||
IKiam
AA AT
Universidad Regional Amazonica

UNIVERSIDAD REGIONAL AMAZONICA IKIAM

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA VIDA
CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

CARACTERIZACION DEL PERFIL BIOQUIMICO, TOXICOLOGICO
DE BOTHROPS TAENIATUS Y SU INMUNORECONOCIMIENTO
POR ANTIVENENO

Proyecto de investigacion previo a la obtencion del titulo de grado:

INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

AUTOR: CAMILA MICAELA FREIRE TORRES
TUTOR: PhD. CAROLINA DEL CARMEN PROANO BOLANOS

Napo — Ecuador
2023



DECLARACION DE DERECHOS DE AUTOR

Yo, Camila Micaela Freire Torres, con documento de identidad N° 1805401278, declaro
que los resultados Obtenidos en la investigacion que presento en este documento final,
previo a la obtencidn del titulo de Ingenieria en Biotecnologia, son absolutamente inéditos,

originales, auténticos y personales.

En virtud de lo cual, el contenido, criterios, opiniones, resultados, analisis, interpretaciones,
conclusiones, recomendaciones y todos los demas aspectos vertidos en la presente

investigacion son de mi autoria y de mi absoluta responsabilidad.

Tena, 14 de septiembre de 2023

" amil s Erre

Camila Micaela Freire Torres
C.l. 1805401278



Stamp


AUTORIZACION DE PUBLICACION EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL

Yo, Camila Micaela Freire Torres, con documento de identidad N° 1805401278, en calidad
de autora y titular de los derechos morales y patrimoniales del trabajo de titulacion:
Caracterizacion del perfil bioquimico, toxicolégico de Bothrops taeniatus y su
inmunoreconocimiento por antiveneno. De conformidad con el Art. 114 del CODIGO
ORGANICO DE LA ECONOMIA SOCIAL DE LOS CONOCIMIENTOS, CREATIVIDAD E
INNOVACION, reconozco a favor de la Universidad Regional Amazoénica Ikiam una licencia
gratuita, intransferible y no exclusiva para el uso no comercial de la obra, con fines
estrictamente académicos. Asi mismo autorizo a la Universidad Regional Amazonica Ikiam
para que realice la publicacién de este trabajo de titulacion en el Repositorio Institucional
de conformidad a lo dispuesto en el Art. 144 de la Ley Orgéanica de Educacion superior.

Tena, 14 de septiembre de 2023

c amila P
Camila Micaela Freire Torres
C.l. 1805401278



Stamp


CERTIFICADO DE DIRECCION DE TRABAJO DE INTEGRACION CURRICULAR

Certifico que el Trabajo de Integracion Curricular Titulado: Caracterizacién del perfil
bioguimico, toxicol6gico de Bothrops taeniatus y su inmunoreconocimiento por antiveneno,

en la modalidad: Tesis, fue realizado por: Camila Micaela Freire Torres, bajo mi direccion.

El mismo ha sido revisado en su totalidad y analizado por la herramienta de verificacion de
similitud de contenido; por lo tanto, cumple con los requisitos teéricos, cientificos, técnicos,
metodoldgicos y legales establecidos por la Universidad Regional Amazdnica Ikiam, para
su entrega y defensa.

Tena, 14 de septiembre de 2023

7 >
/ / o
_ ’ﬂ%}/hﬂ. %JE é

PhD. Carolina del Carmen Proafio Bolafios

C.1. 1714818760

PhD. José Rafael De Almeida
C.l. 1757448954


Stamp


DEDICATORIA

Este trabajo principalmente se lo dedico a mi abuela, madrina, y segunda madre, la Lic.
Ligia Carlota Castellanos Sevilla. Fuiste mi fuente de inspiracion durante toda mi carrera,
tu apoyo constante y tu preocupacion me inspiraba a continuar estudiando e investigando
lo que me gusta. Estoy segura de que si vieras todo lo que he logrado estarias muy
orgullosa de mi, abuelita. Me hubiese gustado mucho que estuvieras conmigo en esta

etapa final de mi carrera.

A mis padres, Greta Torres y Roberto Freire. Ustedes, junto a mi abuelita, fueron parte de
todo mi crecimiento, tanto académico, como personal. Su apoyo invaluable durante toda
mi vida fue motor no solo de esta investigacion, sino, también de que me pueda levantar
diariamente. A mi hermano, Samuel Freire, la verdad, gracias a ti escogi la carrera de
ingenieria en Biotecnologia, y fuiste pieza clave para desarrollar mi instinto investigador

desde muy nifa.

Finalmente, y aunque talvez nunca entienda las palabras de este escrito, este trabajo se lo
dedico a mi hijo, mi gatito Milky, no sé qué hubiera hecho sin ti en mi vida. Tu fuiste todo
mi apoyo en mis momentos de estrés, frustracion y desmotivacion. Con tus locuras hacias

gue mi mente se despeje y que piense de mejor manera todo.

A todos ustedes los quiero mucho.



AGRADECIMIENTO

Primero me quiero agradecer a mi misma, por ser alguien fuerte, tener valentia para
enfrentar todas las adversidades que se me han presentado a lo largo de mi trayectoria
académica, y por ser muy perseverante. Agradezco a mis padres, por su apoyo
incondicional en todo. Sobre todo, a mi madre, que incansablemente me ha acompafiado
en mis peores momentos, y se ha desvelado junto a mi durante mis malas noches
realizando tareas o estudiando. Gracias por todos sus consejos, y su apoyo emocional y

econémico.

Quiero agradecer a todos mis amigos que me apoyaron con sus palabras durante toda mi
carrera, sobre todo a mi mejor amiga, Evelyn Cuesta. Gracias por estar para mi cuando
mas necesitaba un confidente. Tu apoyo constante y tus palabras de aliento han significado
mucho. Gracias por recordarme siempre que soy capaz de lograr todo lo que me proponga.
También quisiera agradecer a mis mejores amigos Antonio Vera y Jordy Infante por su
apoyo incondicional durante todo este proceso. Su presencia fue invaluable, ya que me
brindaron palabras alentadoras que me inspiraron cuando mas lo necesitaba. Estoy
profundamente agradecido por su amistad y respaldo, y no puedo expresar lo importante

que ha sido contar con ustedes.

Agradezco profundamente a mis tutores el PhD. Rafael de Almeida y la PhD. Carolina
Proafio, por su paciencia, y comprension durante este proceso. A mis amigos y
comparieros del grupo de investigacién Josselin Hernandez, Jefferson Garcia, Eugenio

Andrade, y Juan Diego Sacoto, por su colaboracion y apoyo durante este trabajo.

Quiero expresar mis sinceros agradecimientos a todos mis profesores que me apoyaron y
estuvieron presentes durante mi trayectoria académica universitaria. Sus ensefianzas
fueron de gran ayuda durante la elaboracién de este trabajo. Asimismo, estoy muy
agradecida con la Dra. Maria Teran y con el INSPI, por permitirnos a mi y a mis
comparfieros, trabajar y colaborar juntos, y utilizar sus instalaciones durante el desarrollo

de esta investigacion.



TABLA DE CONTENIDO

CARATULA

DECLARACION DE DERECHOS DE AUTOR .......ciiieieeieeteeeeeeeee e, [
AUTORIZACION DE PUBLICACION EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL ....... ii
CERTIFICADO DE DIRECCION DE TRABAJO DE INTEGRACION CURRICULAR. iii
DEDICATORIA ... iv
F N Ty AN B (@ |1V =1 1 v
TABLA DE CONTENIDO ...cooiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaaaaees Vi
[N DI Lo = ] = Y = N vii
INDICE DE FIGURAS. . ...ttt viii
RESUMEN . ... e e e iX
N 1S 1 ¥ 2 O X
CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION................ 1
1.1. F N g1 C=To=To (=T o] T PP PPPPPPPPPPPP 1
1.1.1. Historia de la toXiColOgIa .......cuuuuiiiieiiiiieicce e 1

1.1.2.  Evolucién del tratamiento de mordeduras de serpientes: de la toxinologia a
[0S @NLIVENENOS ...\ttt 2

1.1.3. VenOmica: Historia y métodos de caracterizacién de venenos de serpientes 6

1.1.4. Composicién quimica y actividad biolégica del veneno de Bothrops............ 7
1.1.5. B. taeniatus: Composicion, actividad biolégica e inmunoreactividad ........... 12
1.2. Planteamiento del Problema..............uuueuieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieieeeneennnneenennens 14
1.3. JUSHIFICACION ..o 16
1.4. Objetivos de la INVeStigacion ..............eeeviiiiiiiiiiiiiee e 17
O 1= = | SRRPPPRRR 17
1.4.2.  ESPECIICOS. ...uuuiiiiiiiiee ettt e e e e 17
CAPITULO I1: METODOLOGIA .....e ettt 18
2.1. Obtencion y preparacion de la MUESHIa.........ccooiiiiiiiiiiieeeee e 18
2.2. Fraccionamiento del veneno de B. taeniatus mediante HPLC en fase
(SN ST PP TPPR 18
2.3. Electroforesis de SDS-PAGE del veneno de B. taeniatus...................euveees 18
2.4. Digestion triptica de geles SDS- PAGE ... 19
2.5. Anadlisis por LC-MS/MS del veneno de B. taeniatus..........ccccccevvvvvevveeernnenen. 20
2.6. Ensayos enziméaticos del veneno de B. taeniatus .................evvvvvimmveeennnnnnnns 20
2.6.1. Actividad caseinolitiCa............ccovvviiiiiiiiii e 21



2.6.2. Actividad de fosfOlipasa Az........coeiiiiiiiiiiiiie e 21

2.6.3. Actividad de Serin proteiNasa ..........cuuuueiiiieeiiiiiiiiiie e 21
2.6.4. Actividad de L-aminoXidaSsa ...........cccuuuiiiiiiiiiiiiiii 22
2.7. Caracterizacion de los efectos biolégicos del veneno de B. taeniatus......... 22
2.7.1. Evaluacion de efecto hemorragiCo .......cooeeeeiiiviiiiiiiii e, 23
2.7.2.  Evaluacion de formacion de edema ............cccccvviiiiiiiiiiii 23
2.7.3.  Ensayos de letalidad.............cccccoiiiiiiiiiiiiiii 23
2.7.4. Ensayos de neutralizacion del veneno de B. taeniatus...............ccccuvveeeeennn. 24
CAPITULO HI: RESULTADOS ...ttt 25
3.1. Perfil bioquimico del veneno de B. taeniatus .................eeveevvuvmnemmnenninnnnnnn. 25
3.2 Protedmica del veneno de B. taeniatus. ...........ccceevviiiiiiiieeeeeniiiiiiiiieeeeeenn 26
3.3. ENSAY0S ENZIMALICOS .....ccoiiiiiiiiiiiiiee e 35
3.4. ENSAY0S DIOIOQICOS ....eeviiieiiiiiiiieeieee e 36
3.4.1. ENSAy0 de €AEMA ..o 36
3.4.2. ENSAY0 NEMOITAGICO .....vvviiiiieiiiiiiiieiee e 37
3.4.3. Curva de doSIS - FESPUESTA .......cceeiiiiiiiiiii et e e e e e eanees 38
3.4.4. Ensayos de NeutraliZacCion..............ooeuiiiiii e e 39
CAPITULO IV: DISCUSION E INTERPRETACION. ......coeiiiieeeceee e 42
CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES .......ccvvvviieeiiiiiiiiiieeeennn 49
REFERENCIAS

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Familia de proteinas identificadas por LC-MS/MS, en las fracciones del
veneno de B. taeniatus obtenidas mediante RP-HPLC......................... 28

Vii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.
Figura 10.

Figura 11.

Estructura terciaria de las enzimas del veneno de Bothrops atrox, de:
a) SVMP, b) SVSP, c) PLA2, d) LAAO, Y €) CTL. cceevviiiiiiiiiiieeeeeeeens
Distribucion de B. taeniatus dentro del Ecuador, ubicada
principalmente en la region AMAazOoNICa. ..........cceeeeriiiiiiiiiiiieeee e
Perfil cromatogréfico del veneno de B. taeniatus (RP-HPLC),
cromatograma detectado a 214 nm (UV), en el que se visualiza lineas
entrecortadas en color rojo, que sefialan el gradiente empleado
(ACETIONIIIO YD), ..
Perfil electroforético del veneno de B. taeniatus. Se visibiliza el gel de
electroforesis SDS-PAGE de las fracciones obtenidas. EI marcador
molecular (kDa) se encuentra en la parte izquierda. ............ccccvvvvvvnnnne
Esquematizacién del porcentaje de toxinas totales en el veneno de B.
TAENIALUS. ...
Actividades enzimaticas del veneno de B. taeniatus: a) caseinaolitica,
b) fosfolipasica, ¢) SVSP, y d) LAAO ...,
Actividad edemogénica del veneno de B. taeniatus: a) actividad para
diferentes concentraciones de veneno a lo largo del tiempo, b) efecto
en la pata de un ratén después de la inyeccion del veneno. .................
Curva de dosis-respuesta para la actividad hemorragica del veneno de
B. taeniatus, halo hemorragico a diferentes concentraciones: a)
Control, b) 0,25; ¢) 0,5; d) 1; e) 6,25; f) 12,5; g) 25 ug/ratén. ...............
Curva de dosis-respuesta del veneno de B. taeniatus. ..................ee....
Neutralizacion del efecto hemorragico de B. taeniatus por suero
antiofidico, a) efecto sobre el didmetro del halo hemorragico, b)
impacto en la piel de ratén: 1. Con veneno, 2. con veneno y
=1 11 V/=T 01T oo TR PUO SR UPPPPT
Neutralizacion de la letalidad del veneno de B. taeniatus por el suero

antiofidico polivalente del INS...........ccccoiiiiiiiii e

viii

11

13

25

26

37

38
39

40



RESUMEN

Bothrops taeniatus, es una serpiente de la familia Viperidae, la cual es la responsable de
una gran cantidad de accidentes ofidicos en el Ecuador. Esta vibora, siendo una de las
mas venenosas alrededor del mundo, tiene un especial impacto en comunidades indigenas
y areas rurales. A pesar de la existencia de antivenenos polivalentes dentro de Ecuador,
estos no son especificos para B. taeniatus. Ademas, estos sueros presentan limitaciones,
particularmente debido a la variabilidad en la composicion del veneno. Esta investigacion
se desarroll6 por la escasez de informacion sobre la caracterizacion de las toxinas de este
veneno. Por lo que, el objetivo de este estudio fue caracterizar bioguimica y biolégicamente
el veneno de B. taeniatus en Ecuador, asi como su inmunoreconocimiento por un
antiveneno polivalente generado usando venenos colombianos. Se emplearon diversas
técnicas como: cromatografia liqguida de alta resolucién en fase reversa (RP-HPLC),
electroforesis de gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE),
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS),
ensayos enzimaticos (fosfolipasa, caseinoliticos, de serino proteasa, y de L-aminoxidasa),
y ensayos biologicos en modelos animales CD-1 (hemorragico, edemogénico y de
letalidad). También se evalué la neutralizacion del veneno usando un antiveneno comercial.
Se encontré una alta abundancia de fosfolipasas A, (PLA;) y metaloproteasas de veneno
de serpiente (SVMP). Los ensayos enziméaticos revelaron una fuerte actividad fosfolipasica.
Asimismo, se observo un efecto edematogénico y una capacidad hemorragica significativa.
Igualmente, el suero antiofidico logré neutralizar la actividad hemorrégica y letal del
veneno. En conclusion, el andlisis del veneno revel6 una variedad de toxinas, y variabilidad
en su composicién con respecto a otras investigaciones. Estos hallazgos proporcionan una
base soélida para futuros estudios sobre el potencial biotecnolégico de sus toxinas, asi como
para el desarrollo de antivenenos especificos que requieran menores dosis y reduzcan la
posibilidad de reacciones adversas y potencialmente letales.

