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Resumen

Bothrops colombiensis es una especie de serpiente venenosa de importancia médica en Venezuela. El
envenenamiento por esta especie implica el desarrollo de coagulopatias, miotoxicidad y hemorragias,
consecuencia de la presencia en sus venenos de una mezcla de enzimas hidroliticas como fosfolipasas A,, serino
y metaloproteasas. Sin embargo, estudios previos han demostrado una importante variabilidad bioquimica, inter e
intraespecie entre los venenos de serpiente, factor asociado a las caracteristicas ontogenéticasy a la localizacion
geografica de los ejemplares, siendo necesaria su caracterizacion. Este estudio evalué comparativamente
los venenos de especimenes de B. colombiensis, colectados en Barlovento, Maracay y Paracotos, mediante
el andlisis de sus perfiles electroforéticos y sus actividades: procoagulante, hemolitica indirecta y proteolitica
sobre fibrindgeno, BAEE (N-benzoil-L-arginina etil éster) y gelatina, ademas del reconocimiento antigénico
por el antiveneno comercial venezolano empleando el método de Ouchterlony. Los resultados evidenciaron
una importante variabilidad intraespecie, la cual se relacion6 a los constituyentes mas relevantes del género
Bothrops (proteasas y fosfolipasas A,) y fue mas marcada entre los venenos de las regiones mas cercanas. El
ensayo de Ouchterlony mostré en todos los casos reactividad inmunolégica cruzada, aunque con variaciones
en los perfiles de reconocimiento. Los datos obtenidos permitirdn ampliar la informacién disponible en la
literatura sobre la variabilidad geografica de los venenos de la especie B. colombiensis, aspecto de relevancia
para la comprension y el manejo de sus envenenamientos e incluso la produccién de antivenenos, al contribuir
con la seleccién controlada de los venenos que constituiran los in6culos de produccién y venenos de referencia.
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Abstract

Bothrops colombiensis is a species of venomous snake of medical importance in Venezuela. Envenomation by this
species involves the development of coagulopathies, myotoxicity and hemorrhages, a consequence of the presence
in its venoms of a mixture of hydrolytic enzymes such as phospholipases A,, serine and metalloproteases.
However, previous studies have demonstrated an important biochemical inter and intraspecies variability
among snake venoms, a factor associated with the ontogenetic characteristics and the geographical location of
the specimens, making their characterization necessary. This study comparatively evaluated the venoms of B.
colombiensis specimens, collected in Barlovento, Maracay and Paracotos, analyzing their electrophoretic profiles
and their activities: procoagulant, indirect hemolytic and proteolytic on fibrinogen, BAEE (N-benzoyl-L-arginine
ethyl ester) and gelatin, in addition to the antigenic recognition by the Venezuelan commercial antivenom using
the Ouchterlony assay. The results showed an important intraspecies variability related to the most relevant
constituents of the genus Bothrops (proteases and phospholipases A,) and were more marked among the venoms
from the closest regions. The Ouchterlony assay showed immunological cross-reactivity in all cases, although
with variations in the recognition profiles. The data obtained will allow expanding the information available in the
literature on the geographical variability of the venoms of the B. colombiensis species, an aspect of relevance
for the knowledge and management of its envenomation and even the production of antivenoms, by contributing
to the controlled selection of the venoms that will constitute the production inoculums and reference venoms.
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ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL VENENO DE BOTHROPS COLOMBIENSIS EN TRES REGIONES DE VENEZUELA

Introduccion

El envenenamiento por mordedura
de serpiente es considerado un riesgo
de salud ocupacional, asi como una
enfermedad tropical desatendida, que
afecta principalmente trabajadores agricolas
de areas rurales en paises en desarrollo
(Rengifo y col., 2019). En Venezuela, se
reconoce una incidencia anual de 5700
casos (De Sousay col., 2013) y se considera
que el 90% de estos son originados por
serpientes del género Bothrops. Dentro de
este género B. colombiensis, distribuida
al norte del rio Orinoco, es una de las
principales responsables (Rengifo y col.,
2019).

