indicated.

The riboflavin content of Crotalus terrificus poison of different
origin, as also of Bothrops alternata, B. neuwiedii, B. am(modytoicles,
B. jararaca, B. jararacussu was studied.

It was found that the vellow color is due to the presence o
riboflavin, which exists in variable concentrations between 140 and
420 pg per gram of dried poison; 85 % of the riboflavin is combined.
The Crotalus terrificus white venom lacks this substance practically.

The activity of l—ophi—aminoacid—oxidase was determined and
it was found to be parallel to the riboflavin concentration. The white
venoms also lacked this matter.

All the young Crotalus terrificus venom specimens, of whatsoever
origin are white and therefore lacn riboflavin and I»aophiwaminoacidf—a/

oxidase.
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