Palabras clave: Antiveneno, Bothrops taeniatus, genémica, inmunoreconocimiento,
veneno de serpientes.



ABSTRACT

Bothrops taeniatus, a snake belonging to the Viperidae family, is responsible for a
significant number of snakebite accidents in Ecuador. This highly venomous viper has a
pronounced impact on indigenous communities and rural areas. Despite the presence of
polyvalent antivenom in Ecuador, they are not specific to B. taeniatus venom. Moreover,
these sera have limitations, primarily due to the variability in venom composition. This
research emerged due to the lack of information regarding toxin characterization in this
venom. Hence, the aim of this study was to biochemically and biologically characterize B.
taeniatus venom in Ecuador, as well as its immunoreactivity with a broad-spectrum
antivenom generated using Colombian venoms. Various technigues were employed,
including high-performance liquid chromatography (RP-HPLC), sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), liquid chromatography tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS), enzymatic assays (phospholipase, caseinolytic, serine
protease, and L-aminoxidase), and biological assays on CD-1 animal models (hemorrhagic,
edematogenic, and lethality). The neutralization of venom using a commercial antivenom
was also evaluated. The study revealed a high abundance of phospholipase A2 (PLA2) and
snake venom metalloproteinases (SVMPs). Enzymatic assays indicated robust
phospholipase activity. Furthermore, significant edematogenic and hemorrhagic effects
were observed. Similarly, the antivenom serum managed to neutralize the hemorrhagic and
lethal activity of the venom. In conclusion, the venom analysis unveiled a range of toxins
and composition variability compared to other studies. These findings offer a strong
foundation for future research on the biotechnological potential of these toxins, along with
the development of specific antivenoms requiring lower doses and reducing the risk of
adverse and potentially lethal reactions.

Keywords: Antivenom, Bothrops taeniatus, genomics, immunorecognition, snake venom.



CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Antecedentes

1.1.1. Historia de latoxicologia

El término toxicologia deriva del griego Toikov (toxikon = veneno en él se sumergian las
puntas de flechas) y Adyog (logos = estudio/discurso) [1,2]. La toxicologia se define como
la ciencia que se encarga del estudio de los efectos dafiinos de los agentes quimicos en
los sistemas biolégicos. Estas sustancias extrafias que se encuentran ausentes en el
cuerpo humano reciben el nombre de xenobidticos [1,3]. Por otra parte, el término veneno
se encuentra generalmente definido como una sustancia capaz de destruir la vida o causar
enfermedad cuando es introducida o absorbida en pequefias cantidades dentro de un
organismo [1].

De forma especifica, en los seres humanos, la toxicologia se encarga de estudiar su
exposicion ante estas sustancias y sus respuestas toxicas [4]. Por otra parte, la palabra
toxicidad puede referirse a la capacidad inherente de un quimico para causar dafio a un
organismo vivo. Tomando en cuenta que todos los productos quimicos tienen la habilidad
de producir respuestas téxicas, es importante considerar su toxicidad en el contexto de
otras sustancias [3,4]. La forma mas empleada durante afios para comparar la toxicidad de
las sustancias es la dosis letal 50 (LDso). La cual demuestra, de forma estadistica, el
potencial de una sustancia para causar la muerte del 50% de una poblacién expuesta. Para
ello se emplean especialmente modelos murinos en laboratorios, de acuerdo al principio
de las 3Rs [3,5]. Este principio consiste en: Reemplazo (del uso de animales con técnicas
alternativas, siempre y cuando sea posible), reduccién (minimizar el nimero de animales
empleados), y refinamiento (reduccion de estrés y sufrimiento en animales de

experimentacion, mediante la mejora de estrategias) [6].

Uno de los factores que permiten contextualizar un evento de intoxicacion, es el concepto
de dosis-respuesta. Esta idea se refiere a la magnitud de una respuesta téxica en relacion
a la cantidad de exposicién quimica y suele representarse con graficas que generalmente
demuestran una distribucion normal (Gaussiana) [3,7]. Por ello, es necesario conocer las
dosis de una sustancia que puedan o no provocar toxicidad, de forma que se logre

caracterizar la potencia relativa de esta. Hay dos tipos principales de relaciones dosis-
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respuesta, las que exhiben un umbral y las que no. En una relacion con umbral existe una
cantidad minima de exposicion (dosis), donde, por debajo de este, no se observaria ningun
efecto [3].

1.1.2. Evolucién del tratamiento de mordeduras de serpientes: de la toxinologia a

los antivenenos

En los ultimos afos, una de las ramas derivadas de la toxicologia, llamada toxinologia, se
ha expandido sustancialmente [8]. Esta area multidisciplinaria de investigacion se encarga
de estudiar la estructura detallada, funcién, mecanismo de accién, y la bdsqueda de
estrategias terapéuticas para neutralizacion de las toxinas [8-10]. El término toxina
proviene del griego toxikon (veneno) y del sufijo -ina (sustancia) [8,11]. Las toxinas son
sustancias derivadas de los tejidos de una planta, animal o microorganismo que tiene un
efecto perjudicial en otros seres vivos [8]. El objetivo de la toxinologia abarca diferentes
aspectos. Por un lado, se busca estudiar a estos organismos téxicos, comprendiendo su
habitat, distribucién, identificacion y modo de accion. Por otro lado, se explora la
composicion bioquimica, gendmica, transcriptomica, secretomica y proteémica de los
venenos [8,10]. Estos estudios tienen como finalidad comprender su interaccion con
diferentes miembros del ecosistema, especialmente los seres humanos. Igualmente, se
busca desarrollar eficientes intervenciones que mitiguen los debilitantes efectos de la
fisiopatologia del envenenamiento, y descubrir el potencial farmacolégico de las toxinas y

su utilidad como la base para la fabricacion de nuevos medicamentos [10].

Existe una gran variedad de animales, hongos y plantas que secretan veneno como una
estrategia vital de defensa, o para paralizar a sus presas [8]. Los venenos son sustancias
altamente complejas que incluyen toxinas que en conjunto pueden ejercer un efecto mayor
gue el que podria generar una sola de ellas (sinergia) [9]. Estas sustancias pueden ser
empleadas para una alta gama de funciones, debido principalmente a que el veneno puede
ser transferido directamente al organismo [12]. Un ejemplo de sinergia son las proteinas
involucradas en la remodelacion de lipidos y péptidos, las cuales facilitan la distribucion de
toxinas que modulan los canales i6nicos y los receptores, permeabilizando las membranas

lipidicas (lisolecitinas), digiriendo proteinas, y descomponiendo los tejidos conectivos [9].

En este sentido, estas especies toxicas, es decir aquellas que poseen una toxina que
puede causar dafio en pequefias dosis, pueden clasificarse en 3 categorias, en funcion de

como estos compuestos llegan al objetivo: venenosas, ponzofiosas y toxigénicas [5,13]. En

2



caso de las especies ponzofiosas, como las ranas dardo dorada, generalmente poseen
tejidos, parcial o totalmente téxicos, por lo que pueden causan envenenamiento a través
del tacto [5,13]. Por otro lado, los animales toxigénicos son capaces de producir toxinas y
liberarlas al entorno. Estos animales atacan cuando se sienten molestos, sin necesidad de
defenderse. Algunos ejemplos son los sapos cafia o0 las cobras, quienes escupen su
veneno [13]. Al contrario, los animales venenosos son aquellos capaces de producir esta
sustancia a través de una glandula secretora o en un grupo de células especializadas, las
cuales liberan toxinas por medio de mordeduras o picaduras (es decir, tienen la capacidad
de inyectar su veneno) [5]. Como por ejemplo las serpientes que tienen colmillos, o los
peces ledn que tienen espinas [13].

Las serpientes son animales que se encuentran presentes en varias partes del mundo.
Existen alrededor de 2000 especies distribuidas en el planeta, de las cuales 256 son
venenosas, y se encuentran clasificadas en varias familias [14]: Elapidae, Viperidae [15],
Crotalidae, y Hydrophidae [16].

Se conoce que el veneno de las serpientes cumple una funcién defensiva, aunque también
es empleado para la obtencién de alimentos [5]. Estas sustancias pueden clasificarse
segln sus manifestaciones clinicas. Por un lado, los venenos hemotdxicos estan
compuestos principalmente por componentes hemostaticos que afectan el sistema de
coagulacién sanguinea. Por otro lado, los venenos neurotéxicos tienen la capacidad de
alterar el funcionamiento de los componentes neuronales, afectando al sistema nervioso
[14].

Las propiedades toxicoldgicas del veneno de serpiente han fascinado a la humanidad
durante miles de afios, y han sido estudiadas durante los ultimos 400-500 afios [16]. Se ha
reportado el empleo de venenos de serpientes desde el siglo VII en Ayurveda (sistema
médico tradicional originario de la India que se enfoca en la prevencion y el tratamiento de
enfermedades), para tratar problemas gastrointestinales, artritis, y para la longevidad [17].
Similarmente, médicos de la Antigua Grecia describieron las acciones farmacoldgicas de
estas sustancias [18]. Mas tarde, durante el siglo XIX, en la Edad Media, estos fluidos
fueron empleados como remedio para distintas afecciones. Posteriormente, en 1934 se
descubri6 que estos mismos componentes toxicos, en pequefias dosis, poseian
propiedades analgésicas, presentando una actividad mayor a la de la morfina [19]. El

desarrollo del antihipertensivo Captopril, péptido potenciador de la bradicinina (aislado del



veneno de Bothrops jararaca), definié la edad moderna de los medicamentos provenientes

de venenos de serpientes [16].

Los accidentes por mordedura de serpiente son un problema actual de salud publica, los
cuales provocan morbilidad y mortalidad, sobre todo en regiones correspondientes a los
tropicos [20]. Alrededor del mundo, este problema causa anualmente mas de 100000
muertes, y alrededor de 400000 personas son afectadas de manera incapacitante. Las
personas que viven en areas rurales tropicales y pertenecen a poblaciones empobrecidas,
son especialmente vulnerables a las mordeduras de serpientes, lo que a su vez perpetia
el ciclo de pobreza [14,21]. Dentro del Ecuador, se cuantifica 10 muertes y 1500
envenenamientos, de los cuales el 37% pertenecen a provincias amazonicas [22]. Donde,
tan solo en la provincia de Napo, se reporta 133 accidentes ofidicos, de los cuales, el 67%
de individuos afectados pertenecen a comunidades indigenas. Por lo tanto, este es un
problema de salud publica preocupante para este pais [23].

El veneno de estos animales es conocido por ser el causante de una variedad de sintomas
clinicos. Est4 compuesto por una mezcla sinérgica y diversa de moléculas biol6égicamente
activas. Estas moléculas pueden o no contribuir a la actividad de las toxinas presentes en
el veneno [24]. Los venenos provenientes de estos animales son considerados como un
complejo coctel quimico de péptidos, enzimas, carbohidratos, lipidos, metales, iones, etc.

Sin embargo, se desconoce cuantos componentes con exactitud poseen [25,26].

Generalmente, la mayoria de los venenos de serpientes estan formados por cuatro familias
de proteinas, las cuales son: fosfolipasa A (PLA?), toxinas de tres dedos (3FTx), serino
proteasa de veneno de serpiente (SVSP) y metaloproteasa de veneno de serpiente
(SVMP). Asimismo, se pueden encontrar en menor frecuencia seis familias de proteinas
adicionales, en las que se incluyen: proteinas secretoras ricas en cisteina (CRiSP),
péptidos tipo-Kunitz (KUN), L-amino oxidasas (LAAO), péptidos natriuréticos (NP), lectinas
de tipo C (CTL) y desintegrinas (DIS) [27]. Estos componentes, producidos por glandulas
exocrinas especializadas, pueden causar ciertos efectos. Uno de estos es la interrupcion
de la habilidad del coraz6n de bombear sangre, causando eventualmente la muerte. A su
vez, son capaces de afectar la capacidad de coagulacion, lo que ocasiona hemorragias
[25].

Dentro de este contexto, es importante sefialar que los venenos de serpientes varian en

su composicion, en funcién de su sexo, dieta y ubicaciones geograficas, asi como de
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factores estacionales [28]. Esta variacion influye en los sintomas clinicos observados en el
envenenamiento, como la neurotoxicidad, miotoxicidad, hemotoxicidad, anticoagulante,
procoagulante, hemorragico, necrosis, dafio renal y pardlisis muscular. Por lo tanto, este

fendmeno genera ciertos desafios para el adecuado manejo del envenenamiento [14].

Actualmente, el Unico tratamiento existente para el envenenamiento por cualquier animal
venenoso, es el uso de antivenenos. Estos sueros se basan en anticuerpos obtenidos del
plasma de animales como caballos y ovejas, que han sido previamente hiperinmunizados
con estos venenos, en dosis subletales [24]. Las investigaciones sobre los antivenenos
comenzaron en 1890, cuando von Behring y Kitasato demostraron que el suero de un
animal infectado con difteria confiere inmunidad contra la misma enfermedad a otros
animales. Sin embargo, oficialmente estas sustancias fueron concebidas por primera vez
por los cientificos franceses Calmette y Phisalix en 1894 [29]. Fue desde entonces que se
ha buscado optimizar a estos sueros mediante la inclusibn de diversos pasos de
purificacién, que suelen implicar técnicas de precipitacion, como parte de su fabricacion.
Posterior a este desarrollo inicial de la terapia de suero para el envenenamiento por
mordedura de serpiente, otros paises con altas incidencias de envenenamientos de
animales como Brasil, Australia, Sudafrica, Costa Rica y México, empezaron a fabricar

antivenenos contra animales venenosos locales a lo largo del siglo XX [30-33].

A pesar de los esfuerzos por desarrollar antivenenos de nueva generacién por medio de
métodos biotecnoldgicos, quimica medicinal y tecnologias de anticuerpos, los antivenenos
basados en plasma siguen siendo el Unico tratamiento eficaz contra envenenamiento por
mordedura de serpiente [31]. Para guiar la produccion de antivenenos, la OMS ha
clasificado a las serpientes altamente venenosas en dos categorias. La Categoria 1 incluye
serpientes que comunmente causan mordeduras con altos niveles de morbilidad,
discapacidad y mortalidad. Por otra parte, la Categoria 2 incluye a organismos con una
importancia médica secundaria, ya que son menos comunes 0 se cuenta con menos datos

epidemioldgicos [34].

Existen dos tipos de antivenenos, policlonal (producido contra el veneno de diferentes
especies de serpientes) o monoclonal (producido contra el veneno de una especie
especifica de serpiente). A pesar de que estos son el tratamiento convencional para la
neutralizacion de toxinas, presentan algunas limitaciones [24,35]. Una de estas son las
reacciones adversas desencadenadas por las proteinas animales, lo que requiere una

prueba de alergia que consume tiempo antes de la administracion de la terapia, en una
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situacion en la que el tiempo es una preocupacion [32]. Las reacciones adversas
provocadas por los sueros pueden clasificarse en tempranas y tardias. Las reacciones
adversas tempranas ocurren dentro de las 24 horas siguientes a la administracion de los
antisueros y son las mas graves [33,35]. Mientras que las tardias, ocurren desde 5 hasta
20 dias después de la administracion del antisuero. Dependiendo del tipo de reaccion se
debe buscar una terapia adecuada para su tratamiento. El tratamiento mas recomendable,
es la administracion de ciertos farmacos como: antihistaminicos, glucocorticoides y

catecolaminas [33].

