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RESUMEN

La serpiente Bothrops venezuelensis es endémica de las cor-
dilleras de la Costa y los Andes de Venezuela, donde es res-
ponsable de numerosos accidentes en las poblaciones de es-
tas dreas, por lo que impera la necesidad de caracterizar bio-
quimicamente los componentes de su veneno como punto de
partida para posteriores analisis toxicologicos, farmacologicos
e inmunolégicos de los distintos factores etiologicos de las pa-
tologias manifestadas en los emponzofiamientos, con la finali-
dad de mejorar la elaboracion del suero antiofidico y las tera-
pias de recuperacion de los pacientes. En la presente investi-
gacién se determinaron algunas caracteristicas bioguimicas en
el veneno total y la fracccion | del veneno de la serpiente
Bothrops venezuelensis como el perfil de elucion del veneno
total obtenido por cromatografia de exclusion molecular utili-
zando Sephadex G-100, el perfil electroforético en gel de po-
liacrilamida con Sodio Dodecil Sulfato (SDS-PAGE) y tres acti-
vidades enzimaticas (Fosfolipasa Az, Caseinolitica y Esterasi-
ca sobre N-Benzoil — L — Arginin Etil Ester (BAEE)). Se discu-
ten comparativamente los resultados obtenidos en estos ensa-
yos y los de otros venenos de serpientes Venezolanas, Sur-
americanas y Centroamericanas.

Palabras clave: Bothrops venezuelensis, cromatografia, elec-
troforesis, enzimas.

ABSTRACT

The snake knowed like Bothrops venezuelensis of the Vene-
zuelan Cordillera de la Costa and the Andes, where is re-
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sponsable of many accidents in this areas. The high frequency
of snake’s accidents in this zone make necesary to know the
biochemistry the snake venom composition to began a toxico-
logical, pharmacological and inmunological analysis in order to
get a better polyvalent antivenom and convalescence therapy.
In the present work was determined some biochemistry char-
acteristics of the whole venom obteined by molecular exclusion
chromatography using Sephadex G-100 Superfine and polyac-
rilamide gel electrophoresis with Sodio Dodecil Sulfate (SDS).
Also, three enzymatic activities (Phospholipase Az, Caseinolitic
and N-benzoil L-arginin Ethyl esther hydrolase (BAEE)) were
developed. The results were compared with other Venezuelan,
South and Central American snakes venoms.

Key words: Bothrops venezuelensis, chromatography, elec-
trophoresis, enzymes.

INTRODUCCION

La serpiente Bothrops venezuelensis (tigra mariposa), es
endémica de las Cordilleras de la Costa y de Los Andes vene-
zolanos [6]. Su gran ferocidad la hace responsable de un alto
numero de accidentes ofidicos ocurridos en las zonas donde
habita. Los sintomas producidos por el emponzofiamiento de
estas serpientes resultan de la combinacién de efectos produ-
cidos por los componentes proteicos presentes en el veneno
[16]. Los venenos de la mayoria de las serpientes de la sub-fa-
milia Crotalineae inducen severas alteraciones locales (ede-
ma, hemorragia y necrosis de los tejidos muscular y conectivo)
y efectos sistémicos como alteraciones de la hemostasia, ma-
nifestaciones hemorragicas, shock cardiovascular y nefrotoxi-
cidad [9]. Por ser una serpiente endémica de Venezuela, exis-



ten escasas referencias acerca de la caracterizacion bioquimi-
ca y toxicologica de este veneno, lo que hace necesario anali-
zar los mecanismos generales de accién con la finalidad de
administrar terapias médicas acordes con las diferentes mani-
festaciones encontradas.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de la muestra de veneno total

El pool de veneno de B.venezuelensis fue obtenido a
partir del ordefio manual de los animales adultos de ambos se-
xos provenientes de varias zonas del Parque Nacional El Avila
y mantenidos en cautiverio en el bioterio de serpientes de la
Facultad de Farmacia de la Universidad Central de Venezuela,
Caracas. Inmediatamente después de la extraccién, el veneno
fue deshidratado en un desecador con CaCl, al vacié, dentro
de un cuarto frio a una temperatura de 4°C, hasta su total cris-
talizacion [4].

