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Toda nuestra ciencia,
comparada con la realidad,

es primitiva e infantil...

y sin embargo es lo més preciado
que tenemos.

Albert Einstein (1879-1955)



Caracterizacion bioldgica y bioquimica del veneno de la vibora de pestafia | 5

Agradecimientos

Este trabajo representa la conclusién de un largo proceso lleno de alegrias, experiencias
enriquecedoras, retos y muy buenos momentos, pero también de tristezas y frustraciones. Durante
todo este proceso tuve la fortuna de contar con el apoyo y acompafiamiento de muchas personas,
por lo que hoy tengo que agradecer de la manera mas sincera y especial.

A mis queridos viejos, quienes han sido mi apoyo en todo momento y de manera incondicional
y han sido la motivacién mas fuerte para superar todos los obstaculos, a mi querido hermano por
estar siempre en las buenas y en las malas y a mi familia en general.

A mi directora Jessica Paola Rey-Suarez, por la confianza, la paciencia y dedicacion durante
larealizacion de este trabajo, por compartirme su conocimiento y pasion sobre el fascinante mundo
de los venenos de las serpientes.

Al grupo de Ofidismo y Escorpionismo de la Universidad de Antioquia por abrirme sus
puertas para la realizacién de este trabajo. En especial a la profe Vitelbina Nafiez y Andrés
Pereafiez por permitirme vivir esta experiencia tan enriquecedora. De igual forma, a Yeisson
Galvis, Lina Preciado y demas personas con las que comparti espacios en el laboratorio, por la
colaboracidn, la buena energia y buen ambiente durante mi estadia.

A mi codirector Herminsul de Jesus Cano-Calle, por la confianza, entrega y compromiso en
este trabajo, por su disposicion y buena energia en todo momento y por sus siempre valiosas
contribuciones durante este proceso. A las quimicas Lucia y Lyda por su colaboracion y buena

energia.



Caracterizacion bioldgica y bioquimica del veneno de la vibora de pestafia | 6

A la bidloga Laura Lizeth Lozano Suarez, por el apoyo en todo momento, por haber estado
siempre a mi lado de manera incondicional y haber hecho de mi paso por la universidad una
experiencia aun mas especial y significativa.

A mis compaiieros del grupo de Estudio en Anfibios y Reptiles (G.E.A.R.S.), especialmente
a los bidlogos Elson Ferley Meneses-Pelayo, Juan David Bayona-Serrano y Wilfredo Chinchilla-
Lemus, por sus valiosos aportes y acompafiamiento durante la realizacion de este trabajo. A Diego
Lobo por su colaboracion y acompafiamiento en campo.

Al Instituto Nacional de Salud, en especial a Francisco Ruiz y Monica Sarmiento por su gran
colaboracion y siempre buena disposicion.

A todos mis comparieros de carrera, Juan Jose, Omar, Dairo, que siempre me apoyaron, no
solo durante el desarrollo de mi tesis, también a lo largo de mi proceso de formacion en la
universidad. A dofia Esmeralda, don Carlos, dofia Maria, dofia Arelis, don Robinson y don Adrian

por su amabilidad durante las visitas de campo.



Caracterizacion bioldgica y bioquimica del veneno de la vibora de pestafia | 7

Contenido

Pag.
INEFOTUCCION ...t b et b e et b bbbt et b e et sb et n et e 17
L. ODJEUIVOS ...ttt bbbttt n bbb 21
1.1 ODJELIVO GENEIAL........oeiiiii it bbbttt ettt 21
1.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS. ....vevereeiiiteiieieesie ettt et 21
P Y=ol N (=T ] T o SO SOORPPTRR 22
2.1 El envenenamiento 0Casionado POF SEIPIENTES ..........cviieieiierierieriesie st 22
2.2 EI'VENeNO de 18S SEIPIBNTES ........oiuiiiiiiieiieieieite ettt bbbttt sie e 24
2.3 Bothriechis schlegelii (Berthold 1846) ..........ccooviiiiiiiiiieieiec e 28
2.4 El estudio del veneno de Bothriechis (Peters, 1859) .......cccooiiiiiiiniiinisieieeese e 29
3. MaterialeS Y MELOTOS ......ccueieieiieieeieie ettt sttt s et eene e e 31
3.1 Obtencion y procesado del VENENO ........cvoiiiiieiiiieieese e 31
3.2 Fraccionamiento cromatogréfico por HPLC en fase reversa (RP). ......cccocovviiieiiiniicinens 32
3.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). .......cccooiiiiiiiiiiinieeeese e 33
3.4 Actividades DiolOgiCas IN-VItIO .........ccoiiiiiiiiieiee e 34
3.4.1 Actividad de TOSTOlIPASAS A2, .....eiiiiiieiiiieieiie s 34
3.4. 1.1 HEmMOIISIS INGITECTA. ....evevitiieiiiisiieeie ettt bbbttt bbb 34
3.4.1.2 Actividad de fosfolipasas Az sobre el sustrato monodisperso 4-NOBA...........cccccocvvennne 35

3.4.2 ACHIVIAAA PrOtEOIITICA. .. .evevieiieiiiesiieiee e bbbt 35



Caracterizacion bioldgica y bioquimica del veneno de la vibora de pestafia | 8

3.4.2.1 Actividad proteolitica SODre AZOCASEING. .......coveveuiririeisiiieriees e 35
3.4.2.2 Actividad proteolitica SObre BAPNAL. ...t 36
3.4.3 Actividad de L-amino aCid0 OXIAASA. .....c..ecvervirririirieiieieiesi ettt 36
3.4.4 Actividad ProCoaguIante. ...........oouiiieiiiieiie ettt 36
3.4.5 ANALISIS ESTAUISTICO. .euviuiiieiieitecie ettt e et benresreeneereas 37
O e U L7 o [0 LSRR 37
4.1 Colecta de ejemplares de B. schlegelii y extracCion de VENeNO...........c.cooevvreneiencneninienennns 37
4.2 Fraccionamiento cromatografico de 10S VENENOS............ccoiirieiiiniine e 41
4.3 Fraccionamiento electroforético de 10S VENENOS...........cooi i 44
4.4 ACtIVIAAdES DIOIOGICAS .....cvieeiiiiiieieice ettt bttt e sbe e 46
ST B oL [ o SRS 49
LT O0] o (o] [0 [0 TSRS 60

Referencias BiDHOGIrafiCas ........cooviiiiiieereiee s 62



Caracterizacion bioldgica y bioquimica del veneno de la vibora de pestafia | 9

Lista de Figuras

Pég.
Figura 1. Comportamiento de la notificacion de accidente ofidico por semana epidemioldgica,
Colombia, 2014 — 2017. Tomado de ROJaS, (2017). ...c.cucereiieiierieeie et 23
Figura 2. Estrategias de laboratorio utilizadas para realizar analisis protedmicos de venenos de
serpientes. A estrategia basada en gel, en la cual se realiza la separacion de las proteinas por
electroforesis bidimensional (2DE), tinsion y seleccién de las bandas electroforéticas para
someterlas a digestion en gel y analisis de espectrometria de masas en tindem (MS/MS). B
estrategia basada en cromatografia liquida (CL), se realiza la digestion del veneno completo para
luego separar los péptidos por HPLC y finalmente anélisis por espectrometria de masas MS/MS.
C estrategia combinada “snake venomics”. Se separan los componentes del veneno por HPLC-
RP y electroforesis SDS-PAGE. Se seleccionan las bandas proteicas del gel, se digieren y se
someten a andlisis MS/MS. Adaptado de Lomonte, (2017). ....ccoeoveireineneneeseneesese e 26
Figura 3. Evolucion de las estrategias analiticas en la caracterizacion de venenos de serpientes
mediante herramientas protedmicas. Adaptado de Lomonte & Calvete, (2017)......c.ccccevevrueneen. 27
Figura 4. (A) Mapa de Colombia en el que se muestra las zonas de las que se llegé a obtener
muestras de veneno de B. schlegelii. Flecha naranja: Antioquia, flecha gris: Caldas y flecha
negra: Santander. (B) mapa del departamento de Santander mostrando las tres localidades en las
que se colectaron los especimenes de B. schlegelii. Naranja: Santa Barbara, Rojo: San Vicente de

Chucuri 'y Azul: El Carmen de CRUCUIT. .......ooviiiiiiiiieicce e 39



Caracterizacion bioldgica y bioquimica del veneno de la vibora de pestafia | 10

Figura 5. Individuos colectados en Santander. A, B, C,y D. individuos colectados en VVda
Esparta del municipio de Santa Barbara — Santander. E. individuo colectado en la VVda Merida
alta, municipio San Vicente de Chucuri — Santander. F. individuo colectado en la VVda La
Bodega, municipio el Carmen de Chucuri — Santander. Fotos A y F: Elson Meneses — Pelayo.
Fotos B, C, D y E: Jeisson GOMEZ RODIES........cc.ooviiieiiiii ettt 41
Figura 6. Perfil cromatogréfico de las proteinas del veneno de B. schlegelii de Santander por RP-
HPLC usando el MEtodo Ya UESCIIL0. ........cveieieieie ettt 42
Figura 7. Perfiles cromatogréaficos de las proteinas del veneno de los individuos de B. schlegelii
colectados en Santander (ver tabla 1) por RP-HPLC usando el método ya descrito. .................. 42
Figura 8. (A) Perfil cromatogréfico de las proteinas del veneno de B. schlegelii de Santander,
Caldas y Antioquia por RP-HPLC usando el método ya descrito. (B) Region comprendida entre
60 — 80 minutos ampliada, en la cual se observaron las diferencias més importantes entre los
CTOMALOGIAIMAS. ... eeuveeieeeree et ettt et e s e st et e e e e e sm e e e e R e e e et e nme e e s e e nbe e enn e e nme e s neennenenneen 43
Figura 9. Perfil cromatogréafico del veneno completo obtenido a partir de los individuos
colectados en Santander (ver tabla 1). Gel de electroforesis SDS-PAGE al 12 %. Valores en el
Marcador de peso molecular (M) expresados €N KDa. .........cccooveuerierieienieeneeseseeseenee e seeeeens 44
Figura 10. Perfil electroforético de las fracciones obtenidas por HPLC-RP a partir del veneno de
Santander en gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12%. Valores en los marcadores de peso
molecular (M) expresados €N KDa. ........c.coeiiiiiiieiiisi e 45
Figura 11. Perfil electroforético del veneno completo de B. schlegelii de Santander (S),
Antioquia (A), Caldas (C) y del veneno de B. asper (B.a). Gel de electroforesis SDS-PAGE al 12

%. Valores en los marcadores de peso molecular (M) expresados en KDa. .........ccccocevereninnnnns 45