El envenenamiento por las serpientes
de este género implica el desarrollo de un
cuadro clinico que incluye dolor, edema,
coagulopatias, hemorragias, mionecrosis
y/o falla renal aguda (Rengifo y col., 2019;
Rodriguez-Acostay col., 2000), eventos que
son la consecuencia de la presencia en los
venenos de una mezcla de constituyentes
que incluyen metaloproteasas, fosfolipasas
A,, L-aminoacido oxidasas, serinoproteasas
y desintegrinas, entre otros (Calvete y
col., 2009). Sin embargo, la expresion de
dichos constituyentes en estos venenos
puede variar, a nivel inter e intraespecie,
dependiendo de la edad, sexo, dieta,
filogenia e incluso la localizacion geografica
de los ejemplares, lo cual puede influir
en la expresion del cuadro clinico tras el
envenenamiento (Girony col., 2008; Sousa
y col., 2013) y en la capacidad neutralizante
de los antivenenos. Esto implica la
necesidad de caracterizar los venenos de
importancia médica, de manera de disponer
de datos experimentales que permitan la
preparacion de in6culos de produccion
de antivenenos y colecciones de venenos
de referencia que cubran efectivamente

la variabilidad intraespecie (WHO, 2017).
Este estudio evalu6 comparativamente
las actividades enzimaticas del veneno de
la serpiente Bothrops colombiensis, de
tres regiones geograficas de Venezuela
y su reconocimiento antigénico por
un antiveneno comercial venezolano.
Adicionalmente los resultados se discutieron
con reportes previos para otros venenos
botrépicos, para estimar la toxicidad
potencial de los venenos evaluados.

Materiales y métodos
VENENO

Los venenos se obtuvieron por el
ordeno manual de especimenes adultos
de B. colombiensis procedentes de
Barlovento, estado Miranda (3 individuos);
Maracay, estado Aragua (2 individuos) y
Paracotos, estado Miranda (5 individuos),
mantenidos en el serpentario de la Unidad
de Biotecnologia, Facultad de Farmacia,
Universidad Central de Venezuela. Los
venenos se cristalizaron por evaporacion y
se almacenaron, hasta su evaluacion, a 4 °C
en un desecador al vacio con CaCl, como
agente desecante.

ANTIVENENO

Se empled el antiveneno polivalente
producido en la Facultad de Farmacia de la
Universidad Central de Venezuela (Lote 171).
Su presentacion es liquida y esta constituido
por fragmentos F(ab’), de inmunoglobulinas
equinas, obtenidas con venenos de los
aéneros Bothrops, Porthidium y Crotalus.
El inserto del producto refiere que cada
mililitro neutraliza al menos 2 mg de
veneno de B. colombiensis 'y 1,5 mg de
veneno de C. durissus cumanensis.
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PERFIL ELECTROFORETICO

Las proteinas presentes en 30 ug
de los venenos se disolvieron en una
mezcla comercial de inhibidores de
proteasas (4:1) (Sigma® Cat. P-2714) y se
evaluaron empleando electroforesis en
geles de poliacrilamida (12,5%) con SDS
(duodecilsulfato sédico) (SDS-PAGE), segiin

el método de Laemmli (1970).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA
INDIRECTA

Se evalud por la estimacion cuantitativa
a 540 nm, de la hemoglobina liberada
tras la incubacion de dosis seriadas de los
venenos (1-20 ug/0,1 mL de PBS pH7,2) con
un sustrato constituido por: 10% eritrocitos
humanos lavados, 6,4% yema de huevo
y 1 mM CaCl,, durante 2 horas a 37°C.
Los resultados se expresaron como dosis
hemolitica indirecta media (DHI, ), definida
como la cantidad de veneno (ug) que induce
un 50% de hemolisis (Condreay col., 1964).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD COAGULANTE

Alicuotas de 0,2 mL de plasma humano
citratado (9:1), se distribuyeron en tubos de
ensayo de plastico y se incubaron en bano
Maria a 37°C durante 3 min. Post incubacion
se adicion6 al plasma, a razén de 4 tubos
por dosis, 0,1 mL de soluciones con dosis
seriadas de los venenos en el rango de
0,6-12 ung en NaCl 0,85% y empleando
un cronémetro se determiné el tiempo
de coagulacion del plasma. Los controles
incluyeron soluciones de trombina 5 U/mL
y NaCl 0,85%. Los resultados se expresaron
como dosis coagulante minima (DCM),
definida como la menor cantidad de veneno
que induce la coagulaciéon del plasma en 1
min. (WHO, 2017).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
FIBRINOGENOLITICA