Fraccionamiento del veneno total

El fraccionamiento del veneno total fue realizado por cro-
matografia de exclusién molecular utilizando una columna de
95 ecm de largo por 2,5 cm de ancho empacada con Sephadex
G-100 (Pharmacia Fine Chemicals) utilizando como eluente
buffer acetato de amonio 0,2M, pH 6,8. Para cada fracciona-
miento, se disolvieron 250 mg de veneno seco en 5 ml del
eluente, centrifugados a 3.000 rpm por 10 minutos e introduci-
dos a la columna, la cual esta ajustada a una velocidad de flu-
jo de 7 ml/hora. Los eluatos fueron recogidos en alicuotas de
3,5 ml / tubo mediante un colector automatico Gilson, modelo
Linear Fractinator. Todo el proceso fue realizado en un cuarto
frio a 4°C [4].

Determinacion del perfil de elucién y obtencion
de las fracciones

Los eluatos obtenidos a partir del fraccionamiento, fue-
ron leidos a 280 nm con un espectrofotdometro Hitachi-Perkin-
Elmer UV-VIS y se trazo el perfil de elucion. Las fracciones se
obtuvieron reuniendo los eluatos por debajo de cada pico por
separado para luego ser liofilizadas en un liofilizador Labconco
y guardadas en un desecador con CaCls, al vacio, en un cuar-
to frio a 4°C [4].

Actividad caseinolitica

La actividad proteolitica sobre la caseina fue determina-
da utilizando el método de Wirnt Rick [19]. Como sustrato se
utiliza una solucién de caseina al 1% en buffer tris-HCI 0,1M a
pH 8,0. Las muestras de veneno se preparan en dosis seria-
das utilizando HCI 1 mM. La mezcla de incubacidon tiene un vo-
lumen final de 2,0 ml y esta constituida por volumenes fijos de
0,1 ml de CaCl, al 5% y 1,0 ml de solucién de caseina al 1%y
volimenes variables de la solucidén de veneno y de buffer tris-
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HCI 0,1 M a pH 8,0, c.s.p. 2,0 ml. La mezcla se incuba por 20
minutos a 37°C con agitacion suave y constante. Al finalizar el
periodo de incubacion, se detiene la reaccion agregando a
cada tubo 3 ml de acido tricloroacético 5% para obtener un vo-
lumen final de 5 ml, se dejan en reposo por 30 minutos a tem-
peratura ambiente, se filtran a través de papel Whatman N° 1 y
se procede a la determinacién de la densidad 6ptica a 280 nm.
Los ensayos se realizan por duplicado mas un blanco para
cada dosis de veneno. Al blanco, se le agregd el acido triclo-
roacético antes de comenzar la reaccidén con el sustrato. La
actividad proteolitica sobre caseina se expresa en unidades de
Tripsina-Caseina por mg de enzima (TU®®%/mg enzima) segtin
la férmula: [19].

DO -Bx10°
mg enzima x20min

donde DO: Densidad 6ptica; y B: DO del Blanco.

TUcAS -

Actividad Fosfolipasa Az

Se emplea el método de titulacién propuesto por Yang y
King [20]. Como solucién tituladora se utiliza NaOH 0,01 N,
previamente valorada. La titulacién se realiza en un titulador
automatico Radiometer a una temperatura de 25°C y a pH 8,0.
Como sustrato se utiliza una emulsién de yema de huevo en
300 ml de agua destilada, afiadiendo 2,7 mM de desoxicolato
de sodio y 20 mM de cloruro de calcio. Para cada determina-
cién se usan 10 ml del sustrato y diluciones adecuadas del ve-
neno en un volumen de 10 microlitros para cada determina-
cién. Se define la unidad de actividad enzimatica como Ia libe-
racion de un micromol de acido graso por minuto [20].