Para promover el desarrollo de antivenenos de nueva generacion eficientes, la
caracterizacion de veneno de serpiente es esencial, en términos de identificar y cuantificar
las proteinas toxicas en venenos crudos [24]. Estas técnicas de andlisis pueden ayudar a
reconocer las toxinas responsables de las patologias observadas en las victimas de
mordeduras de serpiente. Para facilitar este proceso de -caracterizacion, se han
desarrollado varios enfoques, entre los méas importantes se encuentran la vendmica,
toxicovendmica y antivendémica, los cuales tienen como finalidad mapear la composicién

de las toxinas del veneno, sus efectos tdxicos y la eficacia del antiveneno [36].

1.1.3. Vendmica: Historiay métodos de caracterizacién de venenos de serpientes

En especifico, el término vendmica se refiere a las estrategias analiticas para revelar la
composicion del proteoma de los venenos de serpiente [24]. Esta palabra fue acufiada por
primera vez en el 2004, y en ella se combinan técnicas de protebmica como la
cromatografia liquida de alta resolucién de fase inversa (RP-HPLC) y la espectrometria de
masas (MS), asi como la gendémica y transcriptémica [36,37]. Para la vendmica basada en
péptidos, se emplean técnicas de MS. Para lo cual, primero se extraen las proteinas del
veneno de la serpiente y luego se cortan en fragmentos mas pequefios por medio de
enzimas de digestion, como la tripsina [38]. Posteriormente, estos fragmentos son
analizados en un espectrémetro de masas, de forma que se obtenga la composicion de
aminoacidos. Luego, estas secuencias son comparadas con informacion almacenada en
bases de datos gendmicas y transcriptémicas, ya sea de la misma especie o de especies
diferentes [36].

Aungue la venomica ha sido utilizada durante casi 20 afios, aun no existe un flujo de trabajo
ampliamente aceptado. Actualmente, los enfoques de venémica mas comunes combinan

separaciones analiticas en conjunto con herramientas de protedmicay transcriptomica para
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evaluar la composicion del veneno [36]. Estos Ultimos avances han permitido la
identificacion y cuantificacion (abundancia relativa) rapida de familias de proteinas dentro
de estas sustancias. La recopilacion de esta informacion, que aumenta constantemente,
posibilita una rapida asimilacién y evaluacion de las tendencias evolutivas, variacion
geografica y posibles implicaciones médicas [39]. Por otra parte, en la actualidad se ha
desarrollado la antivendmica, que se encarga de investigar cuales toxinas de veneno se

unen a los anticuerpos de los antivenenos [36].

Gracias a los diferentes estudios venémicos realizados durante los Gltimos afios, se conoce
un total de 57 proteinas pertenecientes al proteoma de venenos de serpientes. Entre las
cuales, se puede contemplar una serie de proteinas reguladoras y familias de baja
abundancia, con significado funcional o biolégico desconocido. De manera general, se
sabe que cada veneno de serpiente individual puede contener de entre 3 a 20 familias de
proteinas de toxinas reconocidas. Se cree que cada una de estas familias de proteinas de
toxinas es mondfilética, es decir, cada grupo en el veneno de serpiente se deriva de un
Gnico proceso de reclutamiento al proteoma de esta sustancia, el cual es seguido por una

regulacién al alza en la expresion y una diversificacion ortéloga [27].

1.1.4. Composicién quimicay actividad biol6gica del veneno de Bothrops

Dentro del orden Squamata se incluye la familia Viperidae, la cual posee 331 especies de
viperinos y viperinos de fosa [25,40]. En especifico, existen 17 especies de viperinos de
fosa, en los que se contemplan los géneros Bothrops, Bothrocophias, Porthidium, Crotalus,
y Lachesis. Las especies provenientes de esta familia son responsables de la gran mayoria
de mordeduras de serpientes registradas a nivel global [26]. En Latinoamérica, los
envenenamientos por parte de accidentes ofidicos ocurren con mayor incidencia en el
bosque tropical amazonico, que, debido a su biodiversidad, posee una rica fauna de
serpientes venenosas, sobre todo, de la familia Viperidae. Las especies viperinas en la
region Amazédnica estan clasificadas en los géneros Bothrops, Bothrocophias, Crotalus, y
Lachesis [41].

Particularmente, el género Bothrops, es un grupo de serpientes extremadamente diverso,
y se encuentra distribuido a lo largo de Centro y Sur América. Representan los taxones
mas significativos en términos médicos de la region (debido al alto nimero de accidentes

que causan), y son responsables de mas envenenamientos y muertes humanas



relacionadas con accidentes ofidicos, que cualquier otro género de serpiente en esta zona
[42—44].

Entre los principales efectos clinicos por mordedura de este género se encuentran: efectos
locales (edema, hemorragia y mionecrosis) y efectos sistémicos que resultan
principalmente en trastornos de la coagulacion sanguinea [42]. Dicho esto, las principales
categorias de proteinas que generan efectos coagulopaticos sistémicos se componen de
SVMP, SVSP, PLA;y CTL [43]. Todos estos componentes son los principales responsables
de lesiones locales e inflamaciones, al igual que de cambios sistémicos relacionados con
la hemostasia. La gran cantidad de proteasas en estas sustancias contribuyen al
predominio de eventos hemorragicos, caracteristicos de los accidentes ofidicos por parte
de este género [45]. De forma que, estas toxinas afectan los componentes de la cascada
de coagulacion, y alterar la formacion del tapon hemostético y la agregacion plaquetaria
[43].

Otros componentes minoritarios identificados en los venenos de estas serpientes incluyen:
LAAO, 5'-nuclectidasas (5'NT), y hialuronidasa (HA) [42,44]. Las SVSP, CTLy LAAO tienen
una contribucién significativa en venenos, sobre todo de las especies Bothrops moojeni, B.
insularis y B. cotiara, respectivamente. Igualmente, estos venenos bothropicos poseen
componentes menores, como fosfodiesterasas (PDE), peptidasas, inhibidores de

fosfolipasa, aminopeptidasas, CRiSP, DIS y péptidos [45].

Las SVMPs se caracterizan por su gran diversidad estructural y funcional, asi como por su
dependencia catalitica a iones metalicos (véase Figura 1 a)) [46]. En concreto, estas
proteinas son dependientes de zinc y cuentan con una secuencia de péptidos ligantes de
metal que contiene tres histidinas y una glicina, lo que contribuye al dominio catalitico [47].
Segun su estructura, las SVMPs se clasifican en tres clases: P-I, P-1l y P-IIl. La clase P-I
esta compuesta por un solo dominio de metaloproteasa, la P-Il cuenta con una disintegrina
adicional, y la clase P-Ill por metaloproteasa, disintegrina, cisteina y, en algunos casos,

dominios similares a lectina [45].

Algunos de los efectos bioldgicos atribuidos a las SVMPs son la hemorragia y letalidad [46].
Generalmente, los miembros de la clase P-I estan relacionados con eventos hemorragicos
locales discretos o ausentes. Sin embargo, también tienen actividad fibrindgenolitica
relevante que afecta la hemostasia [48,49]. Por otro lado, los P-lll son los predominantes

en los venenos bothrdpicos y son consideradas las toxinas hemorragicas mas potentes
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debido a la presencia de dominios no cataliticos que favorecen la fijacion y la accion dirigida
sobre componentes especificos de la microvasculatura [49]. De igual modo, los venenos
bothrépicos constan, también, de SVMPs del grupo A, las cuales se diferencia de las otras

clases porque no dependen de cofactores para activar la protrombina [50].

Por otra parte, las SVSPs, son enzimas cuya estructura tienen un sitio catalitico altamente
conservado, en el que se encuentra un residuo de serina reactivo (Serl95), asociado a
residuos de histidina (His57) y aspartato (Asp102) [51]. Asimismo, posee doce residuos de
cisteina que forman seis puentes disulfuro y estabilizan su estructura secundaria. Muchas
de estas toxinas son glicoproteinas de cadena simple con una masa molecular que varia
de 26 a 67 kDa (véase Figura 1 b)) [51,52]. Las SVSPs influyen principalmente en la
hemostasis, ya que actian en la agregacion plaquetaria, en varios factores de la cascada
de coagulacion, y en los sistemas fibrinoliticos y de calicreina-kinina [45].

La mayoria de las SVSPs se clasifican como proteasas tipo trombinas, esto se debe a que
presentan actividad fibrindgenolitica (similar a la trombina plasmatica) [52]. Estas proteinas
generalmente no activan otros factores de la cascada de coagulacién, y por lo tanto el
coagulo de fibrina formado no presenta entrecruzamiento, lo que contribuye a su rapida
eliminacion a través del sistema fibrinolitico [45,51]. Por estas razones, varias SVSPs han
sido estudiadas para su aplicacién en tratamientos y diagndsticos de coagulopatias y

enfermedades cardiacas [45].

En el caso de las fosfolipasas, estas son enzimas que participan en la hidrolisis de los
fosfolipidos de las membranas y se clasifican en 5 grupos, basados en la especificidad de
la hidrélisis del enlace éster a los fosfolipidos: A1, Az, B, C, y D. La PLA; y la fosfolipasa B
(PLB) son las enzimas de este grupo mas encontradas dentro de los venenos bothrdpicos
[45]. Las PLA:s se encargan de romper el enlace éster del carbono-1 de los fosfolipidos,
generando acidos grasos como el acido araquiddnico y lisofosfolipidos [53]. Mientras que
las PLAs clivan el enlace éster del carbono-2. Por otro lado, PLB presenta actividad de

ambas fosfolipasas anteriormente mencionadas [45].

La fosfolipasa que predomina en los venenos de serpientes son las PLA,s (Figura 1 ¢)), la
cual posee un bajo peso molecular, de aproximadamente 13 — 15 kDa. Ademas, la
estructura de su polipéptido estd compuesta por algunos enlaces disulfuro, y un residuo de
histidina (His48) en el sitio activo [45,47,54]. Esta clase de fosfolipasa necesita de un

cofactor Ca?* en su sitio catalitico para poder funcionar, debido a la presencia de un residuo
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de aspartato en la posicion 49 de su cadena de aminoacidos [45,54]. Sin embargo, existen
variaciones en el residuo 49 en algunas PLA;s, dependiendo de la especie de serpiente.
Un ejemplo comun es el reemplazo de un residuo de lisina por un aspartato, este cambio
compromete la unién de Ca?* en el sitio catalitico. Sin embargo, a pesar de que las PLA;s
Lys49 carecen de actividad catalitica, pueden presentar alta toxicidad, y se relacionan con
la miotoxicidad [45]. Por lo tanto, las PLA.s de veneno de serpiente exhiben una amplia
gama de efectos, que pueden estar o no relacionados con la actividad catalitica, como la
neurotoxica, miotdxica, hemolitica, edematogénica, hiperalgésica, hipotensiva,

proinflamatoria, bactericida, anticoagulante y actividades antiplaquetarias [45,47].

En cuanto a las CTL encontradas en los venenos de serpientes son proteinas que
requieren la presencia de iones de calcio para unirse a mono y oligosacaridos (Figura 1
e)). Estas proteinas pueden ser clasificadas en CTL clasicas y snaclecs. Las CTL clasicas
tienen un dominio que reconoce especificamente carbohidratos. Ademas, son proteinas
homodiméricas u homo-oligoméricas unidas por puentes disulfuro, las cuales se unen a la

galactosa y son capaces de inducir la agregacion plaquetaria [49].

Por el contrario, las snaclecs son las CTLs que se presentan mayoritariamente en los
venenos de las serpientes, y su principal diferencia con las CTL clasicas es su falta de
capacidad para reconocer y unirse a azUcares [49,55]. En su lugar, estas toxinas son
heterodimeros que se unen por enlaces disulfuro o complejos oligoméricos que incluyen
dos subunidades altamente homdélogas estrechamente asociadas por un intercambio de
bucles [55]. El principal sitio de unién de ligandos de los snaclecs, es la superficie concava
que se encuentra entre sus dos subunidades. Igualmente, estos compuestos pueden
actuar como agonistas o antagonistas de la agregacion plaquetaria o como anticoagulantes
[49].

Otra enzima que se encuentra comunmente en los venenos de serpientes son las LAAOs
(véase Figura 1 d)), las cuales son flavo enzimas homodiméricas, que se encargan de
catalizar la deaminacién oxidativa estereoespecifica de un L-aminoacido a un a-cetoacido,
liberando perdxido de hidrogeno [55]. Estas proteinas presentan una masa molecular de
entre 110 a 159 kDa, y poseen tres dominios mayores de union al sustrato, de union al
FAD y un dominio helicoidal. Adicionalmente, las LAAOs, dependiendo de su isoforma,
pueden inhibir o inducir la agregacién plaquetaria, por lo que pueden ser responsables de

edemas, inflamaciones, apoptosis, hemolisis, y hemorragias [49].
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En menor cantidad, los péptidos potenciadores de bradicinina (BPPs), que se encuentran
en el veneno de muchas especies de serpientes Bothrops y otras especies de serpientes,
inhiben la enzima convertidora de angiotensina |, lo que aumenta el efecto hipotensor de
la bradicinina circulante y puede provocar un shock vascular en la presa o victima de la

serpiente [56].

Figura 1. Estructura terciaria de las enzimas del veneno de Bothrops atrox, de: a) SVMP, b)
SVSP, ¢) PLA2, d) LAAO, y e) CTL.
Realizado por: Freire, Camila, 2023.

Es importante mencionar que la incidencia de mordeduras de serpientes de este género
se ve influenciada por la edad y el dimorfismo sexual de las serpientes. Por ejemplo, las
hembras y juveniles son los especimenes que causan la mayoria de los accidentes ofidicos
en Brasil. Asimismo, el veneno de la hembra de B. jararaca muestra una mayor actividad

de hialuronidasa, y hemorréagica, asi como una letalidad mas alta [43].

Existen varios estudios realizados con diferentes especies del género Bothrops, que
incluyen investigaciones sobre la ontogenia de algunos de estos animales como B. atrox,
B. asper, B. insularis y B. jararaca. Especialmente, B. atrox, es la especie que es
responsable de la mayoria de las muertes humanas en Sudamérica [42,43,57]. Por otro
lado, se ha observado variabilidad en los venenos de estas especies en funcion de factores

como la distribucién geografica y la variacién del habitat, lo que puede resultar en una
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diversidad funcional capaz de afectar la eficacia del antiveneno, tal y como se ha

demostrado en ensayos in vitro [43].

1.1.5. B.taeniatus: Composicion, actividad biol6gica e inmunoreactividad

B. taeniatus, conocida por su nombre comun Orito palo (espafiol), es una vibora de tamafio
mediano, que se encuentra en la region Amazonica. Esta serpiente posee un cuerpo
delgado y alargado, una cabeza ligeramente mas larga y ancha, y una coloracion dorsal
que puede variar entre verde palido, café o grisaceo, con bandas irregulares que van desde
22 a 48 (Figura 2). B. taeniatus es una especie semi arbérea asociada principalmente con
los bosques primarios de tierras bajas, aunque también pueden ser avistada en bosques
secundarios, humedales, y areas de cultivo [15,58].

Aunque su distribucién es amplia, son pocos los reportes de avistamientos de esta
serpiente, principalmente debido a su coloracion extremadamente criptica, 0 a su vez por
la baja frecuencia de muestreo y datos de recoleccion. Por otra parte, B. taeniatus se
encuentra localizada, principalmente, en paises de la regién amazénica. En Ecuador, esta
vibora se puede avistar en areas rurales, especificamente en bosques hiumedos de la baja
Amazonia hasta las estribaciones orientales de los Andes y las cordilleras Amazoénicas del
Coéndor y Cutucu, en provincias como Chimborazo, Morona Santiago, Napo y Orellana
(Figura 2) [15,58].
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Figura 2. Distribucién de B. taeniatus dentro del Ecuador, ubicada principalmente
en la regién Amazoénica.