Dosis seriadas de los venenos entre los
0,03-1 ng en buffer Tris-HCI 0,02M pH 7,5
se incubaron con 100 ug de fibrinbgeno
(Sigma®) en bano Maria a 37°C durante 30
min. La reaccion se detuvo por la adiccion
a cada mezcla de 100 uL de una soluciéon
de B-mercapto-etanol 3,2% y la incubacion
en bano de agua hirviendo durante 5 min.
La degradacion del sustrato fue expuesta
por analisis electroforético (SDS-PAGE
12,5%) con tincion de los geles con Azul de
Coomassie R 250 (Gay y col., 2005).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESTERASICA

Alicuotas de 2,9 mL de una solucién
del sustrato BAEE (N-benzoil-L-arginina
etil éster) (Sigma®), 0,25 mM en buffer
fosfato 0,0667 M pH 7, se incubaron con
0,1 mL de soluciones con dosis seriadas de
los venenos en el rango de 25-200 pg en
HCI 0,001 N y se registraron los cambios
en la absorbancia de las mezclas a 253
nm cada 6 min. durante un lapso de 0,5
horas. Los resultados se expresaron como
actividad especifica (U/mg), definida como
los micromoles de sustrato hidrolizados en
un minuto/mg de veneno (Tu y col., 1965).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA
SOBRE GELATINA

Las proteinas presentes en 8 ug de
los venenos se disolvieron en buffer
de muestra con SDS y se corrieron en
geles de poliacrilamida-SDS al 12,5% co-
polimerizados con 1% de gelatina (Merck®).
Posteriormente los geles se incubaron
con una solucion de triton X-100 al 2,5%
durante 1 hora, se lavaron con agua
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ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL VENENO DE BOTHROPS COLOMBIENSIS EN TRES REGIONES DE VENEZUELA

destilada durante 10 min con cambios
consecutivos del solvente y se incubaron
con buffer de zimografia (20 mM Tris-HCI
pH 7,4, 0,15 M NaCl, 5 mM CaCl,) durante
24 horas. Las zonas de degradacion en los
geles fueron expuestas por la tincion con
Azul de Coomassie R 250 (Terray col., 2009).

RECONOCIMIENTO ANTIGENICO DE LOS VENENOS
DE BOTHROPS COLOMBIENSIS POR UN ANTIVENENO
COMERCIAL VENEZOLANO

Se empledé el método de doble
inmunodifusion o de Ouchterlony
(Hornbeck, 2017). En placas de Petri de
plastico (6 cm diametro) se adicionaron
5 mL de una solucion al 1% agarosa en
PBS pH 7,2. Solidificado el gel se abrieron
pozos de 4-5 mm de diametro, formando
un patron hexagonal con un pozo central.
En el pozo central se incorporaron 20
wL del antiveneno y en su periferia 20
uL de soluciones con dosis seriadas del
veneno en el rango de 5-80 ug en PBS pH
7,2; las placas se incubaron en camara
himeda a temperatura ambiente durante
24 horas y finalmente se lavaron con
cambios consecutivos de PBS diluido (1:4),
empleando agitacion leve durante 24 horas.
La formacion de los inmunocomplejos se
evidencio por la tincion de los geles con
Azul de Coomassie R 250.

Analisis estadistico

Los resultados de las actividades:
coagulante, hemolitica indirecta y
esterasica se expresaron como la media =
la desviacion estandar de tres evaluaciones
independientes. La comparacion de
promedios se realiz6 por analisis de
varianza de una via. Todos los analisis
estadisticos se realizaron a un intervalo

de confianza del 95%. Para el analisis de
los geles de electroforesis se empleo el
programa Image Lab 5.2.1 (BioRad. USA).