Actividad esterasica sobre n-benzoil-l-arginin etil ester
(BAEE)

Se emplea el método propuesto por Tu y col [17]. Se uti-
liza como sustrato el N-Benzoil L-arginin-Etil-ester (BAEE). El
sustrato se disuelve en buffer fosfato 0,0667 M a pH 7,0 para
una concentracién final de 0,25 mM. El veneno se prepara rea-
lizando diluciones adecuadas en solucién salina isotdnica. Se
toma una alicuota de 2,9 ml de la solucién de sustrato en una
celda de cuarzo y al tiempo de incubacidn cero (0) se agrega
0,1 ml de la dilucion del veneno. Se toma una lectura de la va-
riacion de la densidad optica cada 30 segundos a 253 nm con
un espectrofotémetro Hitachi-Perkin-Elmer UV-VIS, durante
aproximadamente seis minutos. La actividad enzimatica viene
dada por la siguiente férmula:

ADO / minx10°
mg veneno

UNIDADES | mg =

donde: DO: Variacion de la Densidad éptica

Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con Sodio Dodecil
Sulfato (SDS-PAGE)

Se usa el método propuesto por Laemmli [5]. El soporte
se construye con una matriz discontinua de poliacrilamida for-
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FIGURA 1. PERFIL DE ELUCION DEL VENENO TOTAL DE
LA SERPIENTE Bothrops venezuelensis.

mada por dos geles de distinta densidad.Un primer gel, de
concentracién al 4,5% y un segundo gel de separacién al
12,5%. Para la corrida se utiliza una camara MINI-PROTEAN
Il de la casa BIO-RAD. El proceso de fraccionamiento se co-
mienza con una corriente de 50 voltios hasta que la muestra
ha entrado al gel de separacién, para luego elevarla hasta 100
voltios. El tiempo de corrida es de aproximadamente 1 hora 45
minutos. Como marcador de corrida se utiliza azul de bromofe-
nol. La muestra es diluida en buffer de disolucién el cual con-
tiene sodio dodecilsulfato (SDS) a una concentracién de 10%,
buffer tris 0,5 M a pH 6,8; glicerol y el marcador de corrida.
Una vez finalizada la corrida, los geles son coloreados con
azul de Coomasie R-250 por una hora, para luego someterlos
al proceso de decoloracién.

Analisis estadistico

Se determinan regresiones lineales, coeficientes de rela-
cién y distribucién de frecuencia a las gréaficas obtenidas a partir
de las velocidades de reaccién de las actividades fosfolipasa
A, BAEE y sobre caseina mediante el paquete Statgraphics
Ver.5.0. A partir de estos valores de estiman las unidades de
actividad enzimatica mediante las respectivas ecuaciones.

RESULTADOS

Cromatografia de exclusion molecular

La FIG. 1 muestra el perfil de elucion del veneno total de
la serpiente B. venezuelensis. En ella se pueden observar cua-
tro fracciones diferenciadas, de las cuales la fraccién denomi-
nada I, presenta la mayor concentracion de proteinas y masa
molecular, seguida en orden de magnitud por la fraccién deno-
minada |l. Las fracciones Il y IV, son de muy baja concentra-
cién proteica y las de menor peso molecular.
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Actividades enzimaticas

Las actividades enzimaticas determinadas fueron: activi-
dad proteolitica sobre caseina, fosfolipasa A, e hidrolitica so-
bre ésteres de arginina (B.A.E.E.).

Proteasas: Con respecto a la actividad proteolitica so-
bre la caseina, el veneno total presenté 116 TU***/mg de ve-
neno, ajustandose a una regresion lineal positiva y altamente
significativa (r = 0,91; p 0,01) entre los microgramos de veneno
y la densidad 6ptica. La fraccién | presenté 122 TU®*/mg de la
fraccion, ajustandose a una regresién lineal positiva y altamen-
te significativa (r = 0,86; p 0,01) entre los microgramos de ve-
neno y la densidad optica.

Esterasas: En relacién con la actividad hidrolitica sobre
ésteres de arginina (B.A.E.E.), el veneno total manifesto la ma-
yor actividad esterésica (209 U/mg de veneno), ajustandose a
una regresion lineal positiva y altamente significativa (r = 0,79;
p < 0,01) entre los microgramos de veneno y la velocidad de
reaccion, comparativamente con los valores presentados por la
fraccién | (96 U/mg de fraccion), la cual se ajustd a una regre-
si6n lineal positiva y altamente significativa (r = 0,79; p < 0,01)
entre los microgramos de veneno y la velocidad de reaccion.