Fuente: T[gg]e.s-CarvajaI, 2019; Foto Read Morley-BIOWERB, https://bioweb.bio
La sustancia venenosa producida por esta especie se considera una de las mas toxicas
del mundo [60]. Estudios anteriores, desarrollados por Kuch, han revelado que este veneno
puede provocar shock, edema, hemorragias y necrosis, sintomas que usualmente ocurren
inmediatamente después del envenenamiento. Igualmente, algunas investigaciones
realizadas en Brasil han demostrado que este veneno posee actividad de calicreina,
trombina y plasmina, por lo que es capaz de inducir una migracion selectiva de neutrofilos
en la cavidad peritoneal, desencadenando hemorragia. Por otra parte, se sabe que esta
especie tiene una de las LDsp mas baja del mundo (1,47 mg/kg) y una dosis minima

hemorragica (DMH) de 1,8 mg/raton [60,61].

Por otro lado, el veneno peruano de B. taeniatus presenta alta actividad de PLA,, la cual,
como se menciond anteriormente, permite que el veneno degenere sistémica y localmente
el tejido muscular esquelético. Para agregar, posee baja actividad proteolitica, moderada
actividad de SVSP y LAAO, asi como un elevado grado de citotoxicidad [26,62]. En cambio,
en Ecuador existe tan solo un estudio, en el que se investigé esta sustancia mediante
ensayos enzimaticos, y bioldgicos (sobre ratones). En este estudio se determiné que el
veneno de esta vibora no posee actividad coagulante, no obstante, presenta letalidad a
una dosis de 4,5 mg/kg, la cual es més alta en comparacién con algunas otras especies.
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De igual modo, se ha encontrado que, este veneno se caracteriza por ser anticoagulante y
miotoxico. Como resultado, la sintomatologia del envenenamiento por esta serpiente se

caracteriza por causar dafio muscular y necrosis [60,63].

Actualmente en Ecuador, no existen estudios acerca de la inmureactividad y neutralizacion
del veneno de B. taeniatus. Sin embargo, se han llevado a cabo investigaciones en Brasil,
por el Instituto Butantan [61], en donde se ha generado un suero mediante la inmunizacién
de caballos de los venenos de las especies B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni, B.
alternatus y B. neuwiedi, para tratar el envenenamiento por mordedura de serpientes. A
pesar de los esfuerzos, por medio de ensayos de Western Blot, se demostr6 que este suero
no puede identificar a todos los componentes presentes en el veneno B. taeniatus y en B.
atrox del Alto Rio Negro y de Maranhao, respectivamente. En relacion a su capacidad
inmunogénica, en esta misma investigacion se inmunizé a ratones hembra con diferentes
venenos del género Bothrops, y se midieron los niveles de anticuerpos generados mediante
la técnica de deteccidon ELISA. En este trabajo se encontrd que los venenos de B. taeniatus,
y el pool de venenos de Butantan generaron una respuesta mas baja de anticuerpos, en

comparacion a los individuos inyectados con el veneno de B. atrox [61].

1.2. Planteamiento del Problema

Alrededor del mundo se produce entre 1,8 a 2,7 millones de accidentes ofidicos [41]. En
especifico, dentro del continente americano se han reportado 57 mil envenenamientos por
mordedura de serpientes, en donde, el género Bothrops es el mayor responsable de estos
casos [15,25]. Igualmente, el veneno de este género de serpientes posee una gran
relevancia médica en América Latina. Sin embargo, la caracterizacién de sus componentes

es limitada, o incluso inexistente para algunos taxones [26].

Ecuador es uno de los paises de Sudamérica que se caracteriza por poseer el mayor
namero de especies de reptiles por unidad de area. Dentro de este pais existen alrededor
de 240 especies de serpientes, y 36 de ellas son clasificadas como venenosas. Estas
viboras se encuentran divididas en dos familias responsables de la mayoria de los
envenenamientos por mordedura de serpiente: Elapidae (que incluyen 19 especies) y

Viperidae (17 especies) [64].

En este sentido, la familia Viperidae se concentra mayoritariamente en la region costera y

amazonica del Ecuador e incluye las siguientes especies: Bothriechis schlegelii,
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Bothrocophias campbelli, Bo. hyoprora, Bo. microphthalmus, Bothrops asper, B. atrox, B.
bilineata, B. brazili, B. lojanus, B. osbornei, B. pulcher, B. punctatus, B. taeniatus, Lachesis
acrochorda, L. muta, Porthidium arcosae, y P. nasutum [65]. Ademas, en este pais se ha
estimado un aproximado de 9,8 casos de mordedura de serpientes por 100000 habitantes,
y un alrededor de 0,058 casos de mortalidad por 100000 habitantes entre 2014 y 2016,
debido a accidentes ofidicos, principalmente por parte del género Bothrops [22,65]. Sin

embargo, el acceso a los datos epidemiolédgicos es limitado [22].

La especie B. taeniatus causa un indice de mordida dentro de América Latina de 1,1 por
cada 100000 habitantes. Ademas, es identificada como una de las serpientes
mayoritariamente responsables de causar gran cantidad de envenenamientos dentro del
Ecuador, y una de las mas venenosas en todo el mundo [15,25,41]. Por lo que, cada afio,
en este pais, se han visibilizado alrededor de 1200 a 1400 casos de mordeduras por parte
de esta vibora en: Santo Domingo de los Colorados, Guayas y Pastaza. La cual provoca
accidentes, principalmente, en pueblos indigenas y zonas pobladas por personas

encargadas de la agricultura y tala de arboles [60,66].

Por otra parte, la sintomatologia del envenenamiento por mordedura de B. taeniatus puede
llegar a ser muy severo. Tal fue el caso reportado en Pastaza, donde un hombre exhibié
mareos, dolor de cabeza, edema, moretones, e hinchazén en la extremidad perjudicada, lo
que fue tratado mediante amputacién. Asimismo, se sabe que el ataque de un solo
individuo adulto produce dafios graves en la zona afectada, ya que sus colmillos se tornan

mas largos, otorgandoles mayor capacidad de inyectar el veneno [60,63].

Como se mencion6 previamente, Ecuador posee antivenenos polivalentes, que no son
especificos para el veneno de B. taeniatus. Por otro lado, un suero antiofidico empleado
en Brasil (Butantan), para el veneno de esta especie, demostrd cierta efectividad al
inactivar la actividad de unas pocas toxinas [61]. Sin embargo, al existir variabilidad en la
composicion del veneno, gracias a diversos factores como la zona geogréfica en donde se
encuentre la especie, la neutralizacion de este veneno se vuelve menos eficaz. Para
contextualizar, se conoce que la desactivacién de toxinas se da gracias a la union de un
anticuerpo a un antigeno, con el fin de que no desarrolle su efecto toxico, mediante
interacciones paratopo-epitopo, las cuales se limitan a regiones determinantes de
complementariedad. Por lo que, estudios previos han sefialado que pequefias variaciones

en el epitopo (toxinas de venenos), puede comprometer la eficiencia del antiveneno [65,66].
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1.3. Justificacion

Una de las principales razones por las que se ha decidido llevar a cabo la presente
investigacion es que, a pesar de la existencia de poca informacion referente a la
caracterizacién de las toxinas de este veneno en Per( y Brasil, esta sustancia puede
presentar ciertas variaciones en Ecuador [43]. La composicidon de los venenos, como ya se
ha explicado previamente, varian significativamente en referencia a el area geogréfica,
sexo y edad. Esta variabilidad en la toxicidad y actividad del veneno es relevante porque
conduce a la variabilidad del lote de antiveneno [32].

La variacion del veneno de serpientes representa una adaptacion evolutiva para la captura
y digestion de presas, asi como la evasion de depredadores. Esto se ha visibilizado
claramente en estudios realizados con B. atrox, en diferentes habitats cercanos al rio
Amazonas en Brasil, en los que se obtuvo como resultado diferencias entre las proteinas
que componian el veneno, y su abundancia. lgualmente, los venenos de los diferentes
individuos estudiados demostraron distinciones en la funcionalidad, y heterogeneidad en
cuanto a letalidad en mamiferos y aves. Tomando como conclusién que, dependiendo de

la distribucion geografica, los venenos se diferenciaran en su efecto toxico [43].

Por otra parte, la caracterizacion detallada de las toxinas existentes en este veneno puede
permitir, en un futuro, la fabricacién de antivenenos especificos como tratamiento para el
envenenamiento. Esto debido a que, en Ecuador, el brothropismo se trata mediante
antivenenos polivalentes desarrollados en otro pais como Costa Rica, los cuales pueden
presentar varias limitaciones. Una de estas es la generacién de reacciones adversas.
Ademas, estos pueden ser menos eficaces contra los efectos locales, siendo incapaces de
neutralizar sintomas irreversibles como la neurotoxicidad, necrosis y colapso cardio
vascular. Para finalizar, como ya se ha explicado, estos pueden perder su rendimiento

debido a la existencia de variaciones en la composicion del veneno [67].
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1.4. Objetivos de la Investigacién
1.4.1. General
e Caracterizar la composicién proteémica, actividades enziméticas y efecto in
vivo en ratones CD-1, del veneno de B. taeniatus, asi como su neutralizacion
por antiveneno.

1.4.2. Especificos

e Determinar el perfil de toxinas proteicas y peptidicas del veneno de B.

taeniatus.
e Evaluar las actividades fosfolipasica, proteasas, y L-aminoxidasas, asi como
biolégica (generacién de edema, hemorragia, y dosis letal) del veneno de B.

taeniatus en ratones CD-1.

o Establecer los efectos locales y sistémicos desencadenados por el veneno y

la inhibicion por el antiveneno empleado dentro del pais.
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CAPITULO Il: METODOLOGIA

2.1. Obtencién y preparacion de la muestra

Para todos los ensayos se emple6 veneno desecado de B. taeniatus, el cual fue obtenido
del Instituto Nacional de Investigacion y Salud Publica (INSPI). Posteriormente, este

veneno fue almacenado a -4 °C.

2.2. Fraccionamiento del veneno de B. taeniatus mediante HPLC en fase reversa

El fraccionamiento del veneno y posterior purificacion de dichas fracciones se realiz
mediante RP-HPLC (PREP 150 LC, Waters), y una columna analitica C18 de fase reversa
(250 x 4,6 mm, diametro de particula de 5 ym), que se monitoreé a 214 nm. Para realizar
este procedimiento, se disolvieron 3 mg de veneno puro en 200 ul de una soluciéon buffer,
compuesta por acido trifluoroacético (TFA) al 0,05 %, acetonitrilo al 5 % y agua tipo I. La
muestra se homogeneiz0, por medio de vértex, durante 2 minutos. Luego, esta muestra fue
centrifugada a temperatura ambiente a 13000 x g, durante 10 minutos (centrifuga Sorvall
ST40R de Thermo Scientific). Después, se inyectaron 200 pl de la muestra en un sistema
RP-HPLC equipado con un detector UV/Vis (Waters 991), bombas e inyector (Waters 1525)
[28].

La elucién se llev6 a cabo a un flujo de 1 ml/minuto utilizando un gradiente lineal de fase
movil A (0,1% TFA y agua) y fase movil B (acetonitrilo con 0,1% TFA): 5 % B durante 5
min, 5-25 % B por 10 min, 25-45 % B a 60 min, 45-70 % B por 10 min, 70 % B a 5 min, 70—
5 % B por 5 min, y 5% B en 5 min (tiempo total de 100 min). Por ultimo, las fracciones de
veneno seleccionadas (con valores de absorbancia significativos) fueron recolectadas
manualmente y se sometieron a un proceso de liofilizacion a -80 °C, empleando el equipo

Benchtop Pro 9 L, Omnitronics [28].

2.3. Electroforesis de SDS-PAGE del veneno de B. taeniatus

Para llevar a cabo la electroforesis de SDS-PAGE se empled el método establecido por
Laemmli con pequefias modificaciones [68]. Primeramente, se realizaron dos disoluciones
bajo condiciones reductoras. La primera de 0,1 mg de veneno crudo total disueltos en 60
pI de buffer de carga (Tris-HCI 0.075 M con pH 6.8, glicerol 10 % (v:v), SDS 4 % (m.v), azul
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de bromofenol 0,001 % (m:v)) y 5 ul de ditiotreitol (DTT) 1M. Y la segunda con las fracciones
recolectadas, 45 ul de buffer de carga y 5 ul de DTT. Por otro lado, se utilizaron geles de
apilamiento y de corrida, en concentraciones de 5 y 12,5 %, respectivamente.
Adicionalmente, se inyectaron 20 uyl de cada muestra y 5 yl de marcador molecular
(Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder), y se los corrié a 120 mA en un sistema
Mini-PROTEAN® (BIORAD). Después de finalizar la electroforesis, los geles se tifieron con
azul de Coomassie R-250 (0,1 %, Thermo Scientific®), en un agitador orbital (Orbit™ LS
Low Speed Laboratory Shaker, Labnet) por toda la noche [28,69]. Posteriormente, fueron
decolorados (metanol 40%, acido acético glacial 20 % y agua tipo I) por 2 - 4 h. Finalmente,
se fotografiaron los geles, y se analizé su patron proteico mediante los softwares ImageJ y
Gel Analyzer.

2.4. Digestion triptica de geles SDS- PAGE

Posterior a la separacion de cada fraccion por SDS-PAGE, se escindieron Unicamente las
bandas principales de los geles, las cuales fueron sometidas a digestién con tripsina bovina
[68]. Para realizar esto, se llevé a cabo métodos basadas en los protocolos propuestos por

Almeida et al. (2020), y Sanz et al. (2019) [70,71], con ciertas modificaciones.

Primeramente, previo a la digestion triptica en gel, se destifieron las bandas con 50 pul de
una solucién compuesta por bicarbonato de amonio (AMBIC), y acetonitrilo (ACN) en
proporcion 1:1, por 15 min. Mas tarde, los geles fueron expuestos a un proceso de
reducciéon mediante DTT 5 mM, incubandolos a 56°C por 30 min. Después, se descarto la
solucion. Seguido, se afadieron 100 pl de ACN, y se lo desech6 inmediatamente.
Enseguida, se secaron los geles por centrifugacion al vacio. Seguidamente se llevé a cabo
una alquilacion durante 20 min, al afiadir 90 ul de yodoacetamida (IAA) a temperatura
ambiente, bajo condiciones de obscuridad [68,71]. Posteriormente, estas piezas fueron
digeridas empleando 30 pl de tripsina bovina a 4°C por 15 min. A continuacién, se afadi6é
AMBIC y se incub6 a 37 °C por 16 h. Luego, se centrifugaron las muestras a 12000 rpm
por 15 s, y se recolect6 el sobrenadante. Se agregaron 30 pl de ACN 60% con acido férmico
1%, en una proporcién 3:2, y se sonic6 en bafio Branson por 10 min a 37 °C. Mas tarde se
volvieron a centrifugar las muestras, y se mezclaron los sobrenadantes con los obtenidos
anteriormente. La solucion final fue concentrada al vacio durante 30 min, y el digerido fue

disuelto en 20 pl de agua con 0,1% de acido férmico.
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2.5. Andlisis por LC-MS/MS del veneno de B. taeniatus

Para el andlisis se emple6 el equipo ACQUITY® Xevo G2-S QTof UPLC®/MS. Las
muestras de toxinas digeridas fueron cargadas (Flujo - 0,3 ml/min) y separadas en una
columna C18 (ACQUITY UPLC BEH 1,7um, 21 x 50 mm), mediante tampén A (0,1 % de
acido férmico en agua) y un gradiente lineal de tampdn B (acido formico al 0,1 % en ACN):
de 1% a 70% en 30 minutos. El instrumento de espectrometria de masas se configuré con
un voltaje de capilar de 0,5 kV, un voltaje de cono de 40 V, una temperatura de fuente de
120 °C, una temperatura de desolvatacion de 450 °C, un flujo de gas en cono de 30 I/h, y
un flujo de gas de desolvatacion de 900 I/h. Los datos de MS se obtuvieron mediante un
enfoque de adquisicion de datos dependiente (DDA), y se empled un rango de masas que
abarco desde 400 hasta 1990 m/z. Una vez realizada la corrida, los datos fueron analizados
en el software Mascot Distiller 2.7, en el que se establecieron las cisteinas carbometiladas
y la oxidacion de metionina como modificaciones fijas y variables, respectivamente.
Ademas, para la homologacion fue necesario secuencias de proteinas provenientes de
UniProt [70,72].