Resultados
PERFIL ELECTROFORETICO

Los perfiles electroforéticos mostraron
una distribucioén de bandas proteicas en los
rangos de 6,5-145,9; 7,1-162,9y 6,8-159,3
KDa para los venenos de Barlovento, Maracay
y Paracotos, respectivamente (Figura 1). Al
comparar los perfiles entre si en el veneno
de Paracotos se observaron diferencias
marcadas, destacando la presencia de un
mayor namero de bandas (~19 vs ~11
en los venenos de Barlovento y Maracay),
ademas de una elevada intensidad para las
bandas con masas de 6,8; 12,4; 23,8y entre
los 47,7-59,1 kDa (Figura 1). En el caso
de los venenos de Barlovento y Maracay
se observé una composicion de bandas
proteicas con importantes similitudes,
esencialmente para los grupos de baja
(6,5-8,5 kDa) y media (23-50 kDa) masa
molecular, asi como ligeras diferencias en el
rango de 63-83,7 kDa, donde se apreciaron
2 bandas tenues en el veneno de Maracay
y solo 1 en su homologo de Barlovento,
asi como entre los 132,7-146 kDa donde
se observo una mayor densidad de bandas
proteicas para este ultimo veneno (Figura
1).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA
INDIRECTA

Todos los venenos indujeron actividad
hemolitica indirecta con diferencias
significativas entre sus DHI_, (p<0,05). El
veneno de B. colombiensis de Paracotos
presenté la menor DHI_, exhibiendo
la mayor actividad, mientras que sus
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Figura 1. Perfiles electroforéticos de los venenos de Bothrops colombiensis. 30 pg de cada veneno
disueltos en inhibidores de proteasas (4:1) (Sigma® Cat. P-2714), se corrieron en geles de poliacrilamida
(12,5%) con SDS. Carriles 1 y 5: Marcador de masa molecular (BIO-RAD®. Cat. 161-0318). Carriles 2-4:
Venenos de B. colombiensis: 2: Maracay, estado Aragua. 3: Barlovento, estado Miranda. 4: Paracotos,
estado Miranda. Tincién: Azul de Coomassie R 250. La evaluacion se realizé por duplicado

homologos de Barlovento y Maracay
presentaron 1,26 y 2,86 veces menos
actividad, respectivamente (Tabla I).

Tabla 1.
Actividades hemoliticas indirecta,
coagulante y esterasica de
los venenos de B. colombiensis

.. Venenos: Procedencia
Actividad
Barlovento | Maracay | Paracotos
Hemolitica 2,58 5,87 2,05
indirecta + + +
(DHI: pg) 0,23* 0,23 0,53*
Coagulante 1,95 0,99 1,32
(DCM: pg) * * +
0,16* 0,12* 0,24*
Esterasica 263,28 338,90 | 298,80
(U/mgq) + + +
21,30* 20,24* 35,20*

DHI, : dosis hemolitica indirecta media. DCM: dosis coagulante
minima. Los resultados representan la media + desviacién estandar (n:
3).*Resultados con diferencia estadisticamente significativa (p<0,05)

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD COAGULANTE

Los venenos indujeron la coagulacion
directa del plasma humano, con diferencias
significativas entre sus DCM (p<0,05).
El veneno de B. colombiensis de Maracay
present6 la menor DCM, exhibiendo la mayor
actividad, mientras que sus homologos de
Paracotos y Barlovento fueron 1,33 y 1,97
veces menos procogulantes, respectivamente
(Tabla I).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESTERASICA

Todos los venenos indujeron la degradacion
del BAEE, con diferencias significativas entre
si (p<0,05). El veneno de B. colombiensis
de Barlovento mostré la menor actividad
(263,28 += 21,30 U/mgq) y el de Maracay la
mayor (338,90 *+ 20,24 U/mg) (Tabla I).
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
FIBRINOGENOLITICA

Los venenos indujeron la degradacion
parcial del fibrindbgeno, glicoproteina
dimérica conformada por tres cadenas
polipeptidica: alfa (a), beta (3) y gamma
(y). El analisis densitométrico de los geles
evidenci6 en todos los casos que el efecto
fue selectivo sobre las cadenas a y 3, aunque
se observaron diferencias intraespecificas
(Figura 2 A-C): con el veneno de Barlovento,
la degradacion de la cadena a se inicié con
0,03 ug y fue completa con 1 ug; sobre la
cadena el efecto fue parcial y se inici6é con
0,5 ng (Figura 2A). Con el veneno de los
especimenes de Maracay la degradacion de
ambas cadenas se inicié con 0,03 ug, pero
solo la cadena a fue totalmente degradada
(1 ng) (Figura 2B). Mientras que con el
veneno de los ejemplares de Paracotos
la degradacion de ambas cadenas fue
simultanea, se inicié con 0,03 gy fue total
con 0,5 ug de veneno (Figura 2C).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA
SOBRE GELATINA