Fosfolipasa A,: Con respecio a la actividad de fosfoli-
pasa A, el veneno total presentd un valor de 30 U/mg de ve-
neno, ajustandose a una regresion lineal positiva y altamente
significativa (r = 0,91; p 0,01) entre los microgramos de veneno
y la velocidad de reaccion. La fraccién | no presentd actividad
de fosfolipasa A,.

Perfil electroforético

La FIG. 2 muestra el perfil electroforético del veneno to-
tal y la fraccion | del veneno de B.venezuelensis. El veneno to-
tal en estudio present6 doce bandas protéicas, con pesos mo-
leculares entre 10.000 y 61.500 dalton. Un alto nimero de es-
tas bandas, ocho en total, se encuentran en el rango de pesos
entre 10.000 y 15.000 dalton. Por su parte, la fraccién | mostrd
once bandas proteicas con un rango de pesos moleculares en-
tre 10.000 y 71.000 daiton. Comparativamente, la fraccién |
presento cinco bandas comunes con el veneno total, en un
rango entre 10.000 y 45.000 dalton.

DISCUSION

Cromatografia de exclusion molecular

La importancia de realizar estudios comparativos entre
los perfiles de elucion de los venenos totales, intraespecifica e
interespecificamente, radica en que permite realizar una ca-
racterizacion primaria a la composicion proteica de los mis-
mos, pudiendo relacionar ciertas actividades farmacoldgicas y
toxicas al tamafo y a la presencia o ausencia de una determi-
nada fraccién. Por oira parte, la técnica de fraccionamiento por
exclusién molecular constituye la fase inicial del proceso de
aislamiento de cada una de los principios activos presentes en
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estas potentes toxinas. La TABLA | muestra el resumen com-
parativo de los datos expuestos. (Dralton)

El perfil de elucién obtenido a partir del pool de trabajo ‘
del veneno, presenta diferencias en el nimero de fracciones y B
contenido proteico, cuando es comparado con los obtenidos
en otras especies de Bothrops venezolanos. Es importante se-
falar que, en la mayoria de los venenos comparados, las dos
fracciones de menor peso molecular presentaron la misma 14.40¢
configuracion y localizacién dentro del perfil de elucién [3, 8,
10, 13, 14].

45008
21,508

Jhaul
Con respecto al pool de veneno de B.venezuelensis utili-

zado por Scannone y col. [13], se observa que el numero de
fracciones se mantuvo constante en ambos venenos. Compa-
rando con el veneno de B. colombiensis de Venezuela [14], el
veneno de B. venezuelensis posee una fraccidén proteica me-
nos. El veneno de B. castelnaudi de Venezuela posee seis
fracciones, dos mas que el pool de trabajo del veneno, pero de
menor contenido proteico. Sus dos fracciones de menor peso o
molecular no mantuvieron la semejanza descrita para los tres Purn Vantine Patrin
venenos anteriormente presentados [10]. Por otro lado, B. ja- EReeng Tatl P Bajo
raraca del Brasil [3], a pesar de presentar cinco fracciones,
mantuvo el patrén descrito en los dos picos de menor peso
molecular sefialados con anterioridad. Para los venenos de

FIGURA 2. PERFIL ELECTROFpRéTICO (SDS-PAGE) DEL
VENENO TOTAL Y FRACCION | DE LA SERPIENTE
Bothrops venezuelensis.