Caracterizacion bioldgica y bioquimica del veneno de la vibora de pestafia | 11

Figura 12. Actividad de L-amino Acido oxidasa in-vitro. (A) Dosis respuesta a la actividad de L-
amino acido oxidasa del veneno de B. schlegelii de Santander y (B) actividad L-amino acido
oxidasa de 20 pg del veneno de B. schlegelii de las diferentes zonas y B. asper. .........c.ccoccevenene 46
Figura 13. Actividad proteolitica in-vitro. (A) Dosis respuesta a la actividad proteolitica sobre
azocaseina del veneno de B. schlegelii de Santander. (B) Dosis respuesta a la actividad
proteolitica sobre BAPNA del veneno de B. schlegelii de Santander. (C) Actividad proteolitica
sobre azocaseina de 20 pug del veneno de B. schlegelii de las diferentes zonas y B. asper. (D)
actividad proteolitica sobre BAPNA de 20 ug del veneno de B. schlegelii de las diferentes zonas
Y B ASPEI. eereeeeeeenrereennns 47
Figura 14. Actividad de fosfolipasas Az in-vitro. (A) Actividad hemolitica tanto del veneno de B.
schlegelii de diferentes zonas, como del veneno de B. asper. (B) Dosis respuesta a la actividad de
fosfolipasas A2 del veneno de B. schlegelii de Santander. (C) Actividad fosfolipasica A2 de 20 pg
del veneno de B. schlegelii de las diferentes zonas y B. asper. (Los asteriscos muestran las
diferencias significativas entre las muestras de B. schlegelii de diferentes zonas con la muestra de
I o =T ) TR T TSRO PP PO PP PRSPPSO 48
Figura 15. Tiempos de coagulacion inducidos en plasma sanguineo por diferentes dosis del

veneno de B. schlegelii de Santander. ..o 48



Caracterizacion bioldgica y bioquimica del veneno de la vibora de pestafia | 12

Lista de Tablas

Pég.
Tabla 1. Informacién general de los especimenes de B. schlegelii colectados en Santander
durante 1a fase A& CAMPO. ....c..oiiiiitiiiei e bbb 38

Tabla 2. Informacion de las cantidades de veneno obtenidas por individuo............c.ccccceeenennee 40



Caracterizacion bioldgica y bioquimica del veneno de la vibora de pestafia

Lista de Simbolos y Abreviaturas

Abreviatura ~ Termino

ACN Acetonitrilo

ANOVA Anadlisis de varianza

BAPNA N-benzoil-arginina-p-nitroanilida
cc Centimetros cubicos

CL Cromatografia liquida

CRISP Proteina secretora rica en cisteinas
DAD Arreglo de diodos

g Gramos

HCI Acido clorhidrico

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion
kDa KiloDalton

LAAO L-amino acido oxidasa

M Molar

mg Miligramos

min Minutos

mL Mililitros

mm Milimetros

mM Milimolar

113



Caracterizacion bioldgica y bioquimica del veneno de la vibora de pestafia

MS

mUA

m.s.n.m.

NaCl

NaOH

nm

PBS

PM

PLA:

RP

rpm

SDS-PAGE

SVMP

SVSP

TFA

\Y

Vda

WHO

2DE

°C

Espectrometria de masas
Mili-Unidades de absorbancia

Metros sobre el nivel del mar

Cloruro de sodio

Hidroxido de sodio

Nanometros

Buffer fosfato salino

Peso molecular

Fosfolipasa A2

Fase reversa

Revoluciones por minuto
Electroforesis en gel de poliacrilamida
Metaloproteasa de veneno de serpientes
Serin proteasa de veneno de serpientes
Acido trifluoroacético

Voltios

Vereda

Organizacion mundial de la salud

Dos dimensiones

Grados Celsius

| 14



Caracterizacion bioldgica y bioquimica del veneno de la vibora de pestafia | 15

Resumen

Titulo: Caracterizacion biol6gica y bioquimica del veneno de la vibora de pestafia Bothriechis schlegelii (Serpentes:
Viperidae) de Santander-Colombia”.

AUTOR: JEISSON GOMEZ ROBLES™
PALABRAS CLAVE: Veneno, Bothriechis schlegelii, Viperidae, Cromatografia liquida, SDS-PAGE.
DESCRIPCION:

Bothriechis es un género de serpientes neotropicales perteneciente a la familia Viperidae compuesto por 11 especies,
distribuidas desde Centroamérica hasta el norte de Sudamérica. Se caracterizan por tener habitos principalmente
arbéreos. Bothriechis schlegelii, conocida en algunas Regiones de Santander como Mapanare o Sapa, es la Unica
especie del género reportada en Colombia y representa una de las especies de relevancia clinica en el pais. El veneno
de esta especie en Colombia ha sido poco estudiado. En el presente trabajo se realizo la caracterizacion bioquimica y
bioldgica del veneno de B. schlegelii de Santander mediante la utilizacion de técnicas como cromatografia liquida de
alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC), electroforesis de proteinas (SDS-PAGE) y ensayos de actividades
biol6gicas In-vitro. El veneno de B. schlegelii de Santander mostré un perfil cromatografico constituido por 35
fracciones, dieciocho de estas no presentaron bandas electroforéticas superiores a 15 kDa. Las bandas electroforéticas
correspondiente a estos venenos, se observaron principalmente distribuidas en un rango de 20-50 kDa. El veneno de
B. schlegelii de Santander presenta unas caracteristicas electroforéticas y cromatograficas similares a las observadas
en otras especies de la familia viperidae del neotrdpico. Este trabajo permitié ampliar el conocimiento toxinol6gico
del veneno de serpientes y la informacion proporcionada contribuird al mejoramiento en el diagnéstico y tratamiento
de los casos clinicos ocasionados por esta especie en Colombia.

" Trabajo de grado
™ Facultad de Ciencias Basicas. Escuela de Biologfa. Directora: Jessica Paola Rey-Suarez PhD Ciencias Basicas
Biomédicas Codirector: Herminsul de Jests Cano Calle PhD en Quimica
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Abstract

TITLE: Biological and biochemical characterization of the eyelash viper Bothriechis schlegelii venom (Serpentes:
Viperidae) of Santander-Colombia”.

AUTHOR: JEISSON GOMEZ ROBLES™
KEYWORDS: Venom, Bothriechis schlegelii, Viperidae, Liquid chromatography, SDS-PAGE.
DESCRIPTION:

Bothriechis is a genus of Neotropical snakes belongs to the Viperidae family composed of 11 species, distributed from
Central America to northern South America. They are characterized by having mainly arboreal habits. Bothriechis
schlegelii, known in some regions of Santander as Mapanare or Sapa, is the only specie of the genus reported in
Colombia and represents one of the species of clinical relevance in the country. The venom of Colombian species has
been barely studied. In the present work, the biochemical and biological characterization of B. schlegelii venom from
Santander was carried out using techniques such as reverse phase high resolution liquid chromatography (RP-HPLC),
protein electrophoresis (SDS-PAGE), and biological activity tests In-vitro. The venom of B. schlegelii from Santander
showed a chromatographic profile constituted by 35 fractions, eighteen of these did not present electrophoretic bands
greater than 15 kDa. The electrophoretic bands corresponding to these venoms were mainly distributed in a range of
20-50 kDa. The venom of B. schlegelii from Santander presents electrophoretic and chromatographic characteristics
similar to those observed in other species of the Neotropic viperidae family. This work allowed expand the
toxinological knowledge of snake venom and provided information will contribute to the improvement in the diagnosis
and treatment of clinical cases caused by this specie in Colombia.

* Thesis
™ Faculty of basic sciences. Biology school. Directora: Jessica Paola Rey-Suarez PhD Ciencias Bésicas Biomédicas
Codirector: Herminsul de Jesis Cano Calle PhD en Quimica
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Introduccion

Las serpientes u ofidios, son reptiles escamados desprovistos de extremidades y con cuerpos de
forma alargada. Existen 3738 especies de serpientes en el mundo, de las cuales aproximadamente
250 (6.7%) son consideradas venenosas Yy representan un riesgo para los humanos (Uetz & Hosek,
2018).

El veneno de las serpientes esta compuesto principalmente por péptidos y proteinas cuya
funcidn es capturar y predigerir las presas (Gomes et al., 2010). Sin embargo, en un encuentro
fortuito con el hombre, estos venenos pueden llegar a ser usados como defensa cuando son
inyectados intramuscularmente en una mordida, lo que se conoce como accidente ofidico u
ofidiotoxicosis, considerado un serio problema de salud publica principalmente en paises
tropicales subdesarrollados (Harrison & Gutiérrez, 2016).

Se estima que a nivel mundial se producen alrededor de 2 millones de envenenamientos
ocasionados por serpientes, por lo cual se han llevado a cabo importantes esfuerzos en el estudio
y atencién del problema a nivel regional y global en el &mbito cientifico. Esto ha permitido
desarrollar una serie de metodologias de laboratorio relativamente sencillas y estrategias analiticas
como la vendmica, antivendmica y toxicovendmica, las cuales facilitan no solo el estudio de la
protedmica de los venenos, el aislamiento y caracterizacion de las toxinas, mecanismos de accion
y efectos, sino también informacion atil en el desarrollo y evaluacion de los antivenenos
(Gutiérrez, 2011).

Bothriechis es un género de serpientes neotropicales perteneciente a la familia Viperidae

compuesto por 11 especies, distribuidas desde Centroamerica hasta el norte de Sudamérica. Se
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caracterizan por tener habitos principalmente arbdreos. Bothriechis schlegelii, conocida en algunas
localidades de Santander como Mapanare o0 Sapa, es la Unica especie del género reportada para
Colombiay representa una de las especies de relevancia clinica en el pais, el veneno de esta especie
en Colombia ha sido poco estudiado, por tal motivo este trabajo tiene como objetivo realizar una
caracterizacion bioldgica y bioguimica del veneno de esta especie proveniente de Santander.

Descripcion del problema

Debido a su relevancia médica, muchos de los venenos de las serpientes del género
Bothriechis, han sido caracterizados para poblaciones y especies fuera de Colombia. (Lomonte et
al., 2008, 2012; Fernandez et al., 2010; Camacho et al., 2014). En dichos estudios se evidencia
una notable variacion tanto en la composicion como en la actividad y perfil toxico entre los
venenos de las especies de este género. (Lomonte et al., 2012; Pla et al., 2017). La abundancia de
familias proteicas como las fosfolipasas A2 (PLA?) y las Metaloproteinasas (SVMPS) entre otras,
hacen que estos venenos posean un diverso repertorio de actividades bioldgicas.

Efectos dermonecroticos, hemorragicos, miotoxicos, entre otros, hacen que los venenos del
género Bothriechis sean potencialmente letales para el hombre (Campbell & Lamar, 2004).
Colombia solo cuenta con una especie de este género (B. schlegelii) la cual también se distribuye
en otros paises de Centro y Sur América (Uetz & Hosek, 2018). Lomonte et al. (2008) trabajaron
en la caracterizacion del veneno de esta especie a partir de individuos costarricenses encontrando
siete diferentes familias de proteinas, de las cuales las PLA fueron predominantes (44%). Sin
embargo, se observo que las actividades evocadas por los venenos de individuos de B. schlegelii
de Costa Rica y de Colombia son diametralmente diferentes (Prezotto-Nieto, 2016). La causa de
esta diferencia en las actividades podria verse reflejada en variaciones en la composicion del

veneno de las poblaciones colombianas. Aunque en Costa Rica se conoce bien el veneno de B.
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schlegelii (Angulo et al., 1997; Lomonte et al. 2008; Pla et al., 2017), para Colombia son pocos
los datos que se tienen del veneno de esta especie a pesar de su importancia médica (Otero-Patifio
et al., 1992b; 2002; Rodriguez-Vargas, 2012; Walteros et al., 2014), lo que impide la realizacion
de inferencias sobre las actividades bioldgicas que desencadena, asi como la investigacion de
posibles compuestos de interés médico y farmacologico, el desarrollo de sueros antiofidicos
especificos y tratamientos mucho mas efectivos.