2.6. Ensayos enzimaticos del veneno de B. taeniatus

Para todos los ensayos se diluyd veneno crudo de B. taeniatus en buffer A (Tris-HCI 50
mM, pH 8,0), a una proporcién de 1:1 (m:v). La evaluacion de la actividad enziméatica se
realizé por triplicado usando un espectrofotbmetro para microplacas (Glomax Discover
System - Promega) y sustratos cromogénicos mencionados en los siguientes incisos [28].
Asimismo, para todos se utilizé buffer B (Tris-HCI 10 mM, CaCl2 1 M, NaCl 10 mM; pH 7,8).
Por otra parte, se ha empleado un pool de veneno tanto de B. asper, asi como B. atrox,
con el fin de comparar las actividades especificas enzimaticas. Para el andlisis de la
actividad especifica en cada ensayo se obtuvo una media + desviacion estandar, la cual
significé una cantidad representativa para los tres experimentos realizados, independientes
para cada ensayo. Igualmente, se trataron todos los datos mediante un Analisis de
Varianza de una via (ANOVA), y una prueba de Tukey con un intervalo de confianza de
0,05. Estas evaluaciones fueron representadas en graficos generados mediante el software
Origin Pro 9.950171 (OriginLab Corporation) [73].
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2.6.1. Actividad caseinolitica

La actividad caseinolitica se determind, usando el protocolo de Lomonte y Gutierrez (1983)
[74]. Primero, se diluyeron 8,1 mg de sustrato (azocaseina, Sigma-Aldrich) en 1620 pl de
buffer A (descrito en la seccidn 2.6). A continuacion, se afadieron en microtubos 30 pl
de veneno diluido, y 270 ul de solucion de sustrato, los cuales fueron incubados por 90 min
a 37°C. Una vez concluido este tiempo, se afiadieron 600 ul de TFA al 5% a cada muestra,
y se las centrifugd por 5 min a 8000 rpm. De manera similar, se prepard un control negativo
utilizando 30 ul de buffer A'y 270 pl de sustrato. A continuacion, se transfirieron 150 pl del
sobrenadante de cada solucion y 150 yl de NaOH (0,5 M) a una placa de 96 pocillos. Por
altimo, se midi6é la absorbancia a 440 nm. La actividad especifica se calcul6 como la
cantidad de veneno por cada variacion de 0,005 unidades de absorbancia [28,74].

2.6.2. Actividad de fosfolipasa A>

La actividad fosfolipasica se determind, basandose en el protocolo de Holzer y Mackessy
(1996) [75] con pequenas adaptaciones, como previamente se ha detallado en anteriores
investigaciones llevadas a cabo por nuestro grupo de investigacién [76,77]. Se disolvieron
0,9 mg del sustrato (acido 4-nitro-3 [octanoiloxi] benzoico - NOBA) en 300 pl de acetonitrilo
y 3 ml de buffer B (descrito en la seccidn 2.6). Luego, se afiadieron 20 pl de la disolucién
de veneno, 220 pl de solucion de sustrato y 20 ul de buffer B en una microplaca de 96
pocillos. Para el control negativo, se siguid el mismo procedimiento, reemplazando la
cantidad equivalente de la disolucién de veneno, por buffer B. La absorbancia se midié a
410 nm, después de 20 min de incubacién a 37°C. Para finalizar, la actividad especifica,
se defini6 como el cambio de absorbancia de 0,10 unidades, lo cual equivale a la

produccion de 25,8 nmoles de croméforo [28,75].

2.6.3. Actividad de serin proteinasa

La actividad de serin proteinasa se determind, usando el protocolo de Munekiyo y
Mackessy (1998) [78], con algunas modificaciones. Se prepar6 una solucion del sustrato
N-benzoil-L-arginil-p-nitroanilida (L-BapNa - Sigma-Aldrich), disolviendo 1,55 mg en 36 pl
de dimetilsulféoxido (DMSQ) y 3555 ul de buffer B (descrito en la seccion 2.6). Luego, se
afiadieron a una microplaca de 96 pocillos 20 ul de veneno, 200 pl de sustrato y 50 pl de
buffer A (descrito en la seccion 2.6). Para el control negativo, se utilizd una mezcla de 70

pl de buffer B 'y 200 ul de sustrato. Después de 30 min de incubacion a 37°C, se midio la
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absorbancia a 410 nm. La actividad especifica se determiné como la cantidad de p-
nitroanilina liberada [28,78,79].

2.6.4. Actividad de L-aminoxidasa

La actividad L-aminoxidasa fue determinada segun el protocolo de Costal-Oliveira y
colaboradores [80], con ciertas modificaciones. Para llevar a cabo el procedimiento, se
prepararon dos soluciones distintas. La primera consistié en la dilucién de L-metionina 5
mM y de 4,5-diclorofenilalanina 2 mM, en 6000 ul de buffer A (solucidon sustrato). La
segunda consté de 0,1 mg de peroxidasa disuelta en 700 ul de buffer A (descrito en la
seccion 2.6). Después, se afiadieron 90 pl de la solucion de sustrato, 10 ul de peroxidasa
y 20 ul de veneno en cada pocillo de una microplaca de 96 pocillos. Para el control negativo,
se reemplazé el veneno por buffer A. A continuacion, las muestras se incubaron durante
60 minutos a 37°C. Al finalizar el tiempo de incubacion, se agregaron 50 ul de &acido
sulfarico (H.SO. 2M). Por ultimo, se realizé la lectura de la microplaca a 490 nm. La
actividad especifica de la enzima se expresara como una unidad de actividad oxidativa por

mg de proteina [80,81].

2.7. Caracterizaciéon de los efectos bioldgicos del veneno de B. taeniatus

Para evaluar la actividad biol6gica del veneno de B. taeniatus, se utilizaron ratones macho
CD-1 con un peso de 18-20 g, obtenidos del INSPI [73]. Igualmente, se siguio el protocolo
de uso y manejo de animales de laboratorio, bajo la autorizacion de la Coordinacién de
Investigacion de la Universidad Regional Amazénica lkiam. Para los ensayos de
neutralizacion, se emple6 el Suero Antiofidico Polivalente del INS de Colombia (BATCH:
VI: 06(04/2017); fecha de caducidad: 04/2024). Por otro lado, las cantidades de las
soluciones en cada uno de los ensayos (Muestra: 1 mg de veneno disuelto en 1 ml de PBS
y Control: PBS en el mismo volumen que la solucién anterior), asi como la cantidad de
ratones utilizados (control positivo y negativo) y la cantidad de antiveneno, se basaron en
el protocolo descrito por Patifio et al. (2021) [28]. En el caso de los resultados obtenidos,
se los expresaron como la media + desviacion estandar, y todos fueron representados en

graficas desarrolladas mediante el software Origin Pro 9.950171.
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2.7.1. Evaluacion de efecto hemorragico

El estudio del efecto hemorragico se basé en los protocolos de Kondo et al. (1960) [82]y
Patifio et al. (2021) [28], con algunas modificaciones. Se emplearon seis concentraciones
diferentes de veneno, obtenidas a partir de diluciones de la solucion muestra (0,25 ug/raton,
0,5 ugf/raton, 1 ug/raton, 6,25 ug/raton, 12,5 ug/ratén, 25 ug/raton). Se utilizaron cuatro
ratones para cada uno de los grupos correspondientes al control y a las concentraciones
mencionadas. Inicialmente, se administraron 50 pl de las soluciones por via intradérmica
dorsal en cada ratén, agrupados segun su concentracion correspondiente. Asimismo, los
ratones pertenecientes al grupo control fueron inyectados con 50 ul de PBS, unicamente.
Después de un periodo de 3 horas, los ratones fueron sacrificados mediante
desplazamiento cervical. Seguido, se extrajo la piel dorsal, y se midi6 el area de hemorragia
(mm?) utilizando el software ImageJ. Se calculé la DMH, basandose en el método
propuesto por la Universidad de Costa Rica (2007) [83]. Los datos fueron ajustados en una

regresion cuadrética.

2.7.2. Evaluacién de formacién de edema

La investigacion del efecto edemogénico se analizé segun el protocolo de Lomonte et al.
(1993) [84], con algunas modificaciones. Para ello, se utilizaron 4 grupos de individuos,
cada uno compuesto por 4 ratones, correspondientes a diferentes concentraciones de
veneno (25 pg/ratdén, 12,5 pg/ratéon, 6,25 ug/ratén y 1 pg/ratdén). En cada raton, se
administraron 50 ul de veneno (en la pata izquierda) y 50 ul de PBS como control (en la
pata derecha), por via intraplantar. Estos individuos fueron evaluados durante un periodo
de24horas(al,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12,y 24 horas). Se midio el grosor de formacion
de edema con ayuda de un pie de rey [28].

2.7.3. Ensayos de letalidad

Los ensayos de letalidad se basaron en el protocolo de Patifio et al. (2021) [28]. Se
utilizaron 6 concentraciones diferentes de veneno (200 pg/ratén, 100 pg/ratdn, 50 pg/ratédn,
25 pg/ratén, 12,5 ug/raton, y 6,25 pg/ratdn), con 4 ratones asignados a cada grupo de
concentracion. Ademas, se estableci6 un grupo control con la misma cantidad de
individuos. Inicialmente, se administraron 200 uyl de veneno por via intraperitoneal a cada
animal, mientras que en el grupo de control se administraron 200 pl de PBS. A

continuacion, se registraron los tiempos de mortalidad a intervalos de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
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9, 10, 11, 12, 24, 48 horas. Posteriormente, se determind la dosis letal 50 (LDso) utilizando
el método Probit, basado en las recomendaciones dadas por la Universidad de Costa Rica

(2007) [83] y se construyd una curva de supervivencia a en funcion de la dosis.

2.7.4. Ensayos de neutralizacién del veneno de B. taeniatus

Para los ensayos de neutralizacion se usoé el protocolo de Patifio et al. (2021) [28] y el
manual de la Universidad de Costa Rica (2007) [83]. Primero, se prepard una solucién de
veneno utilizando la LDso, y una solucion de antiveneno con PBS. Estas soluciones fueron
mezcladas a una proporcién de 1:1 (m:v) y se incubaron a 37°C durante 30 minutos.
Posteriormente, se inyectaron 200 pl de la solucién final por via intraperitoneal a 4 ratones,
y se registraron los tiempos de mortalidad durante 12, 24 y 48 horas. Por otra parte, para
el analisis de la inhibicion de los efectos hemorrdgicos se empleé la dosis minima
hemorragica (DMH). Se inyectaron 50 ul de la solucion en la regién dorsal intradérmica de
4 ratones, y después de 3 horas se los sacrificé para extraer su piel y medir el area de

hemorragia mediante el software ImageJ.
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CAPITULO Ill: RESULTADOS

3.1.  Perfil bioquimico del veneno de B. taeniatus

Después de realizar la cromatografia del veneno de B. taeniatus (RP-HPLC), se
identificaron 17 principales picos distintos (Figura 3). Estas fracciones revelaron la
presencia de diversas toxinas caracteristicas de los venenos del género Bothrops. A breves
rasgos, se observé una mayor abundancia relativa (segun los valores de absorbancia y
area bajo el pico cromatografico) en las fracciones 6, 8 y 9, correspondientes a los tiempos
de elucion de 53, 59 y 72 minutos, respectivamente. Estos tiempos indican la presencia de
proteinas de tamafio medio como PLA,, CTL, SVSP, CRIiSP, factores de crecimiento
nervioso (NGF) y factores de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) [85]. Ademas, se
encontré una abundancia moderada en las fracciones 1, 2, 3, 4, 10, 14, 16 y 17 (con
tiempos de elucion de 19, 20, 40, 49, 76, 84, 86 y 87 minutos, respectivamente). En estas
fracciones se pueden observar la presencia de: pequefnos péptidos (fracciones 1 y 2),
proteinas de tamafio medio (fracciones 3 y 4), y proteinas hidrofébicas o de gran tamafio
(fracciones 10, 14, 16 y 17), como SVMP, LAAO, PDE, 5NT, HA y PLB. Por ultimo, se
encontraron fracciones con menor abundancia (5, 7, 11, 12, 13 y 15), que presentan
proteinas de tamafio medio (10 — 50 kDa) y grande (>50 kDa) [85].

3.00
2.50

£

c

© 200

& 60

g 1.50 ]

e} 40 ©

5 1.00 =2

i :

< 050 20
0.00 BN
0.00 1000 2000 30.00 4000 5000 6000 7000 80.00 90.00 100.00

Minutos
Figura 3. Perfil cromatogréafico del veneno de B. taeniatus (RP-HPLC), cromatograma detectado a 214 nm (UV),
en el que se visualiza lineas entrecortadas en color rojo, que sefalan el gradiente empleado

(Acetonitrilo %).
Realizado por: Freire, Camila, 2023.

La electroforesis SDS-PAGE de cada fraccion del veneno confirmad la presencia de diversas

enzimas, como se muestra en la Figura 4. Al analizar la masa molecular de cada fraccién,
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se observaron bandas densas en rangos especificos correspondientes a diferentes
proteinas, tales como PLA,, CTL (13-15 kDa), SVSP, PI-SVMP (23-33 kDa), PII-SVMP,
PllI-SVMP y LAAO (46-58 kDa) [40,57]. Esto indica la presencia de SVSP y PI-SVMP en
las fracciones 4-8 y 9-17. Ademas, se detectaron PII-SVMP, PIII-SVMP y LAAO en las
fracciones 5, 7 y 9-17, mientras que las fracciones 8-17 contenian PI-SVMP. También se

identificaron PLA. y CTL en las fracciones 3, 5-8 y 10-17.

M(kDa) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
260
198' 2
50 | - ¢
35 v
25 T ) - - {
15 | l
|
10

Figura 4. Perfil electroforético del veneno de B. taeniatus. Se visibiliza el gel de electroforesis SDS-PAGE de las
fracciones obtenidas. El marcador molecular (kDa) se encuentra en la parte izquierda.
Realizado por: Freire, Camila, 2023.

3.2 Protedmica del veneno de B. taeniatus

En la Figura 5, la abundancia relativa de la familia de cada proteina se ve representada en
porcentajes (%), que representan el total del contenido del veneno crudo. Los resultados
fueron obtenidos a través de espectrometria de masas, en donde se identificaron: SVSP:
serino proteasas de venenos de serpientes, SVMP: Metaloproteasas de veneno de
serpiente, LAAO: L-aminoxidasa, VEGF: factores de crecimiento del endotelio vascular,
5°'NT: 5'-nucleotidasa, PDE: Fosfodiesterasa, CRiISP: proteina secretora rica en cisteina,
CTL: Lectina tipo C, PLA2: Fosfolipasa A2, BR: Enzima liberadora de bradicinina, BFB:
Beta-fibrinogenasa, GPC: Glutaminil-péptido ciclotransferasa, y TEB: Enzima similar a la

trombina.