Todos los venenos indujeron el desarrollo
de bandas de degradacion en el zimograma
(Figura 3), para el veneno de B. colombiensis
de Barlovento estas se observaron en el
rango de ~45,3-64,5 kDa; mientras que
para sus homoélogos de Maracay y Paracotos
las bandas se localizaron ~64.,5y 45,3 kDa,
respectivamente.

RECONOCIMIENTO ANTIGENICO DE LOS VENENOS
POR UN ANTIVENENO COMERCIAL VENEZOLANO

Al enfrentar los venenos en estudio
al antiveneno polivalente venezolano, en
todos los casos se observo la presencia
de bandas de precipitina en los geles de

agarosa, sin embargo, al comparar estos
entre si destacaron variaciones asociadas
principalmente a la intensidad de las
bandas (Figura 4). En este caso, resalto
particularmente la menor intensidad en
las bandas de reconocimiento para el
veneno de B. colombiensis de Barlovento,
en comparacion a lo observado para sus
homologos (Figura 4).

Discusion

La variacién bioquimica en la
composicion de los venenos de serpientes
es un factor asociado a las caracteristicas
ontogénicas y a la distribucion geografica
de los ejemplares, el cual dependiendo de
su magnitud e implicaciones bioquimicas
es responsable de variaciones en
el cuadro clinico evidenciado en las
victimas y en la potencia neutralizante
de los antivenenos (Calvete y col., 2009;
Rodriguez-Acosta y col., 2010; Duque
Zerpa y col., 2014 y 2022; Gir6n y col.,
2013b, 2018). Esto hace imprescindible la
caracterizacion de los venenos de ofidios
de importancia médica (WHO, 2017)
como es el caso B. colombiensis, especie
endémica venezolana, con una presencia
predominante en el territorio nacional que
abarca zonas densamente pobladas como
los estados Aragua y Miranda (Rodriguez-
Acosta y col., 2000; Calvete y col., 2009),
donde los venenos de esta especie han sido
escasamente estudiados con base en su
variabilidad intraespecifica y antigenicidad.

En este estudio, el analisis electroforético
de los venenos evidencié un rango de
distribucion de proteinas relativamente
similar entre los ~6-163 kDa, lo cual
sugiere la presencia en los venenos de
constituyentes tipo fosfodiesterasas (94-
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Figura 2. Actividad fibrinogenolitica de los venenos de Bothrops colombiensis. A: Barlovento,
estado Miranda. B: Maracay, estado Aragua. C: Paracotos, estado Miranda. Carriles: 1. Marcador de masa
molecular (BIO-RAD®. Cat. 161-0317). Carril 2: 100 pg de fibrindgeno. 3 al 8: fibrinégeno (100 pg) vs.

concentraciones seriadas de veneno (3: 0,03 pg. 4:

0,06 pg. 5: 0,125 pg. 6: 0,25 pg. 7: 0,5 pg. 8: 1 pg).

Tincién: Azul de Coomassie R 250. Las evaluaciones se realizaron por duplicado

140 kDa), L aminoacido oxidasas (85-150
kDa), hialuronidasas (~73 kDa), serino
proteasas (25-70 kDa), fosfolipasas A, (12-
18 kDa), metaloproteasas de las clases
PI (20-30 kDa), PII (30-60 kDa) y PIII (60-
100 kDa) e incluso péptidos, como las
desintegrinas (6,6-10 kDa: B. punctatus,
B. atrox, B. colombiensis) (Calvete y col.,
2009; Sanchez y col., 2009; Le6n y col.,