Justificacion del proyecto

La variacién en los venenos de serpientes se puede encontrar a diferentes niveles taxonomicos.
Dentro de la misma especie estas variaciones pueden responder a factores como la edad, dieta,
distribucion geogréfica, estacion e incluso al sexo. Debido a esto, el envenenamiento por serpientes
de la misma especie puede generar consecuencias clinicas distintas. B. schlegelii es una especie
ampliamente distribuida la cual podria llegar a presentar una variacién importante a nivel biol6gico
y bioquimico del veneno y por ende en las caracteristicas del envenenamiento a lo largo de las
localidades en las que se encuentra.

Sin embargo, la vasta mayoria de datos e informacion que se tienen del veneno de esta especie
se ha obtenido a partir de individuos centroamericanos, lo que deja un enorme vacio de
conocimiento acerca del veneno de B. schlegelii de otras regiones, entre estas, Colombia. La
realizacion de estudios sobre el veneno de esta especie en el pais resulta necesaria para mitigar
este bache de informacion y de esta forma vitalizar y fortalecer los esfuerzos en mejorar los
tratamientos del envenenamiento ofidico.

Ademas, el estudio de los venenos de las serpientes, no solo arroja bases que permiten llegar
a entender como estos han evolucionado, también traen consigo beneficios en pro de la

investigacion en el area de la salud para el desarrollo de herramientas y drogas de uso médico,
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mejoramiento en la manufactura de antivenenos e incluso resultan con un gran potencial en temas
de taxonomia (Calvete et al., 2008).

Asi mismo, el uso de toxinas como herramientas moleculares ha permitido revelar y clasificar
diferentes procesos fisioldgicos importantes que tienen que ver con aspectos de neurotransmision,
apoptosis, hemostasia, entre otras (Mackessy, 2010). Incluso algunas de estas toxinas han
demostrado ser potenciales reemplazantes de fa&rmacos y productos poco efectivos o que llevan
consigo efectos adversos durante su uso, teniendo en ocasiones un rendimiento mayor a la de los
farmacos (Craik, 2013).

El potencial anticancerigeno de muchas de las proteinas y péptidos presentes en los venenos,
ponen a estos como una muy prometedora fuente para desarrollar alternativas de origen natural y
mucho méas econdmicas para el tratamiento de esta enfermedad (Roy, Chattopadhyay & Pal, 2015).

Ya sea para afrontar el problema de salud pablica que hoy representa las mordeduras de
serpientes, sobre todo en los trépicos, mediante el desarrollo de antivenenos y tratamientos mas
efectivos, para llevar a cabo investigaciones que nos ayuden a responder preguntas bioldgicas
fundamentales o para brindar alternativas en el tratamiento de enfermedades que en la actualidad
demandan especial atencién, el estudio de los venenos resulta necesario, y mas aun cuando a pesar
de todo el potencial que en ellos hay, se tiene que la gran mayoria de venenos de fuentes animales

se desconoce (Zhang, 2015).
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Realizar la caracterizacién bioldgica y bioquimica del veneno de la vibora de pestafia (Bothriechis

schlegelii) de Santander — Colombia.

1.2 Objetivos Especificos

e Determinar el perfil cromatografico y electroforético del veneno de B. schlegelii de
Santander.

e Establecer diferencias individuales y geogréaficas entre especimenes de B. schlegelii de
Santander y de diferentes zonas de Colombia.

e Caracterizar las actividades bioldgicas In-vitro del veneno de B. schlegelii de Santander y

de diferentes zonas de Colombia.
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2. Marco teorico

2.1 El envenenamiento ocasionado por serpientes

Las mordeduras por serpiente son un problema de salud pablica desatendida en muchos paises
tropicales y subtropicales (WHO, 2018). Anualmente se producen alrededor de 5 millones de
mordeduras de serpiente alrededor del mundo, de las cuales entre el 1.8 - 2.7 millones resultan en
envenenamiento, desafortunadamente entre 81.410 — 137.880 en muertes y aproximadamente el
triple de amputaciones y otras discapacidades permanentes (Harrison & Gutiérrez, 2016; WHO,
2018). La mayoria de los casos ocurren en Africa, Asia y Latinoamérica, afectando principalmente
a personas de comunidades pobres en &reas rurales de paises subdesarrollados con pocos recursos
médicos y sistemas de salud débiles (Kasturiratne et al., 2008; Lomonte, 2012; Harrison &
Gutierrez, 2016; WHO, 2018). En Latinoamérica, solo a nivel hospitalario, se presentan unos
70.000 casos por afio, mientras que las tasas de decesos por cada 100.000 habitantes varian bastante
entre diferentes paises. No obstante, los datos sobre incidencia y mortalidad por envenenamientos
de serpientes son por lo general incompletos lo que hace que sea imposible dimensionar la
verdadera magnitud del problema (Gutiérrez, 2011). Las cifras que se evidencian en
Latinoamérica, tanto de incidencia como de muertes, parecen ser mucho menores de las que
realmente ocurririan. Las muertes anuales estarian entre 540 — 2.298 que se estiman suceden en la
region, mientras que los 70.000 casos que se reportan por afio serian solo el limite inferior de los

entre 80.329 — 129.084 casos que en realidad se presentarian en los paises latinos (Kasturiratne et
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al., 2008). Colombia no es ajena a este fendmeno y las cifras que se tienen no muestran el
verdadero problema debido al subregistro que se presenta, sin embargo, el panorama se ha
mejorado gracias a que el accidente ofidico es de notificacién obligatoria desde el 2014
(Rodriguez-Vargas, 2012). En Colombia para el afio 2017 se reportaron 4.978 casos, aumentando
6% respecto al numero de casos reportados el afio anterior (Rojas, 2017) (Figura 1). La ocurrencia
de envenenamientos por serpientes en Colombia conserva algunas caracteristicas con respecto al
comportamiento que se da en Latinoamérica. Por ejemplo, Bothrops aparece como el género
responsable de la gran mayoria de casos (Otero-Patifio et al., 1992a; 1992b; 2002; Sarmiento,
2012; Rojas, 2017) y las personas més afectadas son habitantes de zonas rurales retiradas de

centros poblados, con actividades relacionadas a trabajos del campo (Walteros et al., 2014; Rojas,

2017).
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Figura 1. Comportamiento de la notificacion de accidente ofidico por semana epidemioldgica,
Colombia, 2014 — 2017. Tomado de Rojas, (2017).
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2.2 El veneno de las serpientes

El veneno de las serpientes es saliva altamente modificada como resultado de presiones selectivas
a niveles troficos en las especies, que les confiere a éstas una defensa efectiva contra posibles
predadores y una herramienta para someter, matar y digerir a sus presas (Gomes et al., 2010). El
veneno es producido en un par de glandulas exocrinas especializadas y esta compuesto por una
miriada de péptidos y proteinas, algunas de las cuales se encuentran dotadas de actividades
enzimaticas (Mackessy & Baxter, 2006; Fry, 2015). Estas proteinas toxicas parecen haber surgido
mediante un proceso en el cual algunos genes expresados normalmente en otros tejidos del cuerpo
resultaron también siendo expresados en las glandulas orales (Hargreaves et al., 2014, Reyes-
Velazco et al., 2014), ejemplo de esto son los genes del grupo de toxinas Fosfolipasas A2 tipo 1l
(II-PLA?), expresadas selectivamente en vipéridos después de haber evolucionado de genes
expresados especificamente en su higado (Junqueira de Azevedo et al., 2015). Por lo tanto, las
proteinas y toxinas presentes en los venenos son reclutadas a partir de proteinas secretoras y
corporales, algunas con roles bioquimicos preexistentes en uno 0 méas procesos fisioldgicos (Fry,
2015). Este proceso de reclutamiento progresivo de nuevas toxinas a partir de proteinas no toxicas
ha llevado a un alto grado de homogeneidad en los tipos de toxinas encontradas en diferentes
familias de serpientes. La coaptacion de estos compuestos reguladores y su reclutamiento como
constituyentes del veneno (Fry, 2015), sumado a una posible limitada seleccién evolutiva, ha
enmarcado la diversificacion estructural, mas no funcional, de estas proteinas toxicas a un pequefio
numero de familias proteicas (Calvete et al., 2007). Por ejemplo, algunas serpientes de la familia
Elapidae (Mambas) y Viperidae (Serpientes de cascabel) pueden llegar a tener méas de cincuenta

tipos de péptidos y proteinas diferentes en sus venenos, los cuales solo llegan a representar de diez
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a veinte familias proteicas (Perkins, Parker &Tomer, 1993; Perkins & Tomer, 1995; Sanz et al.,
2006).

La liberacion del veneno se lleva a cabo por medio de un sistema altamente especializado
conocido como aparato venenoso. Este consta de las glandulas secretoras asociadas a un refinado
mecanismo de musculos y ductos que desembocan en un par de dientes modificados que facilitan
la inoculacion del veneno en la presa (Jackson, 2003; Vonk et al., 2008). El aparato venenoso, a
pesar de tener la misma funcion (Produccion e inoculacion del veneno) y ubicacion, presenta
diferencias entre las familias de serpientes venenosas (Colubridae, Elapidae y Viperidae), que
pueden relacionarse con el tamafio, la organizacion de estructuras asociadas como musculos o
ligamentos, la cantidad de veneno producido e incluso la efectividad y rapidez en la inyeccion de
este (Mackessy, 2010).

Gran parte del conocimiento que se tiene acerca de los venenos de serpientes se han obtenido
gracias a las contribuciones realizadas por diferentes grupos de investigacion de diversos paises.
Esto ha traido consigo el desarrollo y adaptacion de una serie de metodologias de laboratorio
relativamente sencillas (Figura 2) y estrategias de analisis como la vendmica, antivenémica y

toxicovendmica (Figura 3).
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Figura 2. Estrategias de laboratorio utilizadas para realizar analisis protedmicos de venenos de
serpientes. A estrategia basada en gel, en la cual se realiza la separacion de las proteinas por
electroforesis bidimensional (2DE), tinsion y seleccién de las bandas electroforéticas para
someterlas a digestion en gel y analisis de espectrometria de masas en tandem (MS/MS). B
estrategia basada en cromatografia liquida (CL), se realiza la digestion del veneno completo para
luego separar los péptidos por HPLC y finalmente analisis por espectrometria de masas MS/MS.
C estrategia combinada ‘“snake venomics”. Se separan los componentes del veneno por HPLC-
RP y electroforesis SDS-PAGE. Se seleccionan las bandas proteicas del gel, se digieren y se
someten a analisis MS/MS. Adaptado de Lomonte, (2017).