A partir del andlisis de digestion triptica de las bandas electroforéticas de cada fraccion
obtenida a través de RP-HPLC, del veneno de B. taeniatus, se pudo verificar la presencia
de 13 familias de toxinas diferentes, las cuales se pueden visualizar en la Figura 5. El
andlisis de espectrometria de masas revel6 que el grupo de toxinas mas abundante fueron
las PLA,, con un total de 44,82% del veneno, seguido por SVMP, cisteinas, y VEG. Las
enzimas mas relevantes fueron encontradas en su gran mayoria en la zona central del

cromatograma (Figura 3), desde la fraccion 3 — 10.
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Figura 5. Esquematizacion del porcentaje de toxinas totales en el veneno de B. taeniatus.
Realizado por: Freire, Camila, 2023.
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Tabla 1. Familia de proteinas identificadas por LC-MS/MS, en las fracciones del veneno de B. taeniatus obtenidas mediante RP-HPLC.
Asignada a diferentes familias de proteinas, mediante secuenciacion de LC-MS/MS de iones peptidicos generados a partir de la
digestion triptica en gel y en solucién.

Fraccion Abunda}ncia 'on de peptido Secuencia del péptido Proteina relacionada Entrada Uniprot Digestion
Relativa
m/z z Familia Especie
1 4,29 No identificado Solucion
2 5,38 No identificado Solucion
4,86 No identificado Gel
3 698,96066 3+ EVMQFTEHTDCEDRPR VEGF Bothrops erythromelas Q6J936 Gel
704,2908 3+ EVMQFTEHTDCECRPR VEGF Bothrops erythromelas Q6J936 Gel
5,62 635,67642 3+ KPEIQNEIVDLHNSLR CRIiSP Gloydius blomhoffii Q8J140 Gel
533,8054 2+ IVDLHNSLR CRiSP Crotalus adamanteus F8S0Y4 Gel
581,29846 2+ SVNPTASNMLK CRiSP Crotalus adamanteus F8S0Y4 Gel
4 589,29986 2+ SVNPTASNM(OX)LK CRiSP Crotalus adamanteus F8S0Y4 Gel
777,43292 2+ M(OX)EWYPEAAANAER CRiSP AgkiSthi’g;COF’rijgivor“s Q7ZTAO Gel
569,75709 2+ SVDFDSESPR CRIiSP Bothrops cotiara PODMG5 Gel
0,65 509,5743 3+ IIGGDECNICEHR SVSP Bothrops fonsecai PODMH6 Gel
° 490,70162 2+ QICECDR PLA:2 Bothrops pirajai C9DPL5 Gel
20,93 506,59809 3+ NDDALDKDLMLVR SVSP Bothrops jararaca Q5W959 Gel
6 504,90267 3+ VIGGDECNINEHR BR Gloydius ussuriensis Q7SZE2 Gel
453,7546 2+ FICPNKK BR Gloydius ussuriensis Q7SZE2 Gel
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490,703 2+ QICECDR PLA2 Bothrops pirajai C9DPL5 Gel

412,71348 2+ VAATCFR PLA2 Bothrops pirajai C9DPL5 Gel

0,81 676,83196 2+ SAGQLYEESLQK LAAO Bothrops jararacussu P84907 Gel
554,74633 2+ KQICECDR PLA2 Bothrops pirajai C9DPL5 Gel
490,70345 2+ QICECDR PLA2 Bothrops pirajai C9DPL5 Gel
412,71286 2+ VAATCFR PLA2 Bothrops pirajai C9DPL5 Gel

26,3 547,78536 2+ YNSNLNTIR SVMP  Bothrops jararacussu Q7T1T4 Gel
611,82852 2+ YNSNLNTIRK SVMP  Bothrops jararacussu Q7T1T4 Gel
449,76179 2+ ERDLLPR SVMP  Bothrops jararacussu Q7T1T4 Gel
626,79579 2+ GGHGRPQDASDR PLA ngfnr;se“lj‘sjs P81478 Gel
490.69656 2+ QICECDR PLAz Bothrops pirajai C9DPL5 Gel
412,71402 2+ VAATCFR PLA:z Bothrops pirajai C9DPL5 Gel

10,82 863,09203 3+ YSAMALGNHEFDNGLAGLLDPLLK 5NT  Crotalus adamanteus F8S0Z7 Gel
868,42136 3+ YDAM(OX)ALGNHEFDNGLAGLLDPLLK 5'NT  Crotalus adamanteus F8s0z7 Gel
430,25143 2+ IINVGSEK 5NT  Crotalus adamanteus F8S0Z7 Gel
859,94165 2+ ETPVLSNPGPYLEFR 5NT  Crotalus adamanteus F8S0Z7 Gel
423,26203 2+ LTTLGVNK 5NT  Crotalus adamanteus F8S0Z7 Gel
523,30534 2+ VPTYVPLEK 5NT  Crotalus adamanteus F8S0z7 Gel
430,25143 2+ IINVGSEK 5NT  Gloydius brevicaudus B6EWWS8 Gel
630,34176 3+ LLLPSFLAGGGDGYHMLK 5NT  Gloydius brevicaudus B6EWWS Gel
635,66436 3+ LLLPSFLAGGGDGYHM(OX)LK 5NT  Gloydius brevicaudus B6EWWS Gel
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656,36606 3+ YLIDNRPPCILNIPLR SVMP Bothrops atrox C5H5D2 Gel

613,73156 2+ NPCCDATTCK SVMP Bothrops jararaca QONZX8 Gel

3,17 561,28345 2+ NPFYTSPAK PDE Crotalus adamanteus J3SEZ3 Gel

523,30033 2+ VPTYVPLEK 5NT  Gloydius brevicaudus B6EWWS8 Gel

630,33737 3+ LLLPSFLAGGGDGYHMLK 5NT  Gloydius brevicaudus B6EWWS Gel

721,86493 2+ LIFFDGEEAFVR GPC Boiga dendrophila A7ISW2 Gel

10 422,75214 2+ ETVLLNR SVMP Bothrops atrox C5H5D2 Gel
656,36505 3+ YLIDNRPPCILNIPLR SVMP Bothrops atrox C5H5D2 Gel

613,73282 2+ NPCCDATTCK SVMP Bothrops jararaca QONZX8 Gel

511,91986 3+ NDDALDKDLM(OX)LVR SVSP  Bothrops jararaca Q5W959 Gel

443,91968 3+ MILQETGKNPAK PLA2  Bothrops jararacussu Q90249 Gel

0,07 721,86449 2+ LIFFSGEEAFVR GPC Boiga dendrophila A7ISW2 Gel

11 613,73321 2+ NPCCDATTCK SVMP Bothrops jararaca QONZX8 Gel
511,9326 3+ NDDALDKDLM(OX)LVR SVSP Bothrops jararaca Q5W959 Gel

0,62 826,3878 3+ FGLQLNEFSQENENAWYFIK LAAO Bothrops jararacussu Q6TGQ9 Gel

676,83512 2+ SAGQLYEESLQK LAAO Bothrops jararacussu Q6TGQ9 Gel

555,76234 2+ FDEIVGGMDK LAAO Bothrops jararacussu Q6TGQ9 Gel

12 463,56226 3+ KFWEDDGIHGGK LAAO Bothrops jararacussu Q6TGQ9 Gel
494,76052 2+ NGLSATSNPK LAAO Bothrops jararacussu B5AR80 Gel

676,83773 2+ SAGQLYEESLQK LAAO Bothrops jararacussu B5AR80 Gel

11115182 3+ EGNLSPGAVDMIGDLLNEDSGYYVSFIES LAAO Bothrops jararacussu B5AR80 Gel
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0,91

569,26719 2+ HDDIFAYEK LAAO Bothrops jararacussu B5AR80 Gel
583,35329 2+ IKFEPPLPPK LAAO Bothrops jararacussu B5AR80 Gel
547,78381 2+ YNSNLNTIR SVMP Bothrops asper P83512 Gel
790,38272 2+ VHEMLNTVNGFYR SVMP Bothrops asper P83512 Gel
882,95679 2+ SVDVHAPLANLEVWSK SVMP Bothrops asper P83512 Gel
788,08482 3+ SVDVHAPLANLEVWSKQDLIK SVMP Bothrops asper P83512 Gel
443,91651 3+ MILQETGKNPAK PLAz  Bothrops jararacussu Q90249 Gel
449,24624 3+ M(OX)LQETGKNPAK PLA2  Bothrops jararacussu Q90249 Gel
443,91573 3+ MILQETGKNPAK PLA2  Bothrops jararacussu Q90249 Gel
449,25183 3+ M(OX)LQETGKNPAK PLA2  Bothrops jararacussu Q90249 Gel
443,25349 3+ YIELVIVADHR SVMP Gloydius halys Q8AWXT7 Gel
613,73158 2+ NPCCDATTCK SVMP Bothrops jararaca QONZX8 Gel
871,87935 2+ NLWQFGQMMSDVMR

443,91432 3+ MILQETGKNPAK

520,30958 3+ KNVITDKDIMLIR TEB Bothrops jararaca P81661 Gel
443,25442 3+ YIELVIVADHR

504,90229 3+ VIGGDECNINEHR SVSP  Gloydius blomhoffii Q9PT51 Gel
759,37947 2+ NDDALDKDLMLVR SVSP Bothrops jararaca Q5W959 Gel
497,26222 3+ NDEKDKDIMLIR SVSP Lachesis muta muta Q27347 Gel
502,59559 3+ NDEKDKDIM(OX)LIR SVSP  Lachesis muta muta Q27347 Gel
510,28246 2+ DKDIM(OX)LIR SVSP  Lachesis muta muta Q27347 Gel
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443,25723 3+ YIELVIVADHR SVMP Gloydius halys Q8AWXY7 Gel
871,88302 2+ NLWQFGQMMSDVMR PLA2 Bothrops asper P86389 Gel
4,07 676,83112 2+ SAGQLYEESLQK LAAO Bothrops jararacussu Q6TGQ9 Gel
443,25538 3+ YIELVIVADHR SVMP Gloydius halys Q8AWXY7 Gel
523,301 2+ VPTYVPLEK 5NT  Crotalus adamanteus F8S0z7 Ge

No identificado

14

511,92625 3+ NDDALDKDLM(OX)LVR SVSP  Bothrops jararaca Q5W960 Gel
509,57536 3+ IIGGDECNINEHR SVSP Bothrops fonsecai PODMHG6 Gel

No identificado

No identificado
1,66 410,71036 2+ ALQM(OX)ADR PDE Crotalus adamanteus J3SEZ3 Gel
612,76752 2+ GGTHGYDNEFK PDE Crotalus adamanteus J3SEZ3 Gel
561,28456 2+ NPFYTPSPAK PDE Crotalus adamanteus J3SEZ3 Ge
430,25128 2+ IINVGSEK 5NT  Crotalus adamanteus F8S0z7 Ge

No identificado

15 No identificado
504,90231 3+ VIGGDECNINEHR SVSP Gloydius blomhoffii Q9PT51 Gel
502,59388 3+ DNEKDKDIM(OX)LIR SVSP  Crotalus adamanteus J3SDW9 Gel
502,28702 2+ DKDIMLIR SVSP  Crotalus adamanteus J3SDW9 Gel
509,57194 3+ IIGGDECNINEHR SVSP Bothrops fonsecai PODMH®6 Gel

No identificado

32



16

17

6,05

3,78

No identificado

496,71688 2+ MNWADAER CTL Bothrops jararaca Q56EB1 Gel
410,70628 2+ ALQM(OX)ADR PDE  Crotalus adamanteus J3SEZ3 Gel
561,28613 2+ NPFYTPSPAK PDE Crotalus adamanteus J3SEZ3 Gel
430,25245 2+ IINVGSEK 5NT  Gloydius brevicaudus B6EWWS8 Gel
521,79851 2+ SSGNPILLNK 5NT  Gloydius brevicaudus B6EWWS8 Gel
523,30249 2+ VPTYVPLEK 5'NT  Gloydius brevicaudus B6EWWS Gel
630,33525 3+ LLLPSFLAGGGDGYHMLK 5'NT  Gloydius brevicaudus B6EWWS8 Gel
811,46054 2+ IYEIVNILNVIYR SVMP  Macrovipera lebetina Q4VvMO08 Gel
811,45868 2+ IYEIVNILNVIYR SVMP  Macrovipera lebetina Q4VvMO08 Gel
443,25688 3+ YIELVIVADHR SVMP Gloydius halys Q8AWXT7 Gel
504,90264 3+ VIGGDECNINEHR SVSP Gloydius blomhoffii Q9PT51 Gel
511,92328 3+ NDDALDKDLM(OX)LVR SVSP Bothrops jararaca Q5W960 Gel
509,57908 3+ IIGGDECNINEHR SVSP Bothrops fonsecai PODMHG6 Gel
443,26011 3+ YIELVIVADHR

443,92525 3+ MILQETGKNPAK PLA2  Bothrops jararacussu Q90249 Gel

No identificado

410,70896 2+ ALQM(OX)ADR PDE Crotalus adamanteus J3SEZ3 Gel
546,79268 2+ TLGMLMEGLK PDE  Crotalus adamanteus J3SEZ3 Gel
562,78715 2+ TLGM(OX)LM(OX)EGLK PDE  Crotalus adamanteus J3SEZ3 Gel
612,76601 2+ GGTHGYDNEFK PDE  Crotalus adamanteus J3SEZ3 Gel
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641,31164
1111,5048
720,90824

811,45508

438,58419

532,77898

664,37173
443,25433
504,90142
459,73851

765,34767

581,29876

506,5923
511,92184

496,7255

2+

3+

2+

2+

3+

2+

2+

3+

3+

2+

3+

2+

3+

3+

2+

SAGQLYEESLGK

EGNLSPGAVDMIGDLLNEDSGYYVSFIESLK

LVIVADYIM(OX)FLK

IYEIVNILNVIYR

YIELVVVADHR

YNGNLNTIR

YIELVIVADHR
YIELVIVADHR
VIGGDECNINEHR
KNDDALDK

TNPDVPHCANINLLDDAVCR

SVNPTASNMLK

NDDALDKDLMLVR
NDDALDKDLMLVR

MNWADAER

LAAO

LAAO

SVMP

SVMP

SVMP

SVMP

SVMP

SVMP

BFB

SVSP

SVSP

No identificado

CRIiSP

SVSP

SVSP

CTL

Bothriechis schlegelii
Bothriechis schlegelii
Macrovipera lebetina
Macrovipera lebetina

Agkistrodon contortrix
contortrix

Agkistrodon contortrix
contortrix

Gloydius halys
Gloydius halys
Gloydius blomhoffii
Bothrops jararaca

Bothrops jararaca

Agkistrodon piscivorus
piscivorus

Bothrops jararaca
Bothrops jararaca

Bothrops jararaca

AOA024BTN9
AOA024BTN9
Q4VMO8

Q4VMO8

QOIABO

Q9IABO

QBAWX7
QBAWX7
Q9PT51
Q5W960

Q5W960

Q7ZTAO

Q5W960
Q5W960

Q56EB1

Gel
Gel
Gel

Gel

Gel

Gel

Gel
Gel
Gel
Gel

Gel

Gel

Gel
Gel

Gel

Elaborado por: Freire, Camila, 2023.
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3.3. Ensayos enziméticos

En la Figura 6 se observa la actividad a) caseinolitica, b) fosfolipésica, c) de SVSP, y d)
LAAO del veneno de B. taeniatus. Se compararon las actividades especificas entre cada
muestra utilizando una prueba de Tukey para identificar diferencias significativas. Los
resultados de esta prueba estadistica se ven representados en los simbolos utilizados en
la dltima columna, e indican la diferencia significativa encontrada entre las actividades
enzimaticas del veneno de B. taeniatus y las otras muestras empleadas para cada ensayo:

A (CN - control negativo), ° (veneno de B. atrox), y * (veneno de B. asper).

