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Resumen

El género Bothrocophias estd formado por seis especies caracteristicas de
Sudamérica, sin embargo, ha sido muy poco explorado. Actualmente existen solo dos
analisis protedmicos completos correspondientes a B.campelli y B.myersi. Por lo cual, en el
presente estudio se realizd la caracterizacidn bioquimica preliminar, evaluacion enzimatica
de las principales toxinas y el posible efecto neurotéxico en preparaciones de biventer
cervis de pollo (BCP) y diafragma frénico de ratén (DFR) del veneno de B. microphthalmus.
B. microphthalmus se distribuye desde Colombia hasta Peru. En Ecuador se encuentra en
las provincias de Napo, Pastaza, Zamora Chinchipe, Morona Santiago y Tungurahua.
Nuestros resultados indican que el veneno de B. microphthalmus esta probablemente en
su mayoria constituido por metaloproteinasas, serinproteasas y fosfolipasas. Las
actividades enzimaticas analizadas sugieren similitudes y diferencias enzimaticas entre el
veneno de Bothrops atrox y B. microphthalmus, las cuales pueden tener implicaciones
fisioldgicas en la victima, si la respuesta farmacoldgica es dependiente de la accién
enzimatica. B. microphthalmus no genera un efecto neurotdxico como funcidn principal, el
mismo es una consecuencia del dafio miotdxico producido por sus diferentes
componentes. Las preparaciones de BCP son mas sensibles a los componentes del veneno
que las preparaciones de DFR. B. microphthalmus tiene un mayor efecto neuromuscular
en preparaciones de BCP en comparacion con venenos del género Bothrops de Brasil. Por
ende, este trabajo representa un primer paso en el entendimiento de la accién vy
composicion de este veneno. Futuros estudios deben investigar los demas efectos toxicos
inducidos por el veneno, asi como sus toxinas involucradas.

Palabras clave: accidente ofidico, caracterizacidon bioquimica, ensayos enzimaticos,
efecto neurotodxico.



Abstract

The genus Bothrocophias, although consisting of six species characteristics of South
America, has been little explored. Currently there are only two complete proteomic
analyses corresponding to B.campelli and B.myersi. Therefore, in the present study the
preliminary biochemical characterization, enzymatic evaluation of the main toxins and the
possible neurotoxic effect on chicken biventer cervis (BCP) and mouse phrenic diaphragm
(DFR) preparations of B. microphthalmus venom were performed. B. microphthalmus is
distributed from Colombia to Peru. In Ecuador it is located in the provinces of Napo,
Pastaza, Zamora Chinchipe, Morona Santiago and Tungurahua. Our results indicate that the
venom of B. microphthalmus is probably mainly composed by metalloproteinases, serine
proteinases and phospholipases. The enzymatic activities analyzed suggest enzymatic
similarities and differences between the venom of Bothrops atrox and B. microphthalmus,
which may have physiological implications in the victim, if the pharmacological response is
dependent on enzymatic action. B. microphthalmus does not generate a neurotoxic effect
as its main function; it is a consequence of the myotoxic damage produced by its different
components. BCP preparations are more sensitive to the venom components than DFR
preparations. B. microphthalmus has a greater neuromuscular effect in BCP preparations
compared to venoms of the genus Bothrops from Brazil. Therefore, this work represents a
first step in the understanding of the action and composition of this venom. Future studies
should investigate the other toxic effects induced by the venom, as well as the toxins
involved.

Key words: ophidian accident, biochemical characterization, enzymatic assays,
neurotoxic effect.
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Capitulo I: Planteamiento del problema de investigacion

1.1. Antecedentes

El veneno de serpiente estd constituido por una mezcla de compuestos, de diferente
naturaleza quimica, entre las cuales predominan proteinas y péptidos [1]. Es generado y
almacenado en glandulas especializadas del animal de donde es secretado. Desde el punto
de vista funcional, es un material disefiado para capturar a su presa vy digerirla, asi como
también para defenderse de depredadores [1,2]. La complejidad de la composicidn del
veneno de serpientes ha sido estudiada por afios desde diferentes enfoques con la finalidad
de comprender la evolucion de esta adaptacién en las especies y la accién que produce el
veneno sobre diferentes sistemas de la presa [1,3]. Especialmente se ha centrado su
estudio en las consecuencias toxicoldgicas y clinicas del envenenamiento en victimas
humanas, pues segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), cada afio se generan
aproximadamente entre 4,5y 5,4 millones de mordeduras de serpientes, las cuales son
responsables de 81 000 a 138 000 muertes a nivel mundial [4]. Debido a este alto nimero
de accidentes ofidicos y por presentarse principalmente en personas de escasos recursos
econémicos que habitan en sectores sin acceso a la salud y sin un tratamiento adecuado,
la misma entidad en el 2017 categorizé6 nuevamente al envenenamiento ofidico como una
enfermedad tropical desatendida de alta prioridad [5,6]. Las zonas de mayor riesgo se
ubican en ambientes tropicales y subtropicales, con temperaturas constantes y que poseen
una gran vegetacién, siendo particularmente el Sur de Asia, Africa y Latinoamérica los

lugares mas afectados [4,7].