Si bien, en la composicion de los venenos se pueden llegar a encontrar variaciones
intraespecificas. Las especies estrechamente relacionadas tienen venenos mas similares entre si,
que con aquellas mas distantemente relacionadas. Al igual como sucede con el aparato venenoso,
las familias proteicas presentes en los venenos siguen por lo general tendencias filogenéticas. Asi,
los venenos de especies de serpiente de la familia Elapidae son mas similares entre si que con
especies de la familia Viperidae. En los venenos de los elapidos se da una predominancia de
toxinas pequefias, principalmente toxinas de tres dedos (3FTx) y PLA2, mientras que en los

venenos de especies de vipéridos predominan toxinas enzimaticas de mayor peso molecular como
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metaloproteasas de veneno de serpiente (SVMPs), Serinproteasas (SVSPs) y L-amino acido
oxidasas (LAAOs) (Mackessy, 2010). Sin embargo, estos patrones no siempre se dan. En un linaje
evolutivamente bien definido como lo es el género Crotalus (Familia Viperidae), la composicion
del veneno no necesariamente responde a un patron filogenético, llegandose a encontrar venenos
que generan dafio a tejidos y son altamente hemorrégicos con predominancia de SVMPs (C. atrox,
C. molossus y C. ruber) y, venenos altamente neurotéxicos y con ausencia de SVMPs (C. tigris y
C. durissus terrificus) (Mackessy, 2008). En el caso de venenos de la familia Colubridae (Sensu
lato), estos aparecen mucho mas variables, conteniendo algunos componentes enzimaticos como
SVMPs y Acetilcolinesterasas (Hill & Mackessy, 2000; Mackessy, 2002). En algunas especies se

encuentran venenos con abundantes 3FTxs mientras en otras estan ausentes (Mackessy, 2010).
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Figura 3. Evolucion de las estrategias analiticas en la caracterizacion de venenos de serpientes
mediante herramientas protedmicas. Adaptado de Lomonte & Calvete, (2017).
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Conocer la complejidad y variabilidad de los componentes del veneno, aporta no sélo a
continuar explorando a mayor detalle diferentes hipotesis evolutivas sobre la diversificacion o
conservacion de las caracteristicas de los venenos ligadas a fuerzas evolutivas y ecoldgicas y a
conocer la gran diversidad entre diferentes taxa (Calvete, 2011), ademas, resulta fundamental a la
hora de desarrollar y optimizar el tratamiento del accidente ofidico (Gutiérrez et al., 2009) ya que

todas estas variaciones tienen un impacto en términos clinicos y de desarrollo de antivenenos.

2.3 Bothriechis schlegelii (Berthold 1846)

Bothriechis (Peters, 1859) es un linaje constituido por 11 especies de serpientes neotropicales
(Uetz & Hosek, 2018). Estas especies estdn adaptadas a habitats arboreos con cuerpos
relativamente cortos (60-80 cm) y colas prensiles, son principalmente nocturnas y se alimentan de
aves, pequefios roedores, lagartos, ranas y ocasionalmente murciélagos (Meza-Ramos, Almendariz
& Yanez-Mufioz, 2010; Arteaga et al. 2013) con una aparente transicion ontogénica de presas
poiquilotermas hacia presas endotérmas (Campbell & Lamar, 2004). B. schlegelii se describi6 a
partir de individuos colectados durante la expedicion nueva granada por Berthold (1846) y se
define el municipio de Popayan del departamento del Cauca, Colombia, como la localidad tipo
(Gémez & Buitrago-Gonzélez, 2017). EI nombre de Bothriechis schlegelii proviene de las palabras
griegas Bothrops y echis, que significan “foso” y “vibora” respectivamente, haciendo referencia a
la estructura de termo recepcion ubicada en su region loreal (foseta termoreceptora) y en honor al
zoologo Aleman Hermann Schlegel (Arteaga et al. 2013). B. schlegelii es la especie mas
ampliamente distribuida del género, se encuentra desde Centroamérica hasta el Norte de

Suramérica (Uetz & Hosek, 2014). Es la unica especie del género distribuida en Colombia, desde
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el nivel del mar hasta los 2640 m.s.n.m. habitando bosques himedos tropical, subtropical y
bosques montanos, presenta dos o tres escamas supraoculares proyectadas, por lo que se le conoce
como vibora de pestafias, su coloracién es variable, de amarillo a tonos verdes salpicadas de puntos
negros (Campbell & Lamar, 2004). B. schlegelii aparece como una de las especies de importancia
médica en Colombia (Otero-Patifio et al., 1992b, 2002; Charry, 2006; Rodriguez-Vargas, 2012;
Walteros et al., 2014), sin embargo, el veneno de esta especie es poco conocido para poblaciones
colombianas, lo que genera una cantidad limitada de datos sobre estos venenos y condiciona la

posibilidad de entender y manejar mejor los casos clinicos ocasionados por esta especie.

2.4 El estudio del veneno de Bothriechis (Peters, 1859)

En el género Bothriechis, todas las especies presentan habitats arboreos y un rango de presas muy
similar. Se ha reportado la composicién del veneno de varias especies ya sea de forma
independiente (Fernandez et al., 2010; Lomonte et al., 2012) o en el mismo estudio (Lomonte et
al., 2008; Pla et al., 2017) mostrando una notable variacion entre el veneno de sus diferentes
especies, tanto en composicion como en actividades.

Lomonte et al. (2008) reportaron en el veneno de B. lateralis y B. schlegelii de Costa Rica,
ocho y siete familias de proteinas en sus venenos respectivamente, la principal familia de proteinas
en el veneno de B. lateralis fueron las Metaloproteinasas (SVMP), mientras que en B. schlegelii
las Fosfolipasas (PLA:), con el 55% y 44% del total de las proteinas del veneno respectivamente.

B. nigroviridis presenta siete diferentes familias de proteinas, siendo PLA; tipo crotoxinas

(38%) y péptidos vasoactivos (37%) los mas representativos en su proteoma del veneno. Tiene la
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maés alta letalidad entre las otras especies de Bothriechis ya estudiadas y su proteoma arroja una
ausencia de SVMP (Fernéndez et al., 2010).

Dentro del proteoma de B. supraciliaris se observo por primera vez para una especie del
género, unos pequefios péptidos poliglicina similares a inhibidores de metaloproteinasas
reportados para especies viperinas del viejo mundo. Ademas, B. supraciliaris presenta 11 familias
proteicas en su veneno. Péptidos potenciadores de bradiquininas (22%), serinproteinasas (15%) y
PLA:> (13,4%) aparecen como los componentes principales en su veneno (Lomonte et al., 2012).

En un estudio mas reciente realizado por Pla et al. (2017) con especies de Bothriechis de
Guatemala: B. thalassinus, B. aurifer, B. bicolor, y de Honduras: B. marchi, se encontré no solo
gran divergencia entre los venenos de estas especies, también con los venenos ya reportados de
otras especies del género. Ademas, encontro variacion en los componentes del veneno de neonatos
y adultos de B. schlegelii y B. lateralis.

Toda esta notable variacion entre el veneno de las especies del género Bothriechis podria
Ilegar a ser producto de diferentes respuestas al mismo propésito tréfico (Lomonte et al., 2012;
Fernandez et al., 2010; Prezotto-Nieto, 2016). Esto pone al género Bothriechis como un posible
modelo, Gtil para explorar un poco mas sobre los mecanismos que llevan a la diversificacion de
los venenos.

Ademas de la caracterizacion del proteoma del veneno de B. schlegelii para Costa Rica, se ha
llegado a caracterizar las actividades de compuestos especificos como fosfolipasas miotédxicas
(Angulo etal., 1997) y una proteina similar a un inhibidor tipo kazal presentes solo en dos especies
del género Bothriechis, que no es letal y solo se observo una inhibicion parcial en la actividad de

la tripsina (Fernandez et al., 2016).
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En cuanto a las manifestaciones del veneno de B. schlegelii, éstas parecen tener marcadas
diferencias entre individuos de Costa Rica y Colombia. Mientras para Costa Rica B. schlegelii
experimentalmente mostro su veneno junto con el de Bothrops asper como los méas hemorragicos
y mionecroticos (Bolafios, 1982), en Colombia los envenenamientos ocasionados por esta especie
pueden con frecuencia resultar un poco mas leves (Otero-Patifio et al., 1992b; 2002).

Un trabajo en el que se comparo las actividades bioldgicas y bioquimicas entre los venenos
de B. schlegelii de Costa Rica y Colombia, reportd que el veneno de los individuos de Costa Rica
es mas edematico y marcadamente mas hemorragico y letal que el de los individuos de Colombia
(Prezotto-Nieto, 2016).

Acceder al perfil bioldgico y bioquimico del veneno de B. schlegelii para Colombia, no solo
podria ampliar el panorama que se tiene sobre la diversidad en el veneno dentro del género, ademas
se podria llegar a compuestos con cierta utilidad. VVargas-Mufioz et al. (2014) lograron aislar y
caracterizar una enzima capaz de inhibir el crecimiento de bacterias como Streptococcus aureus y

Acinetobacter baumannii, a partir del veneno de B. schlegelii de Colombia.

3. Materiales y métodos

3.1 Obtencion y procesado del veneno

Se realizaron salidas de campo a diferentes localidades dentro del departamento de Santander, en

la VVda Esparta del municipio de Santa Barbara, la VVda Mérida alta del municipio de San Vicente
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de Chucuri y la VVda La Bodega del municipio de EI Carmen de Chucuri, las cuales se tenian como
areas de distribuciones confirmadas o potenciales para la especie de interés. EI muestreo se realiz6
siguiendo el método de busqueda libre y sin restricciones (Angulo et al., 2006), bajo el permiso
marco de colecta de especimenes otorgado a la Universidad Industrial de Santander por la
Autoridad Nacional de Licencias Ambientales (ANLA) mediante la resolucion 0047 del 2015, al
area de Bioguimica, en este caso con la quimica Stelia Carolina Méndez Sanchez del grupo de
investigacion en bioquimica y microbiologia, como la investigadora amparada por el mismo. Una
vez colectados los individuos, el veneno de cada uno de éstos se obtuvo por extraccion manual y
se guardo en crio viales esterilizados. Se liofilizaron y almacenaron a -20°C hasta su utilizacion.
Para los diferentes ensayos que se realizaron, se prepard un pool con el veneno de los individuos
colectados en Santander, y otros con el de individuos de Antioquia (Valle de Aburra, Suroeste y
Caldas) y Caldas (Salamina), los cuales fueron suministrados por el grupo de ofidismo y
escorpionismo de la Universidad de Antioquia y el serpentario del instituto nacional de salud

respectivamente.

3.2 Fraccionamiento cromatografico por HPLC en fase reversa (RP).

Se utilizaron 2 mg de veneno de cada individuo de B. schlegelii colectados en Santander disueltos
en 250 pl de agua con 0.1% de acido Trifluoroacético (TFA, solucion A). Con el fin de retirar el
material insoluble se realiz6 una centrifugacion 4500 rpm durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

Para separar las proteinas del veneno se utilizé un sistema Shimadzu 20A equipado con un

detector DAD (215nm) y una columna para HPLC en fase reversa C18 (250 x 4.6 mm, 5 um
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tamario de particula), por la cual se paso6 un flujo de 1 ml/min con un gradiente lineal de solucion
Ay Acetonitrilo 99% (solucion B). Las condiciones de elucion fueron las siguientes: una elucion
por gradiente de 0 — 15% de B por 15 minutos, 15 — 45% de B por 60 minutos, 45 — 70% de B por
10 minutos y por ultimo 70% de B por 5 minutos. Las fracciones se colectaron manualmente,
fueron secadas en una centrifuga vacuum (Savant) y refrigeradas hasta ser utilizadas para su
caracterizacion.