Los ensayos enzimaticos revelaron la capacidad de las toxinas del veneno de B. taeniatus,
para catalizar reacciones hidroliticas con sustratos cromogénicos especificos, como se
muestra en la Figura 6. Ademas, se realiz6 un analisis ANOVA y prueba Tukey, para
comparar las medias entre el control negativo y los venenos de B. atrox, B. asper y B.
taeniatus en todos los ensayos, como se describe en el Capitulo II.

Los resultados de la actividad caseinolitica (Figura 6 a) indicaron diferencias entre las
medias de los grupos estudiados, cuyo valor p<0,05. Al realizar pruebas de comparacion
de medias (prueba de Tukey) entre cada grupo estudiado, se observaron diferencias
significativas entre B. taeniatus con el control negativo y los venenos de B. asper y B. atrox,
lo que sugiere que este veneno tiene actividad caseinolitica. Sin embargo, como se
muestra en la Figura 6 a, esta es inferior a la de los venenos de B. asper y B. atrox. Por
otro lado, en los ensayos de actividad fosfolipasica, aunque el valor p obtenido en el
ANOVA fue mayor que el nivel de significancia, esta sustancia téxica mostré diferencias
significativas en todas las medias de los otros grupos estudiados y una mayor actividad

especifica en comparacion con B. asper y B. atrox (Figura 6 b).

En relacién a las SVSPs, el ANOVA mostré un valor de p>0,05, lo que sugiere que ninguno
de los venenos present6 actividad (Figura 6 c¢). Por otro lado, en cuanto a los ensayos de
LAAO, el analisis ANOVA revel6 diferencias entre las medias (p<0,05). Sin embargo, al
observar la Figura 6 d, se puede inferir que el veneno de B. taeniatus no muestra
diferencias significativas con respecto al control negativo, lo que sugiere que esta sustancia

no posee actividad para esta toxina.
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Figura 6. Actividades enzimaticas del veneno de B. taeniatus: a) caseinolitica, b) fosfolipasica, c) SVSP, y d) LAAO
Realizado por: Freire, Camila, 2023.

3.4. Ensayos biologicos
3.4.1. Ensayo de edema

La Figura 7 a) demuestra una grafica de barras de medias agrupadas, esta muestra la
actividad en porcentaje para diferentes concentraciones de veneno a lo largo del tiempo.
Cada barra representa la actividad del veneno para una concentracion especifica en un
tiempo determinado. Este porcentaje refleja el cambio relativo en el grosor de la pata de
los ratones debido al edema inducido por el veneno, en comparacion con el grosor de la
pata inyectada con PBS, que actia como control. Ademas, en la imagen se visualiza b) el

efecto edemogénico en la pata de un raton, posterior a la inyeccion.

El efecto edemogénico de este veneno fue observado en el incremento del grosor de las
patas de los ratones inyectados, asi como un cambio notorio de coloracién en el area
afectada (Figura 7 b). Este resultado demostré una elevada generacion de edema durante

las primeras horas, en comparacién con el control, que consisti6 Unicamente de la
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inyeccion de PBS. Igualmente, se pudo verificar que, al cabo de 24 horas, se redujo,
progresivamente el edema generado. Se pudo constatar (Figura 7 a) que a medida que
transcurrié el tiempo, hubo variaciones en la actividad edemogénica, respectivo a las
diferentes concentraciones de veneno inyectadas. De esta forma, se not6 que las
concentraciones mas altas tienen una mayor actividad inicialmente, pero esta actividad

disminuye, progresivamente, con el tiempo.

25 pg/ratén
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Figura 7. Actividad edemogénica del veneno de B. taeniatus: a) actividad para diferentes concentraciones de

veneno a lo largo del tiempo, b) efecto en la pata de un ratdn después de la inyeccién del veneno.

Realizado por: Freire, Camila, 2023.

3.4.2. Ensayo hemorragico

Gracias a los datos obtenidos por medio de las pruebas de evaluacion de la capacidad del
veneno de B. taeniatus para inducir sangrado, se ha verificado que esta sustancia puede
provocar hemorragias graves a concentraciones de 12,5 y 25 ug/raton (Figura 8 g, f),
moderada a 1y 6,25 ug/ratéon (Figura 8 e, d), y leves - nulas a 0,5y 0,25 ug/ratéon (Figura
8 c, b). Al calcular la DMH (Dosis Minima Hemorragica - nivel mas bajo de veneno capaz
de causar una hemorragia detectable), se obtuvo un valor de 0,469 ug/raton. Este valor de
DMH, al ser pequefio confirma la alta actividad hemorragica del veneno de B. taeniatus.
Por otra parte, como se puede observar en la gréfica (Figura 8), existe un aumento gradual
en el didmetro hemorragico, a medida que la concentracion incrementa. Esta tendencia
también se refleja visualmente en las imagenes individuales de la Figura 8 b-g, donde
cada imagen corresponde a una concentracion especifica de veneno (0,25, 0,5, 1, 6,25,
12,5, 25 pg/raton).
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Figura 8. Curva de dosis-respuesta para la actividad hemorragica del veneno de B. taeniatus, halo hemorragico
a diferentes concentraciones: a) Control, b) 0,25; c) 0,5; d) 1; e) 6,25; f) 12,5; g) 25 pg/raton.
Realizado por: Freire, Camila, 2023.

3.4.3. Curvade dosis - respuesta

Al administrar una dosis de 200 ug de veneno a los ratones, se observaron principalmente
sintomas como aletargamiento, aturdimiento, debilidad, respiracién acelerada, limitada
capacidad de movimiento y, eventualmente, la muerte. Una vez se produjo el deceso de
los individuos, se procedi6é a realizar disecciones, revelando dafios severos en el tejido
muscular y especialmente en los érganos del sistema digestivo. Asimismo, el veneno, en
su concentracion mas alta (200 pg/ratén), produjo la muerte de todos los individuos al cabo
de 2 h. Igualmente se verificé una acelerada mortalidad en las siguientes concentraciones
(100, 50 y 25 pug/ratén). Por otra parte, no se presencid muertes de ratones en las

concentraciones mas bajas ni en el control, que solo constaba de PBS.

En la Figura 9 se observa, en el eje Y la dosis del veneno en escala logaritmica (log10), y
el eje X la proporcion de muertes. Los puntos rojos en la grafica representan la media de
los datos recopilados en diferentes intervalos de tiempo (1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 24, 48 horas), y las lineas verticales en cada punto reflejan el error estandar

correspondiente.

Al analizar la curva de dosis-respuesta (Figura 9), se observé inicialmente una respuesta
baja a dosis pequefias. Luego, se produjo un rapido aumento en la respuesta a medida

gque la dosis se incrementaba, hasta alcanzar una meseta donde se alcanzé la maxima
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respuesta. A partir de esta grafica, se calcul6 el LDso, que fue igual a 21,69 pg/raton. Con
base en estos resultados, al ser una dosis relativamente baja, se puede inferir que este
veneno posee una alta letalidad. Cabe recalcar que, esta representacion dosis-respuesta
permite observar como la proporcibn de muertes varia con respecto a la dosis

administrada.

® Media, SE

1.0 - —— Curva dosis-respuesta

0,8 %
» -
g -

®

S o061
£
® L
©
= 044
2
S LDs,= 21,69ug/ratén
o 024
o
S
o

0,0 4

T T T T T T T T T T 1

0,6 I 0,8 1,0 1,2 | 1:4 I 1,6 | 1:8 I 20 22 24
Dosis de veneno (log10)

Figura 9. Curva de dosis-respuesta del veneno de B. taeniatus.
Realizado por: Freire, Camila, 2023.

3.4.4. Ensayos de Neutralizacion

Después de los ensayos toxicolégicos del veneno de B. taeniatus, se evalué la capacidad
neutralizante del antiveneno polivalente comercial del INS de Colombia, disponible en las
instalaciones del INSPI. En lineas generales, el suero antiofidico, posee inmunoglobulinas
efectivas para inhibir los efectos hemorragicos de este veneno (Figura 10 a). Por lo que,
la Figura 10 a sugiere que al haber empleado 1 ml de antiveneno por cada mg de veneno,
se logré inhibir totalmente la hemorragia en ratones. Ademdas, se pudo observar
visualmente una reduccion significativa en la capacidad del veneno para provocar sangrado
(Figura 10 b).
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Figura 10. Neutralizacion del efecto hemorragico de B. taeniatus por suero antiofidico, a) efecto sobre el
diametro del halo hemorragico, b) impacto en la piel de ratén: 1. Con veneno, 2. con veneno y

antiveneno.
Realizado por: Freire, Camila, 2023.

Por otro lado, se evalu6 el impacto del suero antiofidico polivalente en la letalidad inducida
por el veneno de B. taeniatus. Para este propdésito, se empled una concentracién de
referencia del veneno (25 pg/raton), evidenciandose el fallecimiento de todos los individuos
en un periodo de 6 horas (Figura 11). Sin embargo, al administrar este antiveneno, se
constaté una completa inhibicion del efecto letal, manteniendo una tasa de supervivencia
constante en 1 a lo largo del tiempo. Este andlisis pone de manifiesto la habilidad de este
suero para reducir la letalidad del veneno de B. taeniatus, resaltando su potencial en el

tratamiento de mordeduras ocasionadas por esta especie de vibora.

En la Figura 11 se puede observar el eje Y, que representa la tasa de supervivencia,
mientras que el eje X indica el tiempo en horas. La linea y puntos rojos representan el
efecto inhibidor del antiveneno empleado, mientras que los cuadros y linea negra

demuestra la letalidad del veneno a una concentracion 25 pg/raton.
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Figura 11. Neutralizacion de la letalidad del veneno de B. taeniatus por el suero
antiofidico polivalente del INS.
Realizado por: Freire, Camila, 2023.
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CAPITULO IV: DISCUSION E INTERPRETACION

El género Bothrops comprende a varias viboras de fosa que se encuentran distribuidas a
lo largo de Centro y Sudamérica. Este género representa los taxones de la region con
mayor importancia médica, y es el responsable de un elevado niimero de envenenamientos
[44]. Sin embargo, el conocimiento acerca de la caracterizacion de sus venenos es
bastante limitado, e incluso llega a ser inexistente para ciertas especies [26]. Entre estas
serpientes se encuentra B. taeniatus, la cual es una vibora de foseta amazo6nica de tamafio
mediano. Este animal se localiza en los paises que contienen regiones amazénicas, y se

la visibiliza muy rara vez por su coloracion criptica [58].

Las serpientes del género Bothrops son conocidas principalmente por su capacidad de
envenenamiento severo en humanos y otros animales. Es asi como B. taeniatus ha sido
reconocida como una de las serpientes mas toxicas a nivel global [60]. Por lo tanto, es de
vital importancia llevar a cabo un estudio que comprenda la caracterizaciéon bioquimica y
biolégica de sus toxinas, asi como la capacidad de neutralizacién por sueros antiofidicos
comercializados en Ecuador. Estos datos son fundamentales para desarrollar estrategias
terapéuticas y producir antivenenos eficaces. Por lo tanto, en este estudio se ha buscado
caracterizar el veneno de B. taeniatus con el fin de ampliar el conocimiento sobre su
toxicidad. Los resultados obtenidos proporcionan una base sélida para futuras
investigaciones y la implementacion de medidas preventivas y terapéuticas en casos de

envenenamiento, especialmente en areas menos favorecidas del pais.

En la presente investigacion se llevo a cabo el andlisis del perfil cromatogréafico de B.
taeniatus, mediante RP-HPLC. Se identificaron 17 fracciones distintas, las cuales pueden
sefalar la posible presencia de ciertas toxinas como PLA,, CTL, SVSP, CRIiSP, NGF,
VEGF, SVMP, LAAO, PDE, 5'NT, HA y PLB. De forma mas especifica, el perfil
electroforético de SDS-PAGE, demostr6 abundancia en proteinas de bajo, mediano y alto
peso molecular, tales como PLA,, CTL (13-15 kDa), SVSP, PI-SVMP (23-33 kDa), PII-
SVMP, PIII-SVMP y LAAO (46-58 kDa). En conjunto, el perfil bioquimico posiblemente
indica la presencia, sobre todo, de PLA,, CTL, SVSP, SVMP y LAAO. Justamente estas
enzimas son caracteristicas del veneno del género Bothrops. Seguin Sousa et al. (2018)
[43], los venenos de este género de viboras contienen principalmente: SVMP, SVSP, PLA;
y CTL. Igualmente, existen otros componentes que frecuentemente pueden ser

encontrados en estos venenos, los cuales son: LAAO, 5-NT, y HA [44]. Se conoce que la
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mayoria de las proteinas del veneno de Bothrops al ser separadas en electroforesis con
gel de poliacrilamida, migran entre 10 y 80 kDa. Sin embargo, se ha documentado la
presencia de proteinas con una masa molecular superior a 100 kDa [44]. Segun Calvete et
al. (2007) [38], los venenos de viperinos, como B. taeniatus, pueden contener mas de 100
componentes proteicos, los cuales pertenecen a unas pocas principales familias de
proteinas como son SVSP, SVMP, LAAO, PLA,, CTL, CRIiSP, DIS, ohanina, miotoxinas, y
KUN.

Al llevar a cabo los ensayos enziméticos, se encontr6 que el veneno de B. taeniatus
ecuatoriana, presentaba elevados niveles de actividad fosfolipasica, mayores a los
observados en B. atrox y B. asper, lo que puede sefalar abundancia de esta toxina,
principalmente isoformas acidicas o mayor capacidad catalitica. Sin embargo, estudios
realizados por Kuch et al. (1996) [63], en Ecuador, demostraron que el veneno de B.
taeniatus posee una actividad para PLA, menor a la observada en B. asper y B. atrox. Esto
puede explicarse ya que este estudio fue realizado Unicamente con el veneno extraido de
dos individuos [63]. Por lo que, no necesariamente generaliza la actividad enzimatica y
biolégica de esta sustancia. Por otro lado, en Brasil, Lomonte et al. (2020) [26] mencionan
que B. taeniatus posee un veneno con una alta actividad fosfolipasica, incluso superior a
la obtenida para B. atrox y B. asper. Al contrario, Guerra-Duarte et al. (2015) [62], sefialan
que B. atrox posee una capacidad fosfolipasica superior a B. taeniatus, aunque su

diferencia es insignificante.

Las SVMPs son una de las toxinas mas abundantes en los venenos de serpientes,
representando alrededor del 35% del contenido total de proteinas. En los venenos del
género Bothrops, las SVMPs constituyen el 75% de su contenido [86]. Bajo este contexto,
se evidencio, en estos ensayos, que el veneno de B taeniatus presenté actividad
caseinolitica, lo cual segun Shrivastava et al. (2017) [87], indica la presencia de SVMP, que
representan un grupo diverso multifuncional. Asimismo, las SVMPs tienen la capacidad de
hidrolizar los enlaces peptidicos de la caseina, al igual que pueden degradar otros
componentes de la matriz extracelular de los tejidos. Contrariamente, estudios
desarrollados en Peru por Guerra-Duarte et al. (2015) [62], indican que la actividad

especifica de SVMP para B. taeniatus fue extremadamente baja.

En adicion, en el presente estudio no se obtuvo actividad ni de SVSP, asi como para LAAO.
De acuerdo con investigaciones previas por Porto et al. (2007), en la Amazonia brasilera

[60], el veneno crudo de los géneros Bothrops y Bothriosis, presentan elevada actividad
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proteolitica (capacidad de una enzima para degradar una proteina. Ej. SVMP y SVSP). En
particular, se observé una marcada potencia del veneno de B. taeniatus de Brasil en
relacién a la calicreina, la cual es una enzima perteneciente a la familia de las SVSP, capaz
de desencadenar una cascada de coagulacion [60,88]. Estos resultados son contrarios a
los actuales encontrados en Ecuador. Esto puede deberse principalmente a la variacion de
la composicién en los venenos de serpientes explicada por Dhananjaya et al. (2014) [14],
guienes mencionan que estas sustancias pueden tener variaciones en sus toxinas, en
funcion de su sexo, dieta y ubicacion geogréfica. En base a lo mencionado, en Peru el
veneno de B. taeniatus presenta una moderada actividad especifica tanto para SVSP como
LAAO [62].