TABLA |
RESUMEN COMPARATIVO DE LOS PERFILES DE ELUCION CROMATOGRAFICO Y ELECTROFORETICO
DE LOS VENENOS TOTALES Y FRACCIONES DE VARIAS ESPECIES DE BOTHROPS

Electroforeis Referencias

Nidmero de Bandas

Especies Comparadas Cromatografia

N2 de Fracciones Proteicas

(Rangos de PMx10%)

Bothrops venezuelensis  Veneno Total 12 (10,0-61,5)¢ Este trabajo
Bothrops venezuelensis  Veneno Total 16 (11,5-76,0) 13
Bothrops castelnaudi Veneno Total 62 10
Bothrops colombiensis Veneno Total 14
Bothrops jararaca Veneno Total 3
Bothrops atroxi Veneno Total 8
Bothrops barnetti Veneno Total 8
Bothrops hyoprorus Veneno Total 20 8
Bothrops pictus Veneno Total 6 8
Bothrops colombiensis Veneno Total 13 (14,9-52,0) 15
Bothropsatrox Veneno Total 15 (12,8-57,0) 18
Bothrops asper Veneno Total 10 (16,5-61,5) 2
Bothrops venezuelensis  Fraccion | 11 (10,0-71,0) Este trabajo
Bothrops colombiensis Fraccion | 16 (14,5-71,0) 15

# Presenta dos fracciones adicionales de bajo peso molecular y no mantiene semejanza con las dos fracciones de bajo peso molecular
caracteristicas de todos los venenos comparados, las cuales presentan similares configuraciones y localizaciones dentro del perfil de elucion.

° Presenta sélo una fraccién de bajo peso molecular.

° Presenta cuatro bandas por debajo de 11.500 dalton, siete por debajo de 14.900 dalton, ocho por debajo de 16.500 dalton y una sola por encima

de 5.200 dalton.

317



Estudio del veneno de la serpiente venezolana Bothrops venezuelensis (Tigra mariposa) / Lopez, J.C. y col.

serpientes de distintas zonas geogréficas de Perl, se observo
que B. afrox de lquitos y Pucallpa, mostraron dos fracciones
mas que el veneno de B. venezuelensis; B. barnetti de Lamba-
yeque mostré un pico mas que la muestra, manteniendo la ca-
rateristica observada para las dos fracciones finales de menor
peso molecular, B. hyoprorus de Centro Union y Moropdn
mostraron dos fracciones menos que el veneno de B. vene-
zuelensis y una sola fraccion final de muy bajo peso molecular,
finalmente el veneno de B. pictus de Lima mostré dos fraccio-
nes mas que la muestra, conservando el patrén observado
para las dos fracciones de menor peso molecular [8].

Actividades enzimaticas

La TABLA Il muestra el resumen comparativo de los da-
tos expuestos.

Proteasas: El veneno total de B. venezuelensis en estu-
dio mostré una actividad proteolitica aproximadamente tres ve-
ces menor a la presentada por los venenos de las serpientes
B. venezuelensis [13] y B. castelnaudi de Venezuela [10]. Por
otro lado, el veneno total de la serpiente B. colombiensis de
Venezuela presentd el doble de las unidades mostradas por el
veneno muestra [12]. Lomonte y Gutierrez [7] reportan, en el
veneno total de B. nummifer de Costa Rica, actividades casei-
noliticas con valores muy similares a los presentados por B.
colombiensis de Venezuela. Por su parte, el veneno total de £
picadoi de Costa Rica presenté un valor de actividad caseinoli-
tica aproximado al obtenido por veneno total de B. venezue-
lensis de trabajo [7]. El veneno muestra, presenté una activi-

dad caseinolitica aproximadamente el doble de la reportada
para los venenos totales de las serpientes B.atrox de diferen-
tes zonas de Colombia, una actividad aproximadamente cuatro
veces mayor a la de B. nasutus de Uruba (Colombia) y cinco
veces mayor a la de B. nasutus del Magdalena Medio y B.
schlegelii de Antioguia, Colombia [9]. Azevedo [1], reporté acti-
vidad caseinolitica para el veneno de B. jararaca.

Los venenos de B. venezuelensis [13] y B. colombiensis
de Venezuela [12], también mostraron actividad caseinolitica
en la fraccién |.

Esterasas: El veneno total de B. venezuelensis en estu-
dio, presenté la menor actividad esterasica sobre B.AE.E., en
comparacion con los venenos de B. venezuelensis [13] 300
U/mg y B. colombiensis de Venezuela [11], 480 U/mg. Compa-
rando con el veneno total de B.castelnaudi de Venezuela, este
Gltimo presentd un valor de actividad esterasica aproximada-
mente 10 veces mayor al reportado para el veneno muesira
2400 U/mg [10].