Adicionalmente, 2 mg de veneno del pool de Santander, Antioquia y Caldas, se procesaron y

separaron en las mismas condiciones, con el fin de determinar el perfil cromatografico.

3.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Las separaciones electroforéticas se realizaron siguiendo el protocolo para electroforesis en gel de
poliacrilamida del manual de métodos inmunoldgicos del Instituto Clodomiro Picado (Lomonte,
2007).

Para determinar los perfiles electroforéticos de los pools de Santander, Antioquia y Caldas y
de los venenos completos de cada individuo de Santander, se tomaron 20 pg de cada uno y se
cargaron en geles de poliacrilamida al 15%. La separacion se realiz6 a 110 V durante 150 minutos
en una camara electroforética Bio-Rad.

En el caso de las fracciones obtenidas por RP-HPLC, se tomaron 10 ul de cada una, se
redujeron con P-Mercaptoetanol y se cargaron en los geles en las condiciones descritas
anteriormente.

En todos los casos, una vez terminado el tiempo de corrida, los geles se sumergieron en

solucion fijadora (Metanol, &cido acético glacial y agua) durante 15 minutos con agitacion suave.
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Para la deteccion de las bandas, los geles se colocaron en azul de Coomassie R-250 durante una
hora con agitacion suave y luego de esto, se elimind el exceso de colorante con una mezcla de
Metanol, Etanol, Acido acético y agua. Se utilizaron marcadores de peso molecular Kaleidoscopio

Bio-Rad de 10 bandas con un rango de 10 - 250 kDa.

3.4 Actividades biologicas in-vitro

La evaluacion de las actividades bioldgicas se llevo a cabo sobre el pool del veneno completo de

Santander, Antioquia y Caldas. El veneno de Bothrops asper se utiliz6 como control.

3.4.1 Actividad de fosfolipasas Az. La actividad fosfolipasica se evalu6 por dos métodos: de
manera indirecta, utilizando el método de formacidn de hemolisis sobre yema de huevo y actividad

directa sobre el sustrato monodisperso 4-NOBA.

3.4.1.1 Hemolisis indirecta. Para medir la actividad hemolitica del veneno, se preparé agarosa
para tres platos (25ml/plato) al 0.8% con PBS. Se calent6 hasta quedar homogénea (Transparente),
se dejo enfriar hasta 70° C, una vez que alcanz6 un rango entre 48 — 52° C, se agregaron 250 pl de
Cloruro de calcio (CaCl2) a 0.01M, 300 ul de yema de huevo en PBS, y 300 ul de eritrocitos
aislados (previamente lavados con PBS), en agitacion constante y se vertio la mezcla en una placa
para dejar gelificar. Una vez gelificado, se abrieron pozos y se agregd 10 pg de cada pool de
veneno. Se dej6 incubando en una cdmara himeda a 37° C durante 20 horas. Se midieron los halos

hemoliticos una vez finalizada la incubacion.
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3.4.1.2 Actividad de fosfolipasas Az sobre el sustrato monodisperso 4-NOBA. Para medir la
actividad de las fosfolipasas Az en los venenos, se prepard una mezcla conteniendo 200 ul de
solucién tampdn (Tris-HCI 10 mM, CaCl, 10 mM, NaCl 100 mM, pH 8,0), 20 ul de 4-NOBA (4-
nitro-3-octanoyloxy-benzoic acid, Img/mL) y 20 ul (20 pg) de cada pool de veneno diluido en el
mismo buffer. La mezcla se incub6 a 37° C durante 60 minutos en microplacas, posteriormente se
determind la absorbancia a 405 nm usando un lector de placas de ELISA. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado. El veneno de B. asper y el sustrato sintético (4-NOBA) sin veneno se
usaron como controles positivo y negativo, respectivamente. (Cho & Keézdy, 1991; Holzer &

Mackessy, 1996).

3.4.2 Actividad proteolitica. La actividad proteolitica se evalué por dos métodos: actividad

proteolitica usando como sustrato azocaseina y actividad proteolitica sobre sustrato BAPNA.

3.4.2.1 Actividad proteolitica sobre Azocaseina. Para medir la actividad proteolitica sobre
azocaseina se siguié el protocolo adaptado de Wang et al., (2004). Se prepard una solucion del
veneno en un amortiguador que contiene Tris-HCI 25 mM, NaCl 0.15 M y CaCl> 5 mM a un pH
de 7.4. Se agregaron 20 pl de solucion del veneno (1 pg/ul) a 100 pl de solucidon de azocaseina en
tubos Eppendorf y se incubaron durante 90 minutos a 37° C. Se agregaron 200 pl de solucion de
acido tricloroacético al 5% a cada tubo, se mezclaron y se centrifugaron a 2000 rpm durante 5
minutos. Se tomd 100 pl del sobrenadante y se depositaron en hoyos de placas de ELISA junto
con 100 pl de solucion de NaOH a 0.5 M. finalmente se leyo la absorbancia a 450 nm en un lector
de placas de ELISA. Las pruebas se hicieron por triplicado y una muestra con sustrato, pero sin

veneno se incluyo como control negativo.
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3.4.2.2 Actividad proteolitica sobre BAPNA. Para esta prueba se siguié la metodologia
propuesta por Erlanger et al., (1961) adaptada para micro platos. Se utiliz6 una mezcla conteniendo
200 pl de solucion de sustrato DL-BAPNA (Na-BENZOIL-DL-ARGININA p-NITROANILIDA)
a 10 M disuelto en Dimetilsulfoxido (DMSQ), 50 ul de amortiguador (Tris-HCI 10 mM, CaCl2 a
10 mM, NaCl a 100 mM, pH 8.0) y 10 ul de agua (Control) o del veneno para un volumen final
de 260 ul que se depositd en hoyos de placas de ELISA. Se incub6 durante 40 minutos a 37° C y
se leyo la absorbancia a 405 nm en un lector de placas de ELISA. El ensayo se realizd por

triplicado.

3.4.3 Actividad de L-amino acido oxidasa. La actividad enzimética se determind por adicion
de 10 pg de veneno (en 10uL de agua) a 90 puL de buffer que contiene 250 uM de L-Leucina, 2
mM de o-fenilendiamina, y 0.8 U/ml de peroxidasa, en 50 mM Tris, pH 7.5. Los ensayos se
montaron por triplicado en pozos de microplatos. Se incub6 por 60 min a 37 °C. La reaccion se

detuvo adicionando 50 pL de H2SO4 2M y la absorbancia se registrd a 492nm.

3.4.4 Actividad Procoagulante. A 200 ul de plasma humano citratado, se le adicionaron
diferentes concentraciones de veneno desde 3,125 pg hasta 50 ug en 50ul de PBS pH 7.2. Como
control positivo se utiliz veneno de B. asper y PBS como control negativo. Se registro el tiempo
(segundos) que tardo el plasma en coagular a 37° C, con cada una de las dosis hasta un méaximo de
5 minutos de observacion (1.800 segundos). Todas las pruebas se realizaron por triplicado

(Theakson & Reid, 1983; Gené et al., 1989).
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3.4.5 Andlisis estadistico. Para determinar las diferencias en las actividades de Fosfolipasas
Ao, Proteoliticas y de L-amino acido oxidasa entre los venenos de B. schlegelii de diferentes zonas
(Santander, Antioquia y Caldas) y con el veneno de B. asper, se realiz6 un anélisis de varianza
(ANOVA) de una via, con un nivel de significancia de p<0,05. Una vez que se realizé el analisis
de varianza, si los venenos presentaron comportamientos distintos, se determind entre que venenos
especificos hubo diferencias, mediante una prueba de comparaciones multiples (Test de

Bonferroni).

4. Resultados

4.1 Colecta de ejemplares de B. schlegelii y extraccion de veneno

En las salidas de campo que se llevaron a cabo durante los meses de Junio del 2017 — Febrero del
2018, se obtuvieron muestras de venenos de seis individuos, cinco hembras y un macho. Cuatro
de éstos pertenecientes a la vereda Esparta, municipio de Santa Bérbara, un individuo de la vereda
La Bodega, del municipio ElI Carmen de Chucuri y otro de la vereda Marida alta, del municipio
San Vicente de Chucuri (Figura 4). Teniendo en cuenta el tamafio que pueden alcanzar los adultos

de la especie, se considero el individuo N°3 en estado juvenil (Tabla 1).
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Tabla 1.
Informacion general de los especimenes de B. schlegelii colectados en Santander durante la fase
de campo.
o Localidad Estado  Longitud
Individuo — Sexo )
Vereda Municipio ontogenico total (mm)
Individuo # 1 Esparta Santa Barbara Hembra  Adulto 600
Individuo # 2 Esparta Santa Barbara Hembra  Adulto 630
Individuo # 3 Esparta Santa Barbara  Hembra  Juvenil 420
Individuo # 4 Esparta Santa Barbara Hembra  Adulto 710
o ) San Vicente de
Individuo # 5 Merida alta ] Macho  Adulto 510
Chucuri
o El Carmen de
Individuo # 6 La Bodega ’ Hembra  Adulto 890
Chucuri

Se observaron algunas diferencias en los patrones de coloracion entre los individuos

colectados, siendo marcada entre los especimenes de diferentes localidades. Asi, los individuos

encontrados en el municipio de Santa Bérbara (Ver Tabla 1) se caracterizaron por presentar un

color base verde claro que se va tornando en tono agua marina hacia la regién ventral, con una

serie de manchas intercaladas de color oscuro a lo largo de la region dorsal que se tornan verdes

hacia la region dorso — lateral. La parte superior de la cabeza presenta escamas salpicadas de color

verde y negro de patrén irregular y ausencia de banda post-ocular, ojos de color rojo. Las escamas

labiales y de la regidn ventral de la cabeza presentan un agua marina con manchas negras y verdes

(Figura 5A, B y D). Para esta localidad, este patron de coloracion fue poco variable a excepcion

del individuo No 3 (Tabla 1), el cual presentd un patrén de coloracion en general méas oscuro y

con manchas de un color amarillo verdoso distribuidas a lo largo de ambos costados y en las

escamas labiales (Figura 5C).
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El individuo encontrado en el municipio de San Vicente de Chucuri presenta un color verde
lima opaco con manchas dorsales de color negro, manchas del mismo color de las dorsales pero
maés pequefas que se distribuyen por ambos flancos a lo largo de todo el animal. Ojos del mismo
tono verde del cuerpo y presencia de una banda post-ocular de color oscura, vientre verde lima con
pequefios puntos negros (Figura 5E). El individuo perteneciente al municipio del Carmen de
Chucuri presentd color verde lima con algunas regiones amarillosas, manchas negras bien
definidas presentes a lo largo de la region dorsal y casi ausentes en los laterales. Presencia de banda

post-ocular del mismo tono de las manchas dorsales y ojo de color café ocre (Figura 5F).

Figura 4. (A) Mapa de Colombia en el que se muestra las zonas de las que se llegd a obtener
muestras de veneno de B. schlegelii. Flecha naranja: Antioquia, flecha gris: Caldas y flecha negra:
Santander. (B) mapa del departamento de Santander mostrando las tres localidades en las que se
colectaron los especimenes de B. schlegelii. Naranja: Santa Barbara, Rojo: San Vicente de Chucuri
y Azul: ElI Carmen de Chucuri.