En este sentido, tanto los resultados expuestos en el perfil bioquimico del veneno, asi como
en los ensayos enzimaticos, fueron finalmente corroborados por medio de los analisis
protedmicos. En los cuales se detectaron principalmente la presencia de PLA;, en gran
abundancia (48,52%) y SVMP (14,65%), lo cual puede explicar la actividad elevada
fosfolipasica, y moderada de SVMPs. Por otro lado, se verificé un bajo porcentaje de SVSP

y LAAO, lo que demuestra la baja actividad para ambas familias de toxinas.

Por otra parte, en la protedmica del veneno se verific la existencia de otras familias como:
CRIiSP, VEGF, 5 NT, PDE, CTL, GPC, BFB, BR, y TEB. Segin Mamede et al. (2020) [45],
los venenos bothrépicos poseen algunos componentes en menor cantidad, como lo son
PDE, CRISP, DIS, y péptidos. Por otro lado, Gren et al. (2019) [44], menciona que en los
venenos de serpientes se pueden identificar 5° NT, LAAO, y HA. Asimismo, Queiroz et al.
(2008) [89], proponen que generalmente los venenos de Bothrops, incluyen SVSP, SVMP,
PLA2, LAAO, 5" NT, y CTL, que representan mas del 90% de su peso seco. Mismas familias

de proteinas dentro del veneno de B. taeniatus representaron el 68,04%.

Durante los andlisis protedmicos realizados, se detectaron diversas proteinas en las
fracciones 3-8, entre las cuales se identificaron mayoritariamente VEGF, CRiSP, SVSP,
PLA:, y BR. Segun los tiempos de elucién mencionados por Lomonte y Calvete (2017) [85],
estas fracciones coinciden con PLA;, CTL, SVSP, CRIiSP, NGF y VEGF. Adicionalmente,
en las fracciones 8-17 se identificaron SVMP, 5' NT, PDE, GPC, LAAO, PLA;, TEBy CTL.
Lomonte y Calvete [85], aseguran que, en el cromatograma, en los minutos de elucién entre
60 y 90, que coinciden precisamente con las fracciones analizadas en este estudio, se
pueden encontrar SVMP, LAAO, PDE, 5 NT y PLB. Estos resultados confirman la
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presencia de estas proteinas en el veneno y respaldan la concordancia con los hallazgos

de investigaciones anteriores.

Generalmente los venenos de viperinos se encuentran compuestos por toxinas
hemorragicas y mionecréticas. Se conoce que este tipo de venenos inducen una compleja
reacciéon inflamatoria, con efectos locales como hemorragia, edema, dolor, y necrosis.
Estas manifestaciones son resultado de sinergia entre toxinas y factores hemorrégicos,
presentes en el veneno. Asimismo, se sabe que estas sustancias pueden desencadenar
una respuesta inflamatoria celular [60]. Los efectos clinicos principales del envenenamiento
por Bothrops incluyen edema, hemorragia, mionecrosis, y trastornos de coagulacion
sanguinea [43]. Los datos obtenidos tanto en el perfil bioquimico del veneno B. taeniatus,
asi como durante los ensayos enzimaticos, fueron verificados al llevar a cabo los analisis
biol6gicos con ratones CD-1. Segun Sousa et al. (2018) [43], las principales familias de
proteinas involucradas en los efectos coagulopaticos sistémicos provocados por estos
venenos son: SVMP, SVSP, PLA; y CTL. Estas toxinas tienen la capacidad de afectar los
componentes de la cascada de coagulacion, lo cual promueve la generacién de hemorragia
e interfiere en la agregacion plaquetaria. Por otra parte, Porto et al. (2007) [62], mencionan
gue los venenos de este género de viboras se componen principalmente por toxinas

capaces de interferir en los procesos de coagulacion.

Principalmente los envenenamientos por mordeduras de este género causan lesiones
locales. Especificamente, el veneno de B. taeniatus estd caracterizado por ser
hemorragico, anticoagulante y miotéxico. En el presente estudio se dilucidé efectos
hemorragicos causados por esta sustancia. En los resultados se pudieron observar que
este veneno puede provocar efectos hemorragicos muy altos, calculandose una DMH de
0,469 ug/ratédn, inferior a la presenciada en otras investigaciones. Estudios llevados a cabo
en Brasil sefialan que B. taeniatus posee una DMH equivalente a 1,8 mg/raton, lo cual
implica que esta sustancia venenosa provoca sangrado desmedido, superando a los
efectos causados por B. atrox (DMH = 18,2 mg/ratén) [90]. La hemorragia se refiere a la
salida repentina de sangre de un vaso sanguineo que ha sufrido dafio [91]. Este malestar
es comun y relevante en las mordeduras de serpientes viperinas, causando sangrado en
varios érganos y siendo una de las consecuencias mas graves del envenenamiento [92].

Se cree que los efectos hemorragicos causados por estas sustancias se deben
principalmente a la actividad de proteinasas, en especifico a SVMPs. Segun Gutierrez, et
al. (2016) [92], las SVSPs y las SVMPs reducen la capacidad de coagulacion al imitar a la

trombina y activar factores coagulantes. En algunos casos, los componentes
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procoagulantes o el dafio al revestimiento vascular pueden causar trombosis regional y
eventos isquémicos. Estos procesos complican la fisiopatologia cardiovascular [92]. Por
otro lado, los andlisis hechos por Porto et al. (2007) [60], sefialan que el veneno de B.
taeniatus demuestra actividad hemorragica en ratones inyectados, la cual esta asociada a
la actividad enzimética proteolitica presente en los venenos de serpientes de la familia

Viperidae.

Ademas, este veneno también present6 actividad edematogénica, lo cual fue visible con el
incremento en el grosor del &rea afectada (pata), posterior a la administracién de esta
sustancia. Igualmente se pudo observar una variacion en la coloracion de esta zona. El
edema es una acumulacién de liquido en los tejidos, resultando en la hinchazén y aumento
del volumen de la zona afectada. Las toxinas presentes en los venenos de serpientes
influyen a la permeabilidad de los vasos sanguineos y los tejidos circundantes, lo que
conduce a la salida y acumulacién de liquido [93]. Los venenos de serpiente del género
Bothrops son capaces de inducir diferentes eventos inflamatorios, entre estos se incluye
los edemas. Estos eventos pueden evolucionar a una respuesta inflamatoria excesiva

dependiendo del volumen de veneno inyectado [94].

De acuerdo a Texeira et al. (2019) [94], la respuesta edematogénica a los venenos de estas
serpientes, depende de la liberaciébn de reguladores inflamatorios sinérgicos, que
aumentan la permeabilidad vascular y la vasodilatacion. Por otra parte, otros autores
atribuyen este efecto a la presencia de SVMPs y PLA;. Segun Olaoba et al. (2020) [95], las
SVMPs tienen la capacidad de inducir: hemorragia, degradacion proteolitica de fibrindgeno
y fibrina, apoptosis, e inhibir la agregacion plaquetaria, como ya ha sido explicado
anteriormente. Mientras Carregari et al. (2016) [96], ha reportado que las PLAs son
capaces de catalizar la hidrélisis del enlace éster acilico de los 1,2-di-acil-3-sn-
fosfoglicéridos en la posicién sn-2, estas enzimas poseen una amplia gama de actividades
como neurotoxicidad, miotoxicidad, y cardiotoxicidad. Ademas, pueden ser anticoagulantes
y hemoliticas, e inducen principalmente a hemorragias y edemas. Cabe destacar que el
edema local es una manifestacion clinica significativa en las personas que han sufrido una
mordedura de serpiente del género Bothrops. Esto se debe a que a menudo estos
accidentes ofidicos resultan en la compresion de los nervios, lo que contribuye a la pérdida

de tejido y discapacidad [94].

Bajo lo mencionado anteriormente, en el presente estudio, se evalud la letalidad del veneno

de B. taeniatus, mediante la administracion de diferentes dosis a ratones de laboratorio. Al
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administrar una dosis de 200 ug de veneno, se observaron sintomas como aletargamiento,
aturdimiento, debilidad, dificultades en la respiracion, limitada capacidad de movimiento y
muerte. Los venenos de serpiente del género Bothrops provocan coagulopatia,
trombocitopenia, edema, inflamacion, shock y diferentes tipos de hemorragias. Estos
efectos son causados por la compleja composicion de toxinas, los cuales son utilizadas
para inmovilizar, por medio del fallo respiratorio o cardiaco, y matar a sus presas [97]. En
este sentido, la hemorragia puede conducir a choque cardiovascular, falla renal aguda
secundaria, necrosis tubular aguda y glomerulonefritis, lo que finalmente desemboca en la
muerte. Esta sintomatologia es el resultado tanto de la actividad de cada toxina como de
la sinergia entre los diferentes componentes del veneno [50].

La curva de dosis-respuesta del veneno de B. taeniatus en ratones mostré que a medida
que las concentraciones aumentaron, el veneno produjo un incremento rapido en la
respuesta por parte de los individuos estudiados. El calculo de la LDs, revel6 que una dosis
relativamente baja del veneno puede ser mortal para los ratones (21,69 ug/ratén). Por otro
lado, Kuch et al. (1996) [63], encontraron que el veneno de B. taeniatus tuvo una LDso
bastante baja, lo que sugiere, segun estos autores, que el veneno de esta especie de
Bothrops es altamente letal (4,5 mg/Kg). Sin embargo, el obtenido en la actual investigacion
es mucho mas inferior que el presentado en el estudio llevado a cabo por Kuch et al. En el
mismo sentido, la LDso calculado por Porto et al. (2007) [60], en especies brasileras fue de
1,47 mg/Kg. Esto sugiere que en el caso del veneno de B. taeniatus ecuatoriana, este es
altamente toxico, incluso mas que el de otras especies como B. atrox, cuya LDso reportado
ha sido de 3,39 mg/Kg [61], e incluso, mas letal que el veneno de la misma especie,
proveniente de otras zonas geogréficas. Estos resultados resaltan la complejidad de los
venenos de serpiente y la necesidad de investigaciones adicionales para comprender

completamente sus efectos.

La alta toxicidad de este veneno puede deberse no Gnicamente a la accion de cada una de
sus toxinas, si no al sinergismo entre ellas. Es importante destacar que B. taeniatus
pertenece a la familia de serpientes Vipiridae, la cual se caracteriza por la complejidad de
sus venenos. Principalmente, la formacion de enlaces disulfuro y la protedlisis, contribuyen
a la oligomerizacion de los componentes de estas sustancias. Algunas proteinas de los
venenos de estas serpientes pueden combinarse especificamente a través de
interacciones covalentes o0 no covalentes para generar complejos (homodimeros o
heterodimeros). Estas toxinas conocidas por estar compuestas por mdultiples cadenas

polipeptidicas unidas por enlaces disulfuro en venenos viperinos incluyen PLA;, CTL,
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SVMP, LAAO, y DIS [98]. Precisamente, se ha observado sinergia entre las SVMP y otros
componentes del veneno en el género Bothrops. Incluyendo SVMP no hemorragicas que
degradan la matriz extracelular. Ademas, se ha descrito un fenomeno en el que las PLA,s
son capaces de potenciar el efecto de desprendimiento celular inducido por SVMPs
hemorragicas. Asimismo, el panorama inflamatorio generado por varios componentes tras
la inyeccion del veneno probablemente promueve alteraciones vasculares que podrian
potenciar el efecto de estas enzimas sobre la microvasculatura [92]. Por ello, se puede
mencionar que, en conjunto, estos resultados demuestran que el veneno de B. taeniatus
posee una alta letalidad, lo que lo convierte en una sustancia altamente téxica. Estos
hallazgos son consistentes con la toxicidad conocida de las serpientes del género Bothrops
y resaltan la importancia de investigar métodos que permitan generar sueros capaces de

neutralizar sus toxinas.

El presente estudio investigd la capacidad de neutralizacién del suero antiofidico
colombiano del INS sobre el veneno de B. taeniatus. Los resultados revelaron una
neutralizacién total de la letalidad y de los efectos hemorragicos del veneno. Esto fue
evidenciado en el aumento al 100% de la supervivencia de los individuos estudiados, y en
una reduccioén significativa de la capacidad del veneno para causar sangrado. Estos
hallazgos indican que el antiveneno utilizado posee una alta eficacia para neutralizar tanto
la actividad hemorragica como la letalidad del veneno de B. taeniatus. Los estudios
llevados a cabo en el Instituto de Butantan, en Brasil, demostraron una neutralizacion
pobre, de algunas toxinas del veneno de esta especia de vibora [61]. En contraparte,
Theakston el al. (1995) [99], mencionan que un antisuero producido en Brasil para especies
de Bothrops, resultd ser mas efectivo en neutralizar los principales venenos del Ecuador,
seguido por los sueros colombianos. Asimismo, Romero Vargas (2014) [90], menciona que
un antiveneno desarrollado mediante la preincubaciéon de venenos de B. atrox y B.
taeniatus de las cuencas del Amazonas y Maranhdo, respectivamente, fue capaz de
neutralizar la actividad hemorragica de esta sustancia toxica. Por lo tanto, la comprension
de los mecanismos de accién y los efectos del veneno de serpiente es crucial para el
desarrollo de tratamientos efectivos en casos de envenenamiento. Es fundamental contar
con estrategias de tratamiento adecuadas para abordar los efectos potencialmente dafiinos

de accidentes ofidicos [50].
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El perfil bioguimico del veneno de B. taeniatus demostré la presencia de toxinas de
importancia médica dentro de cada una de las 17 fracciones obtenidas mediante RP-
HPLC. Estas familias de enzimas fueron corroboradas mediante los analisis
proteémicos, en donde se dilucido elevada abundancia de PLA;, mismas que
representan un 48,52%, y SVMP que son de 14,65%, del total de la composicién del
veneno. Mediante los analisis protedmicos, se pudieron observar otras familias de
proteinas en menor proporcion: CTL, VEGF, LAAO, PDE, CRiSP, GPC, BFB, BR, y
TEB.

Asimismo, mediante ensayos enzimaticos se demostrd que el veneno de esta especie
de vibora de fosa posee una elevada actividad fosfolipasica, incluso mayor que otras
especies como B. atrox y B. asper. Igualmente, se verifico la existencia de actividad
para SVMP. En contra parte se pudo evidenciar bajos niveles de actividad especifica
para LAAO y SVSP. Estos resultados pueden ser respaldados con los obtenidos en

los andlisis proteémicos mencionados previamente.

En otro sentido, mediante los ensayos en ratones CD-1, se observé alta actividad
hemorragica y edematogénica, causada principalmente por la abundancia de SVMP
y PLAs respectivamente, las cuales estan principalmente relacionados con el dafio
vascular e inflamacion. De igual forma, el veneno de B. taeniatus, ha demostrado ser
altamente toxico, y su envenenamiento puede ir acompafiado de diferentes
sintomatologias como aletargamiento, aturdimiento, debilidad, dificultades en la
respiracion, y limitada capacidad de movimiento. Finalmente, se verifico una eficaz
neutralizaciéon del veneno de esta serpiente, tanto para la letalidad, como para la
actividad hemorragica, por parte del suero antiofidico del INS proveniente de

Colombia.

La presente investigacion abre paso a diferentes estudios a futuro que permitan la
compresion de la estructura, modo de acciobn e interaccion de las toxinas

caracterizadas en este veneno.
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