2011). Adicionalmente la comparacion cuali/
cuantitativa de los perfiles electroforéticos
reflejo variaciones intraespecificas, las
cuales fueron mas marcadas para el
veneno de B. colombiensis de Paracotos.
En este caso, destacé la presencia de
bandas proteicas en los rangos de 12-
21, 31-43 y 59-124 kDa, ausentes en los
otros venenos evaluados, asi como la muy
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Figura 3. Actividad proteolitica sobre gelatina de los venenos
de Bothrops colombiensis. Carril 1: Marcador de masa
molecular (Biorad® Cat. Cat. 161-0317). Carril 2: Control
negativo. Carriles 3-5: Venenos de B. colombiensis (8 pg).
3: Barlovento, estado Miranda. 4: Maracay, estado Aragua. 5:
Paracotos, estado Miranda. Tincién: Azul de Coomassie R 250.

La evaluacion se realiz6 por duplicado

Figura 4. Reconocimiento antigénico de los venenos de Bothrops colombiensis
por el antiveneno comercial venezolano. A: Barlovento, estado Miranda. B: Maracay,
estado Aragua. C: Paracotos, estado Miranda. Se enfrentaron concentraciones
seriadas de los venenos en 20 pL de PBS pH 7.2 (a: O pg; b: 2,5 pg; ¢: 5 pg; d: 10
ug; e: 20 ug; f: 40 pg), con 20 pl del antiveneno (pozo central). Tincion: Azul de

Coomassie R 250. La evaluacion se realiz6 por duplicado

elevada intensidad de bandas de baja y
media masa molecular. Estos resultados
sugieren variaciones, posiblemente
relacionadas a desintegrinas y enzimas tipo
fosfolipasas A,, serino y metaloproteasas,
grupos responsables principalmente de
las actividades necrosante, edematizante,
procoagulante y hemorragica (Sanchezy col.,
2009). Los venenos de Barlovento y Maracay

presentaron perfiles electroforéticos con
una importante similitud, la cual se asoci6
esencialmente a los grupos de bandas mas
abundantes (~6,5-8,5; 23-28,8 y 44,6-50
kDa), sin embargo, la gran mayoria de
estas fueron mas intensas en el veneno
de Barlovento lo cual permite sugerir una
posible concentraciéon mayor de proteasas
y quizas desintegrinas en este veneno.

La evaluacion de los efectos
enzimaticos mostré que todos los
venenos indujeron actividades hemolitica
indirecta, procoagulante, fibrinogenolitica,
esterasica y gelatinolitica, con relevantes
variaciones intraespecificas. En el estudio
de la actividad hemolitica indirecta
las diferencias observadas (Paracotos
> Barlovento > Maracay), sugieren
variaciones en la constitucion de enzimas
fosfolipasas A, (Asp 49:
calcio dependiente) (Le6n y
col., 2011), esta variabilidad
en este grupo enzimatico
ha sido frecuentemente
reportaday se ha relacionado
a la expresion de isoformas
en estos venenos (Sousa y
col., 2022). Adicionalmente
al comparar con estudios
previos, la magnitud de las
DHI,, estimadas coincide
con lo reportado para
especimenes de B. atrox
(Amazonas, Ucayali y Junin)
del Perua (Ortiz y col., 2012), mientras
que al comparar con reportes para B.
venezuelensis (Caripe, estado Monagas,
Venezuela) (6,14 *= 1,49 ug) (Quevara y
col., 2015) los venenos de Barlovento y
Paracotos mostraron mayor actividad,
esto sugiere una relevante concentracion
de enzimas tipo fosfolipasas A, en los
venenos objeto de este estudio. Esta

212



DUQUE ZERFA Y COL.

familia de enzimas se considera uno de los
constituyentes mas toxicos de los venenos
de serpiente y en el caso del género
Bothrops se han relacionado a los efectos
edematizante, mionecroético, anticoagulante
y la degranulacién de mastocitos (Ledn y
col., 2011; Sousa y col., 2022).