Mediante extraccion manual de los individuos de Santander se obtuvo 2.77 mL de veneno
total, que después de ser liofilizado representaron 258.9 mg de veneno liofilizado. La cantidad de
veneno en las extracciones por individuo fue variada y el rango de contenido seco oscilo entre 122

— 156 mg/mL de veneno (Ver tabla 2).
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Los venenos extraidos de los diferentes individuos no presentaron diferencias cualitativas

importantes. Todos se observaron como un liquido viscoso de color amarillo, una vez liofilizados

los venenos secos mantuvieron la coloracion observada en estado liquido.

Tabla 2.

Informacion de las cantidades de veneno obtenidas por individuo

individuo Volumen total No de Total liofilizado  Concentracion
de veneno (mL) ordefios (mg) (mg/mL)

Individuo #1 0,042 1 6,33 150,7
Individuo #2 0,304 2 47,46 155,9
Individuo #3 0,092 1 14,42 1554
Individuo #4 0,137 1 17,16 125

Individuo #5 0,126 2 19,54 154,5
Individuo #6 1,26 3 154,06 122

Adicionalmente el veneno de ejemplares provenientes de Antioquia y Caldas fue suministrado

por el Programa de Ofidismo y Escorpionismo de la Universidad de Antioquia y el serpentario del

Instituto Nacional de Salud, respectivamente.
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Figura 5. Individuos colectados en Santander. A, B, C,y D. individuos colectados en VVda Esparta
del municipio de Santa Bérbara — Santander. E. individuo colectado en la VVda Merida alta,
municipio San Vicente de Chucuri — Santander. F. individuo colectado en la VVda La Bodega,
municipio el Carmen de Chucuri — Santander. Fotos A y F: Elson Meneses — Pelayo. Fotos B, C,
Dy E: Jeisson Gémez Robles.

4.2 Fraccionamiento cromatografico de los venenos

Se obtuvo el perfil cromatografico del pool Santander (conformado por los venenos de los
individuos colectados en este departamento), se observaron 35 picos como se observa en la figura
6. Donde se destacan las fracciones 13, 24 y 25 debido a su abundancia, siendo la fraccion 24

mayoritaria.
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Figura 6. Perfil cromatografico de las proteinas del veneno de B. schlegelii de Santander por RP-
HPLC usando el método ya descrito.

De igual manera, se obtuvieron los perfiles cromatograficos individuales de los seis
ejemplares colectados en Santander (Figura 7), fue evidente la similitud entre ellos en la region
inicial y media del cromatograma, asi como algunos cambios puntuales principalmente entre los
picos que aparecen entre los 60 y 80 minutos. Se observo un pico exclusivo en el individuo 3, que
eluyd a los 45.5 minutos, que a su vez resultd ser el pico mas representativo en este cromatograma

(Figura 7 (flecha negra)).
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Figura 7. Perfiles cromatograficos de las proteinas del veneno de los individuos de B. schlegelii
colectados en Santander (ver tabla 1) por RP-HPLC usando el método ya descrito.
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Al comparar los perfiles cromatogréficos de los pooles Antioquia, Santander y Caldas, se
observaron nuevamente variaciones en la region comprendida entre 55 y 90 minutos. Cuyos

cambios estuvieron relacionados con el numero de picos y la intensidad de los mismos, como se

muestra en la figura 8B.
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Figura 8. (A) Perfil cromatografico de las proteinas del veneno de B. schlegelii de Santander,
Caldas y Antioquia por RP-HPLC usando el método ya descrito. (B) Region comprendida entre

60 — 80 minutos ampliada, en la cual se observaron las diferencias mas importantes entre los
cromatogramas.
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4.3 Fraccionamiento electroforético de los venenos

Los perfiles electroforéticos de los venenos de los individuos colectados en Santander mostraron
patrones similares, con tres regiones claramente distinguibles en las que se distribuyeron las
bandas, una region principal que va de 20 — 37 kDa en la que se agruparon la mayoria de las

bandas, una segunda region entre 50 — 75 kDa y una banda de aproximadamente 150 kDa presente

en el veneno de todos los individuos (Figura 9).
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Figura 9. Perfil cromatografico del veneno completo obtenido a partir de los individuos colectados
en Santander (ver tabla 1). Gel de electroforesis SDS-PAGE al 12 %. Valores en el Marcador de
peso molecular (M) expresados en kDa.

Las fracciones obtenidas por HPLC en fase reversa fueron separadas en geles de acrilamida
al 15%. Dieciocho de éstas no mostraron ninguna banda electroforética, por lo que solo se
presentan los geles de las fracciones 19 — 35. Las bandas observadas se distribuyeron entre 12 —

250 kDa, mostrando la gran mayoria de estas entre 25 — 50 kDa (Figura 10).
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Figura 10. Perfil electroforético de las fracciones obtenidas por HPLC-RP a partir del veneno de
Santander en gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12%. Valores en los marcadores de peso molecular
(M) expresados en kDa.

La comparacion electroforética de los venenos de Antioquia y Caldas mostrd un patrén similar
al veneno de Santander, con las mismas tres regiones principales, diferenciandose solo en algunas
pocas bandas y en la intensidad que presentaban en otras de las bandas presentes en la region que
va de 20 — 37 kDa. El veneno completo de B. asper utilizado como comparacion present6 un perfil
electroforético con las mismas tres regiones, pero con la mayoria de las bandas concentradas en la

region entre 15 — 25 kDa (Figura 11).
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Figura 11. Perfil electroforético del veneno completo de B. schlegelii de Santander (S), Antioquia
(A), Caldas (C) y del veneno de B. asper (B.a). Gel de electroforesis SDS-PAGE al 12 %. Valores
en los marcadores de peso molecular (M) expresados en kDa.
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4.4 Actividades bioldgicas

Se observd que el veneno de B. schlegelii de Santander presentd actividad L-amino acido oxidasa,
proteolitica (sobre azocaseina y BAPNA), fosfolipasica Az (por los métodos NOBA y hemolitica
indirecta) y coagulante dependiente de la dosis de veneno empleada (Figura 12A, 13Ay B, y 14B),
siendo en todos los casos significativamente menor que la desencadenada por el veneno de B.

asper.
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Figura 12. Actividad de L-amino Acido oxidasa in-vitro. (A) Dosis respuesta a la actividad de L-
amino acido oxidasa del veneno de B. schlegelii de Santander y (B) actividad L-amino acido
oxidasa de 20 pg del veneno de B. schlegelii de las diferentes zonas y B. asper.

Para las actividades LAAO y Fosfolipasa A2, no se observaron diferencias entre las tres zonas
geograficas (Santander, Antioquia y Caldas) (Figura 12B y Figura 14C), en contraste, la actividad
proteolitica sobre los sustratos Azocaseina y BAPNA mostraron algunas diferencias, sobre
azocaseina el veneno de Caldas fue significativamente mayor que las otras zonas, mientras que
sobre el sustrato BAPNA presentoé mayor actividad el veneno de Antioquia (Figura 13C y D). La
mayor actividad hemolitica entre los venenos de B. schlegelii fue la inducida por el veneno de

Santander, mientras que el veneno de caldas mostrd la actividad més baja (Figura 14A).
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Figura 13. Actividad proteolitica in-vitro. (A) Dosis respuesta a la actividad proteolitica sobre
azocaseina del veneno de B. schlegelii de Santander. (B) Dosis respuesta a la actividad proteolitica
sobre BAPNA del veneno de B. schlegelii de Santander. (C) Actividad proteolitica sobre
azocaseina de 20 pg del veneno de B. schlegelii de las diferentes zonas y B. asper. (D) actividad
proteolitica sobre BAPNA de 20 ug del veneno de B. schlegelii de las diferentes zonas y B. asper.

Se obtuvieron los tiempos de coagulacién en el plasma sanguineo inducidos por el veneno de
B. schlegelii a cuatro concentraciones diferentes. La concentracion maxima evaluada fue de 80 g
en la cual se observd el menor tiempo de coagulacién (50 segundos). Por otro lado, a la
concentracion minima evaluada (10 pg) no se logré ver formacion de coagulo hasta un tiempo

méaximo de observacion de 5 minutos (300 segundos) (Figura 15).
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Figura 14. Actividad de fosfolipasas A2 in-vitro. (A) Actividad hemolitica tanto del veneno de B.
schlegelii de diferentes zonas, como del veneno de B. asper. (B) Dosis respuesta a la actividad de
fosfolipasas A2 del veneno de B. schlegelii de Santander. (C) Actividad fosfolipasica Az de 20 g
del veneno de B. schlegelii de las diferentes zonas y B. asper. (Los asteriscos muestran las
diferencias significativas entre las muestras de B. schlegelii de diferentes zonas con la muestra de
B. asper).
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Figura 15. Tiempos de coagulacion inducidos en plasma sanguineo por diferentes dosis del veneno
de B. schlegelii de Santander.
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5. Discusion

B. schlegelii presenta a lo largo de su distribucion natural diferentes patrones de coloracion.
Campbell & Lamar, (2004) describen fases de color de fondo tipicos para la especie que van desde
verde, verde oliva, hasta verde grisaceos salpicados de colores oscuros, los cuales concuerdan con
los patrones de coloracion observados en los individuos colectados para este trabajo (Figura 5).
Sin embargo, estos difieren de los descritos para el departamento del Valle del Cauca (Colombia)
y sus regiones circundantes los cuales presentan tonos marrones, gris oscuro o azulados (Campbell
& Lamar, 2004).

Las coloraciones registradas en este estudio (Figura 4; Tabla 1) coinciden con la amplia
variedad en la coloracién que presenta B. schlegelii para Colombia (Gomez, 2014). Y las
diferencias encontradas entre los individuos de Santa Barbara (Figura 4A-D) y de San Vicente y
El Carmen (Figura 4E, F) podrian estar relacionadas con las diferencias altitudinales entre las
localidades, ya que para Colombia, se ha observado que los individuos de tierras altas presentan
patrones de coloracién mas oscuros que los de tierras bajas (Daniel, 1949).

Los volumenes de veneno que se obtuvieron durante los ordefios pueden estar relacionadas
con el tamafio de la serpiente, llegando a obtener mayor volumen de los individuos mas grandes.
Asi mismo, la relacion entre el volumen y la masa de los venenos fue proporcional, a mayor
volumen, mayor masa (Tabla 2). Estas observaciones coinciden con las ya reportadas en varias

subespecies de Crotalus oreganus por Glenn & Straight, (1982); Mackessy, (1988) y (2003),
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donde encontraron que el rendimiento en volumen de veneno incrementa exponencialmente con
el tamafio de la serpiente y la relacion entre el volumen del veneno y la masa del mismo es lineal.

De igual forma, la cantidad de veneno que se obtuvo de cada individuo entre los ordefios fue
variable. Similar a lo observado en Crotalus atrox, donde la produccion de veneno en cada
extraccion varia a traves del tiempo (Minton, 1957). Resultados similares fueron observados en
Agkistrodon contortix mokeson y Crotalus horridus horridus (Minton, 1953) y Pseudonaja textilis
(Williams & White, 1992).