Fosfolipasa A,: La actividad fosfolipasa A, reportada
para el veneno de trabajo, resulté ser la mitad del valor obteni-
do para el veneno total de B. venezuelensis de Scannone [13].
Comparando con el veneno de B. colombiensis de Venezuela
[12], se observé que el valor de actividad de este dltimo co-
rresponde aproximadamente a cuatro veces el valor obtenido
para el veneno muestra, 110 U/mg. Por su parte, el veneno to-
tal de B. castelnaudi de Venezuela, presenté una actividad fos-
folipasa A, aproximadamente veinticinco veces menor que el
veneno en estudio 1,65 U/mg [10].

TABLA I
RESUMEN COMPARATIVO DE LOS VALORES DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE LOS VENENOS TOTALES
Y FRACCIONES DE VARIAS ESPECIES DE BOTHROPS

Especies comparadas Proteasas Esterasas Fosfolipasa Az Referencias
TU3S/ mg U/mg U/mg

Bothrops venezuelensis Veneno Total 1162 209 36 Este trabajo
Bothrops venezuelensis Veneno Total 3 veces >a 300 60 13
Bothrops castelnaudi Veneno Total 3 veces >a 2400 1,65 10
Bothrops colombiensis Veneno Total 2 veces >a * 110 12
Bothrops nummifer Veneno Total 2 veces >a * * 7
Bothrops picadoi Veneno Total Igual a® * = 7
Bothrops atrox Veneno Total 2 veces >a * * 9
Bothrops nasutus de Uruba Veneno Total 4 veces >a * * 9
Bothrops nasutus de % * 9
Magdalena Medio Veneno Total 5 veces >a
Bothrops schiegelii * & 1
de Antioquia Veneno Total 5 veces >a
Bothrops colombiensis Veneno Total * 480 * 11
Bothrops venezuelensis Fraccion | 112P 96 No presenta Este trabajo

(*) No reportados
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Perfil electroforético

La TABLA | muestra el resumen comparativo de los da-
tos expuestos.

Los resultados de las electroforesis muestran marcadas
diferencias entre los patrones de corrida obtenidos para los ve-
nenos totales de B. venezuelensis reportados por Scannone y
col. [13] y el pool de trabajo actual. Se observé que el veneno
de trabajo presenta un menor nimero de bandas, con pesos
moleculares que se encuentran en un rango entre 61.500 y
10.000 dalton, en comparacién con el utilizado por Scannone
que presentd diecises bandas, con rangos de peso molecular
entre 11.500 y 76.000 dalton. El veneno de trabajo presento
cuatro bandas con pesos por debajo de 11.500 dalton. Com-
parativamente con el veneno total de B. colombiensis de la
zona central de Venezuela [15], se observd que éste Gltimo
presenté trece bandas, una banda mas que el veneno de tra-
bajo, con pesos moleculares en un rango entre 14.900 y
52.000 dalton. El veneno muestra present¢ siete bandas por
debajo de 14.900 dalton y una banda sobre 52.000 dalton.
Con respecto al B. atrox del Pauji Venezuela [18], este ultimo
presento tres bandas mas que el veneno muestra con un ran-
go de pesos moleculares comprendidos entre 57.000 y 12.800
dalton. El veneno total de B. asper de Costa Rica, [2], presento
diez bandas de las cuales dos de encuentran sobre los 61.500
dalton. Con respecto a la zona de bajo peso molecular se ob-
servé que el veneno total de trabajo presenté ocho bandas por
debajo de los 16.500 dalton, limite de menor peso molecular
reportado para B. asper [2]

Con respecto a la fraccion | se observé que el pool de
trabajo presentd once bandas, cinco menos gue las reportadas
para la fraccién | de B. colombiensis de la zona central de Ve-
nezuela. Ambas fracciones presentaron pesos moleculares de
71.000 dalton como limite del rango superior, pero B. colom-
biensis no presentd bandas menores de 14.500 daiton [15].
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