En la evaluacién de la actividad
coagulante los venenos presentaron
diferencias significativas entre sus DCM,
esto sugiere variaciones en la constitucion
de las enzimas responsables. Estas enzimas
han sido caracterizadas como serino
proteasas con actividad tipo trombina y
metaloproteasas activadoras del factor X
y/o protrombina, las cuales contribuyen
a la defibrinogenacién y al consumo de
otros factores de coagulacion (Sajevic y
col., 2011). Por otra parte, el factor de
variabilidad entre las DCM obtenidas (1,95:
1: 1,32/Barlovento: Maracay: Paracotos),
no coincide con lo observado en los
perfiles electroforéticos (media y alta masa
molecular) donde los venenos de Maracay
y Barlovento mostraron una marcada
similitud y el homoélogo de Paracotos
presento casi el doble de bandas proteicas,
esto pone de manifiesto las limitaciones del
modelo electroforético para el adecuado
analisis comparativo de los venenos.

En cuanto a la magnitud del potencial
coagulante, al comparar con reportes
previos para este género en Venezuela
(Tabla II), se observé que las DCM de
los venenos de B. colombiensis fueron
inferiores a lo reportado para venenos de
especimenes de B. atrox (estado Amazonas)
(Duquey col., 2014) o B. venezuelensis de
los estados Miranda (Baruta y La Boyera)
(Girony col., 2018) y Monagas (Duque y col.,
2022), lo cual refleja un mayor potencial
procoagulante en los venenos objeto de
este estudio.

En el caso de la actividad fibrinogenolitica
los resultados obtenidos sugieren
la presencia en los venenos de ay f
fibrinOgenasas, mientras que las variaciones
observadas en los perfiles de degradacion
(Paracotos > Maracay > Barlovento) sugieren
diferencias en la constitucion de las enzimas
responsables.

Las fibrinogenasas aisladas y purificadas
de los venenos de vipéridos, se han
caracterizado como: 1) serino proteasas,
correspondientes a enzimas tipo trombina,
las cuales degradan las cadenas a y/o
del fibrindgeno induciendo la coagulacion
y 2) fibrino(ge)liticas, que incluyen (a)
metaloproteasas, las cuales hidrolizan
las cadenas a y B del fibrinégeno (con
preferencia o exclusividad por la cadena a)
y (b) serino proteasas, con preferencia por
la cadena B (Gay y col., 2005; Sajevicy col.,
2011). En el caso de B. colombiensis, Giron
y col., 2013a,b, aislaron y caracterizaron
dos metaloproteasas (Colombienasa 1y 2)
con actividad q, 3, e incluso y-fibrinégenasa
para la Colombienasa 2 en venenos
procedentes de Caucagua (estado Miranda).
Este efecto aunado al relevante potencial
procoagulante sobre el plasma humano,
referido previamente, va a potenciar el
efecto defibrinante de estos venenos.

La evaluacion de la actividad esterasica
mostré diferencias intraespecificas
(Maracay > Paracotos >Barlovento), que
sugieren variaciones en el perfil de
enzimas responsables. Dichas enzimas
se han relacionado a serino proteasas
con actividad hemostatica, asociada
principalmente a activadores del factor
V, fibrino(ge)litica y/o liberadores de
quininas (Tuy col., 1965). Adicionalmente,
al comparar los resultados obtenidos con
lo reportado en estudio previos para este
género (Tabla II), se puede referir para los
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Tabla II.
Comparacion de las actividades coagulante y esterasica de los venenos de
B. colombiensis con reportes previos para este género en Venezuela

Especie DCM Actividad esterasica Referencia
(procedencia) (Hg) (U/mg)
B. atrox 7,66 + 0,48 NE Duque y col., 2014
(Pto. Ayacucho. Edo. Amazonas)
B. venezuelensis NE 209 Lopez y col., 1999
(Region Capital)
B. venezuelensis 0,6 + 0,06 1960,67 + 42,8 Girén y col., 2018
(Edo. Aragua)
B. venezuelensis 2,1 +£0,39 900 + 10 Girén y col., 2018
(Baruta. Edo. Miranda)
B. venezuelensis 4,8 £0,47 805,5 + 67,3 Girén y col., 2018
(La Boyera. Edo. Miranda)
B. venezuelensis 1,9 £ 0,57 922,19 £ 58,5 Girén y col., 2018
(Lagunetica. Edo. Miranda)
B. venezuelensis 7,83 + 0,45 158,87 + 18,65 Duque y col., 2022
(Edo. Monagas)
B. colombiensis 1,95%£0.16 263,28 £ 21,30 Este estudio
(Barlovento. Edo. Miranda)
B. colombiensis 1,32 * 0,24 298.,8 £ 35,20 Este estudio
(Paracotos. Edo. Miranda)
B. colombiensis 0.99%0.12 338,90 + 20,24 Este estudio
(Maracay. Edo. Aragua)

DCM: dosis coagulante minima. U/mg: actividad especifica (micromoles de sustrato hidrolizados por minuto/mg de veneno).