El rendimiento del veneno seco por unidad de volumen entre los individuos fue similar
exceptuando lo observado en los individuos nimero cuatro y seis (Tabla 2) que produjeron mayor
cantidad. La razon de esto podria radicar en que estos dos individuos son los de mayor tamafio
(Tabla 1).

Los factores que determinan la cantidad y la concentracion del veneno liberado por las
serpientes, y como esto puede llegar a variar, no solo entre individuos, sino también en un mismo
individuo a lo largo del tiempo no son claros. Sin embargo, Kochva, (1960) en su trabajo realizado
con la especie de vibora Vipera palestinae, encuentra que las serpientes pueden liberar cantidades
variables del veneno disponible en sus glandulas y descarta procesos como la ecdisis, gravidez o
ingesta de alimentos como factores que puedan llegar a influir en el rendimiento del veneno.

El fraccionamiento del veneno por HPLC representa una primera aproximacion a la
complejidad que éste presenta. Cada uno de los picos reflejados en el cromatograma de una
muestra de veneno equivale al patron de elucidn de uno o varios compuestos similares de caracter
proteico presente en el veneno.

Los perfiles cromatograficos aqui presentados se obtuvieron siguiendo parte del enfoque

conocido como venomica de serpientes propuesto por Calvete et al, (2007). Este enfoque permite
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conservar los gradientes y formas en los cromatogramas, por lo que es posible llegar a comparar
dos 0 mas cromatogramas con los mismos gradientes, incluso si tienen diferentes tiempos, con el
fin de tener un acercamiento cualitativo de cuan diferentes pueden llegar a ser.

La cantidad de picos observados en el cromatograma del pool de Santander (Figura 6), refleja
una diversidad similar a los previamente reportados para otras especies de la familia viperidae y a
los reportados para la especie B. schlegelii de Costa Rica, tanto para individuos adultos (Lomonte
et al., 2008) como para juveniles (Pla et al., 2017). Sin embargo, a pesar de mostrar una cantidad
de picos similar, los patrones de elucion de los mismos observados en los cromatogramas difieren.
Contrario a esto, los patrones de elusion del cromatograma del pool de Santander (Figura 6) son
similares a los reportados por Nifio-Perez, (2018) para venenos de B. schlegelii de dos localidades
de la region pacifica colombiana. Lo que indicaria la existencia de una diferencia marcada en la
composicion de los venenos de B. schlegelii de Colombia y Costa Rica, y esto a su vez encaja con
las diferencias en las actividades enzimaticas desencadenadas por los venenos de ejemplares
provenientes de Costa Rica y Colombia (Prezotto-Neto et al., 2016).

Con el fin de explorar la existencia de diferencias cualitativas en los venenos aqui estudiados,
se realiz6 una comparacién entre los perfiles cromatogréficos de los individuos colectados en
Santander (Tabla 1) y entre un pool de éstos y el de muestras de dos zonas diferentes a Santander
(Ver metodologia). En ambos casos, las diferencias que se llegaron a observar correspondientes a
la intensidad de algunos picos y a la presencia y ausencia de otros pocos, se encontraron
principalmente en la dltima region de los cromatogramas, comprendida entre el minuto 55 — 90
(Figura 7 y 8).

Al comparar los cromatogramas de las muestras de venenos de Santander (Figura 7) (Tabla

1), éstas diferencias fueron casi nulas entre los individuos 1, 2 y 4 provenientes de la misma
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localidad (Santa Barbara), quienes mostraron 35 picos, mientras que dichas diferencias resultaron
mas evidentes al comparar los cromatogramas de los individuos 5y 6, con 33 y 36 picos cada uno
(San Vicente y ElI Carmen de chucuri, respectivamente), con los de los individuos de Santa
Barbara, los cuales se encuentran separados por el cafidn del chicamocha. A su vez, ésta variacion
entre los perfiles fue mas notoria al comparar el pool de Santander con venenos de individuos de
otras dos zonas de Colombia (Figura 8). Esto concuerda no solo con los trabajos anteriormente
realizados en otras especies de viperidos, en las cuales se ha encontrado variacion en las
caracteristicas de veneno de individuos de la misma especie con diferentes distribuciones
geogréficas (Aguilar et al., 2007; Nufiez et al., 2009; Calvete et al., 2011; Dias et al., 2013),
ademas, parece encajar con lo reportado por Calvete et al., (2011) donde asegura que la variacion
en los venenos es mas notoria entre poblaciones distantes.

A diferencia de la tltima region de los cromatogramas (minuto 55 — 90) en la que se evidencio
la existencia de algunas diferencias, la primera regién (40 minutos aproximadamente) se mostrd
bastante conservada. Esta variacion reducida en las proteinas que eluyen en la primera parte del
cromatograma también se pueden observar al comparar los perfiles cromatogréaficos de B.
schlegelii de la region pacifica de Colombia (Nifio-Pérez, 2008), de B. asper de panama (Vélez et
al., 2017), de B. atrox de Per(, Ecuador y Brasil (NUfiez et al., 2009), asi como en muestras de
veneno de individuos de diferentes edades de L. stenophrys (Madrigal et al., 2012) y en muestras
de venenos de individuos de diferente sexo y estado ontogénico de C. viridis viridis (Saviola et al.,
2015). Con lo cual podriamos especular que las proteinas que eluyen en la seccion inicial del
cromatgrama son generalmente conservadas entre especimenes de la misma especie, pudiendo

descartar variaciones intraespecificas en esta region proteica.
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La razon detrés de estas observaciones podria radicar en el hecho de que en la primera region
de los cromatogramas de venenos de viperidos eluyen principalmente pequefias proteinas,
pertenecientes a algunas familias proteicas con funciones reguladoras (mantenimiento) o que
representan pequefias cantidades en el total del veneno, como es el caso de los péptidos
potenciadores de bradikinina (BPPs), péptidos natriureticos tipo C (CNPs) y factores de
crecimiento de endotelio vascular (VEGF) que se encontraron en la primera regién cromatografica
en los venenos de B. schlegelii de Costa Rica (Lomonte et al.,, 2008; Pla et al., 2017).
Consecuentemente, estas proteinas en menor proporcion y con funciones conservadas, tienen poca
participacion en las dindmicas evolutivas Depredador — Presa, lo que resulta en pocas o nulas
presiones de seleccion (Vonk et al., 2013). Contrario a esto, la tltima mitad de los cromatogramas
presenta proteinas, que pertenecen a familias proteicas como las PLA2, SVMPs, SVSPs, LAAOs,
entre otras, que tienen mayor relevancia en el envenenamiento de las presas y una mayor
representatividad (mayor abundancia) en el total del veneno, por lo que exhiben una mayor
variacion (Casewell et a., 2014).

Adicionalmente, la aparicion de un pico exclusivo en el cromatograma perteneciente al
individuo nimero 3 (Figura 7 (Flecha negra)), podria estar indicando un posible cambio a nivel
ontogénico en la composicion del veneno, ya que dicho cromatograma pertenece al Unico
individuo juvenil colectado en este estudio (Ver Tabla 1). La ocurrencia de variacion ontogénica
en los venenos de serpiente es un fendmeno bien documentado desde hace méas de 70 afios
(Gutierrez, Chavez & Bolafios, 1980; Furtado et al., 1991; Chippaux, Williams & White, 1991).
Estudios previos han reportado la existencia de variacion en la composicion de los venenos a nivel
ontogenico de B. schlegelii y B. lataralis de Costa Rica (Pla et al., 2017). Ademas, este fenémeno

ha sido también reportado para varias especies de la familia viperidae del nuevo mundo, por
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ejemplo Alape-Giron et al, (2008) encuentran un cambio entre los venenos de neonatos y adultos
de B. asper de Costa Rica. Madrigal et al, (2012) reportan diferentes composiciones en los venenos
de neonatos, juveniles y adultos de Lachesis stenophrys y Saviola et al, (2015) reportan un cambio
ontogénico en el veneno de C. viridis viridis marcado por un decrecimiento en el contenido relativo
de SVMPs y el aumento de pequefias miotoxinas bésicas y serinoproteinasas. De acuerdo al tiempo
de elucion, el pico exclusivo encontrado en el veneno del individuo nimero 3 (Figura 7 (Flecha
negra)), corresponde al pico nimero 21 observado en el cromatograma del pool de Santander
(Figura 6), el cual presenta una intensidad mucho menor a la del cromatograma del individuo
namero 3, ya que el veneno de este ultimo representa solo una pequefia fraccion del pool total de
Santander.

A pesar de que se llegd a observar diferencias entre los cromatogramas, existen trabajos
previos en los que se puede observar pequefias diferencias entre perfiles cromatograficos de
diferentes individuos de la misma especie, sin que dichas cambios lleguen a representar una
diferencia significativa en la composicion y efectos toxicos de los venenos (Calvete et al., 2011;
Veélez et al., 2017). Por esta razon, resulta necesario complementar estos resultados con analisis
de espectrometria de masa para poder aclarar cuan significativas resultan ser estas diferencias en
los proteomas de cada uno de los venenos y por ende en sus posibles actividades.

Los patrones electroforéticos tanto de los individuos de Santander (Figura 9) como los de las
diferentes zonas (Figura 11) fueron en general bastante similares, mostrando las mismas tres
regiones principales en las que migraron las proteinas. En la primera region comprendida entre 15-
37 kDa se observan bandas que podrian corresponder a proteinas de familias como PLA2, CRISPs,
Lectinas tipo C, SVMPs tipo |, en la segunda region que va desde 50-75 kDa se encuentran

principalmente bandas que podrian estar asociadas a SVMPs tipo Ill, 5 -nucleotidasas y
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hialuronidasas, en la ultima region se observa una banda de aproximadamente 150 kDa que podria
tratarse de una fosfodiesterasa (Mackessy, 2010).

Sin embargo, fue posible observar algunas diferencias entre los perfiles (Figuras 9 y 11
(Flechas negras)), las cuales probablemente estén relacionadas con las diferencias encontradas
entre los perfiles cromatogréaficos de los mismos venenos (Figura 7 y 8).

Las rangos en los que se observaron en los geles, las proteinas tanto de los venenos completos
de B. schlegelii como las del veneno de B. asper (Figura 9 y 11), son similares a los observados
en venenos de otras especies americanas de la familia viperidae como L. stenophrys (Madrigal et
al., 2012), C. viridis viridis (Saviola et al., 2015), Porthidium lansbergii lansbergii (Jimenez-
Charris et al., 2015) y B. asper de panamé (Vélez et al., 2017). Esto, se debe a que, si bien la
composicion de los venenos entre especies de la familia o incluso dentro de la misma especie
puede llegar a variar, estas diferencias estan enmarcadas dentro de un set limitado de familias
proteicas, conservando asi propiedades bioquimicas muy similares (Mackessy, 2010).

Al realizar la separacion de las fracciones obtenidas por HPLC (Figura 6), las primeras 18
fracciones no mostraron banda electroforética. De acuerdo a trabajos previos realizados con el
veneno de B. schlegelii (Lomonte et al., 2008; Nifio-Pérez, 2018) y lo reportado por Lomonte &
Calvete, (2017), esto se debe a que en esta region del cromatograma eluyen los péptidos
potenciadores de bradikinina e inhibidores tipo Kazal

Teniendo en cuenta el analisis proteémico realizado con el veneno de B. schlegelii de Costa
Rica (Lomonte et al., 2008), donde se observan los tiempos de retencion en la que eluyeron las
fracciones, asi como la masa molecular observada por electroforesis, se podria hacer una
aproximacion sobre la familia de proteina a la cual pertenece cada pico obtenido en el veneno de

Santander. En este sentido, las fracciones 19, 20, 23-27 y 29-34 presentaron bandas con pesos
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moleculares en un rango entre 15-20 kDa, que pueden corresponder con proteinas pertenecientes
a la familia de las PLA:.

De igual forma, las fracciones 26 y 27 mostraron bandas electroforéticas con peso molecular
aproximado de 25 kDa y 50 kDa que podrian pertenecer a una proteina secretora rica en cisteinas
(CRISP) y una LAAO o Metaloproteinasa tipo Il (SVMP-PIII), respectivamente. En las
fracciones 27 y 28 se observd una banda entre los 37 y 50 kDa que podria tratarse de
serinproteinasas (SVSP). Ademas, en la fraccion 28 también se encontr6é una banda sobre los 25
kDa que podria llegar a ser igualmente una SVSP tipo | y otra banda de aproximadamente 50 kDa
posiblemente de una SVMP-PIII, no podria descartarse que se trate de una forma dimérica de esta
misma proteina. Las fracciones 29-31, 33 y 34 mostraron sus principales bandas electroforéticas
en un rango de 25-50 kDa las cuales pueden llegar a ser SVSPs, CRISPs, LAAOs y SVMPs-PIII.

La composicion de los venenos puede presentar variacion de tipo intraespecifico, que puede
estar relacionada a factores, genéticos, estacionales, de dieta, sexo y distribucién geografica
(Chippaux, Williams & White, 1991; Moura-da-silva et al., 2003; Zelanis et al., 2010; Prezotto-
Neto et al., 2016). Esta variabilidad en los venenos puede conllevar a cambios en las caracteristicas
clinicas de los envenenamientos, por lo que envenenamientos de poblaciones especificas pueden
llegar a requerir tratamientos diferentes (Gutiérrez et al., 2009). B. schlegelii es una especie que
presenta una amplia distribucién en Latinoamérica (Campbell & Lamar, 2004) y en Colombia, se
puede encontrar en varias regiones geograficas y en un amplio rango altitudinal (Gomez, 2014).

El estudio de las variaciones intraespecificas de los venenos de especies con amplia
distribucion y de relevancia médica resulta importante, tanto en el reconocimiento de cuadros
clinicos divergentes, como en la seleccion de mezclas de venenos adecuadas para la produccion

de antivenenos (Gutiérrez, 2011).
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Al realizar las pruebas de actividad de L-aminoacido oxidasa, proteolitica, fosfolipasica A2 y
procoagulante para el veneno de Santander, se observd que todas éstas son dependientes de la dosis
de veneno empleada (Figura 12A, 13A y B y 14B). Estas observaciones podrian estar indicando
que la actividad de las proteinas asociadas a estos ensayos (LAAOs, PLA2, SVMPs y SVSPs)
depende de la cantidad de veneno que llega a ser liberado por la serpiente.

Esta respuesta dosis dependiente de algunas actividades se ha reportado en diferentes estudios
con venenos de la familia Viperidae, en el caso de Porthidium nasutum, P. ophryomegas y
Cerrophidion godmani se observo en la actividad de las fosfolipasas A. sobre 4-NOBA vy la
actividad proteolitica sobre azocaseina (Lomonte et al., 2012). Este mismo comportamiento fue
observado en P. lansbergii lansbergii (Jimenez-Charris et al, 2015), y Bothrocophias campbelli
(Salazar-Valenzuela et al, 2014). Para el veneno de B. schlegelii, Prezotto-Neto et al, (2016)
reportaron que la actividad de PLA> responde a la dosis de veneno empleada.

En los venenos provenientes de diferentes zonas del pais (Antioquia, Caldas y Santander) se
observaron algunos cambios en las actividades enzimaéticas, estadisticamente significativos.
Aunque, en el caso de las L-amino acido oxidasa, el veneno de B. asper mostro ligeramente mayor
actividad que las muestras de veneno de B. schlegelii, sin ser significativas estadisticamente
(Figura 12B).

Esto quizas se deba al hecho de que la presencia de LAAOs en los venenos de estas dos
especies es similar. Para el caso de B. schlegelii, Lomonte et al, (2008) reportan alrededor de un
8% de LAAO:s en el total del veneno, mientras que Alape-Giron et al, (2008) encuentran alrededor
de un 9% de LAAOs en el veneno de B. asper. Sin embargo, estas observaciones contrastan con
lo observado por Kuch et al, (1996), quienes encuentran que los venenos de B. schlegelii de

Ecuador presentan mayor actividad LAAO que los de B. asper. La presencia de LAAOs en los
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venenos de serpientes esta relacionada con la induccion de apoptosis y dafio celular que puede
llegar a contribuir con el dafio a nivel local (Mackessy, 2010), lo cual es comun observar en los
cuadros de envenenamientos provocados tanto por B. schlegelii como por B. asper (Otero et al.,
1992b; 2002; Otero, 2009).

En cuanto a la actividad proteolitica sobre azocaseina, el veneno de Santander mostré la menor
actividad, entre las tres zonas (Figura 13C), mientras que para la actividad proteolitica sobre
BAPNA, las diferencias fueron menos marcadas, siendo el veneno de Antioquia el de mayor
actividad (Figura 13D). Estos resultados nos estarian sefialando que posiblemente el veneno de
Caldas pueda ser un poco mas hemorragico que el de Antioquia y Santander. Estudios previos
habian reportado la presencia de actividad proteolitica in-vitro y actividad hemorragica in-vivo en
venenos de B. schlegelii de Costa Rica y Colombia (Prezoto-Neto et al., 2016), sin embargo estas
observaciones contrastan con lo reportado por Kuch et al, (1996), quienes demostraron la ausencia
actividad hemorragica inducida por el veneno de B. schlegelii de Ecuador.

Por otro lado, aunque no hubo diferencias significativas entre las muestras para la actividad
de fosfolipasa A sobre sustrato 4-NOBA, Santander mostr6 mayor actividad, seguida por
Antioquia y Caldas, esta ultima present6 la menor actividad (Figura 14C). De igual forma se
observaron las actividades de PLA, mediante hemolisis indirecta con diferencias significativas
entre Santander, como la muestra de veneno con mayor actividad y Caldas, como la de menor
actividad (Figura 14A). La actividad de las PLA> ya ha sido descrita y asociada a mionecrosis en
los venenos de B. schlegelii de costa Rica (Lomonte et al., 2008; Lomonte et al., 2012).

De acuerdo a las actividades in-vitro aqui evaluadas, el veneno de Santander podria causar
mayor necrosis y menor hemorragia que las otras zonas. En contraste, el veneno de Caldas podria

ser mas hemorragico y con menor actividad mionecrotica. El veneno de Antioquia muestra
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caracteristicas enzimaticas similares a las del veneno Caldas. Cabe destacar que estas son solo
aproximaciones experimentales y tendria que hacerse una segunda fase que incluya un modelo
experimental in-vivo. La discrepancia entre el efecto hemorragico y necrdtico (actividad
proteolitica y fosfolipasica) de algunos venenos, ha sido observada hace muchos afios. Gutiérrez
& Chéavez, (1979) mediante pruebas in-vitro, reportan que el veneno de B. schlegelii presenta alta
actividad mionecrotica y una baja actividad hemorrégica. Tu et al, (1969) muestran que el veneno
de Daboia russelli siamensis tiene una fuerte actividad mionecrotica pero una baja a actividad
hemorragica y que Bitis gabonica y B. nasicornis tienen venenos altamente hemorragicos pero con
poca accidén mionecrotica.

Aunque se observo un patron de elucion diferente entre el cromatograma de los venenos del
pool de Santander aqui observado (Figura 6) y el reportado para la especie en Costa Rica (Lomonte
et al., 2008), el comportamiento enzimatico del veneno de B. schlegelii de Santander indicaria un
contenido importante de PLA2 y un bajo contenido de SVSPs y SVMPs asociadas con las
actividades proteoliticas y hemorrégicas en los venenos, lo que concuerda con el perfil proteico
del veneno de B. schlegelii de Costa Rica reportado por Lomonte et al, (2008) con un alto
contenido de PLA> (43.8%) y bajos contenidos de SVSPs y SVMPs (5.8% y 17.7%,
respectivamente). Esto a su vez explicaria lo observado por Prezotto-Neto et al, (2016), quienes
reportan la actividad PLA> como la Unica actividad similar entre los venenos de B. schlegelii de
Colombia y Costa Rica.

Las diversas actividades enzimaticas desencadenadas por PLA2, SVMPs, SVSPs, LAAOs,
entre otras, ya sea in-vitro o in-vivo, llegan a actuar de forma combinada en los venenos,
provocando un cuadro de envenenamiento general y complejo. Que en B. schlegelii esta

caracterizado por dolor, edema, hemorragia y necrosis en el area de la mordida y rara vez con
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complicaciones sistémicas (Otero et al., 1992b; 2002). En este sentido, fue evidente una mayor
actividad enzimética desencadenada por el veneno de B. asper, que las provocadas por B. schlegelii
(Figuras 12B, 13C y D y 14Ay C), siendo concordante con las observaciones clinicas de los casos
de envenenamientos ocasionados por ambas especies, en los que con frecuencia los sintomas de
envenenamientos por B. asper resultan més agudos que los de B. schlegelii (Otero et al., 2002;

Otero, 2009).

6. Conclusiones

- Con el desarrollo de la caracterizacion bioldgica y bioquimica del veneno de B. schlegelii
de tres localidades del departamento de Santander, se ampli6 el conocimiento toxinoldgico
de las especies de viboras de importancia clinica en Colombia.

- Se evidencio variacion intraespecifica del tipo geografica y ontogénica al comparar los
perfiles cromatograficos y electroforéticos de los venenos incluidos en este estudio.
Sefialando por un lado la posible existencia de cambios en la composicidn del veneno entre
diferentes estados de desarrollo de los individuos, por otro lado, a nivel geogréafico los
cambios en los venenos podrian ser el resultado del aislamiento geogréafico y la adaptacién
a condiciones de habitats especificos.

- Se pudo establecer que el veneno de B. schlegelii de Santander presenta unas
caracteristicas electroforéticas y cromatograficas similares a las observadas en los venenos

de otros viperidos del neo-trépico. El veneno contiene algunos péptidos de bajo peso
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molecular y una alta polaridad en la primera parte del cromatograma, los cuales estan
altamente conservados, tanto en el veneno de Santander como en los de otras zonas del
pais. Ademas, se encuentra compuesto en su mayoria por proteinas de mediano y alto peso
molecular mas hidrofébicas, observadas en la Gltima mitad del cromatograma.

Los ensayos enzimaticos evidenciaron la existencia de disparidad entre las actividades de
venenos de diferentes zonas. El veneno de B. schlegelii de Santander podria llegar a ser
principalmente miotoxico, mientras que los venenos de Caldas y Antioquia mas
hemorragicos. Estas diferencias sugieren la posibilidad de que las manifestaciones clinicas
evocadas por el veneno de esta especie cambien entre poblaciones. Sin embargo, estas

observaciones deben ser corroborados mediante ensayos de actividades in-vivo.
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