NE: no evaluada, Edo: estado

venenos evaluados una mayor actividad
esterasica en comparacion con los venenos
de B. venezuelensis de la region Capital y el
estado Monagas (Lopez y col., 1999; Duque
y col., 2022) y menor en comparacion con
lo reportado para especimenes de los
estados Aragua y Miranda (Girén y col.,
2018).

En el caso de la actividad proteolitica
sobre gelatina el veneno de B. colombiensis
de Barlovento mostré la mayor actividad,
en comparacion con sus homologos e
incluso con lo reportado por Sanchez y
col. (2015), en la evaluaciéon del potencial

antitrombaético y anticoagulante del veneno
de B. colombiensis (Barlovento, estado
Miranda), lo cual sugiere variaciones en la
constitucion de las enzimas responsables.
Estas, considerando que la gelatina es un
producto de desnaturalizacion del colageno,
se han relacionado a metaloproteasas
capaces de degradar la matriz extracelular
(Leén y col., 2011; Sajevic y col., 2011).
En consecuencia, los resultados obtenidos
sugieren variaciones en la expresion de
metaloproteasas PII y PIII en los venenos
evaluados, que implican la expresion
de ambos grupos en el veneno de B.
colombiensis de Barlovento, asi como la
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ausencia o la presencia de niveles no
detectables, bajo las condiciones de este
estudio, de los grupos Plly PIIl en los venenos
de Maracay y Paracotos, respectivamente.
Esto pudiera adicionalmente dar indicios
sobre el potencial hemorragico de estos
venenos: Barlovento > Maracay > Paracotos,
con base en el efecto reconocido para estas
enzimas (PIII > PII > PI) (Sajevicy col., 2011).

Finalmente, el ensayo de doble
inmunodifusion u Ouchterlony evidencio
reactividad inmunoloégica cruzada, aunque
destacaron diferencias en los perfiles
de reconocimiento antigeno-anticuerpo
consecuencia de la variabilidad antigénica
entre los venenos. No obstante, aunque
el método de Ouchterlony no permite
discernir los antigenos reconocidos, la
menor reactividad frente al veneno de los
ejemplares procedentes de Barlovento
(veneno con elevado potencial hemolitico
indirecto, gelatinolitico y menor efecto
procoagulante), aunado a estudios
protedmicos y Western blot que refieren el
reconocimiento parcial de serino proteasas,
metaloproteasas PI y fosfolipasas A, y la
escasa antigénicidad de las desintegrinas
(Calvete y col., 2009; Sousa y col., 2013,
2022; Duque y col., 2022), implica
la necesidad de estudiar el potencial
neutralizante del antiveneno venezolano
sobre las principales actividades inducidas
por los venenos en estudio.

Conclusiones

Los resultados obtenidos evidencian
una importante variabilidad intraespecie
en los venenos evaluados, siendo esta
mas marcada entre especimenes de
areas geograficas cercanas (Barlovento
y Paracotos, estado Miranda ~74 Km) y

se relacion6 esencialmente a proteasas y
fosfolipasas A, , grupos responsables por los
efectos mas relevantes del envenenamiento
botrépico como mionecrosis, edema,
coagulopatias y hemorragias. Esta
elevada variabilidad intraespecie, aunada
al relevante potencial procoagulante,
hemolitico indirecto y proteolitico de los
venenos evaluados, implica la necesidad
de estudiar el potencial neutralizante del
antiveneno venezolano.

Estos hallazgos permiten insistir en
la necesidad de caracterizar los venenos
de importancia médica, con énfasis en
aquellas especies que presentan una muy
amplia distribucién geografica y abarcan
regiones densamente pobladas, como B.
colombiensis 0 B. venezuelensis, entre
otras, lo cual en Venezuela solo ha sido
abordado parcialmente.
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