Por otra parte, la investigacién en cuanto a las toxinas que presentan los venenos ha
tomado gran importancia debido a que muchas moléculas han sido utilizadas en el campo
de la medicina como tratamiento de enfermedades graves, entre las cuales se encuentran
la hipertensidn arterial y cancer [8—10]. En la actualidad se siguen obteniendo compuestos
con actividad prometedora [11,12]. Por tal motivo en este campo es muy importante los
estudios in vitro, pues permiten elucidar el modo de accién y cinética de las diferentes
toxinas, identificar posibles aplicaciones farmacéuticas, entender eventos patoldgicos,

signos clinicos desencadenados por la mordedura y proponer blancos para el



mejoramiento de la terapia antiveneno.

Con la finalidad de analizar mds adelante la evoluciéon protedmica, varias
investigaciones se han llevado a cabo, analizando el perfil enzimatico, proteédmico y
toxicolégico a nivel de géneros y especies [13—16]. Adicionalmente, en este escenario
trabajos clinicamente relevantes han buscado establecer relaciones entre estos hallazgos
y las principales manifestaciones caracteristicas del envenenamiento. Sin embargo, este
rompecabezas es bastante complejo [17-19]. A pesar de los avances, mucho mas esfuerzo
es necesario para entender estas relaciones, principalmente considerando la diversidad de
isoformas y proteoformas de toxinas, la variabilidad vendmica y otras caracteristicas que
son inmunogénicas y clinicamente determinantes para los efectos derivados de este

importante desafio médico [3,20-22].

Las serpientes mayormente estudiadas son las que pertenecen a las familias
Elapidae y Viperidae, pues son las que generan el mayor nimero de accidentes ofidicos en
el mundo [2,23]. Entre las principales especies de la familia Elapidae se encuentran Naja
spp. (cobras, Asia y Africa), Micrurus spp. (corales, América), Dendroaspis spp. (mambas,
Africa), Bungaros spp. (Asia) y serpientes marinas. Su veneno se caracteriza por estar
formado principalmente por fosfolipasas A; (PLA2, 14-17 kDa) o por toxinas de tres dedos
(3FTX, 6- 8 kDa), las cuales pueden ser neurotoxinas y cardiotoxinas y en menor cantidad
por dendrotoxinas (DTx), metaloproteinasas (SVMP), serinproteasas (SVSP), lectinas tipo C
(CTL), entre otras [1,24]. En la familia Viperidae los géneros de mayor importancia son
Bothrops, Crotalus, Bothrocophias, Bothriechis, Lachesis, Calloselasma y Deinagkistrodon.
Los venenos de estas especies estan constituidos principalmente por fosfolipasas A, (Asp49
y Lys49), metaloproteinasas (P-1y P-lll), serinproteasas, miotoxinas de bajo peso molecular
(Myo) y en menor cantidad por lectinas tipo C, L-aminoacido oxidasa (LAO), desintegrinas

(Dc), entre otras [1,24].

Los efectos clinicos dependen fuertemente del tipo de toxinas por las que se
encuentra formado el veneno y su concentracién, las cuales de manera individual o por
accién sinérgica generan una serie de efectos locales y sistémicos [2]. En el caso de los

eldpidos entre los efectos locales comunes se destacan: dolores leves a moderados en el
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sitio de la mordedura, inflamacién local y en ciertos casos necrosis. Entre los efectos
sistémicos se encuentran principalmente el efecto neurotdxico, lo cual conlleva a una
paralisis flacida [23,25]. En el caso de los vipéridos sus efectos locales comunes son
hemorragia local, equimosis (hematomas), ampollas, formacion de edemas y necrosis. En
cuanto a sus efectos sistémicos se genera hipotensidn, shock, taquicardia, hemorragia
interna y cuagulopatia [2]. En este grupo se diferencia el género Crotalus, pues su principal
efecto es neurotdxico similar al de los elapidos, acompafiado de un dano renal agudo y de
igual forma genera efectos miotdxicos. Cabe recalcar que todos estos efectos pueden
generar morbilidad y mortalidad, sin embargo para que ocurran depende mucho del
manejo adecuado de la mordedura y la atencién médica que se le preste al paciente
[26,27]. Frente a estos efectos clinicos, el antiveneno es el Unico tratamiento aprobado
hasta la actualidad para tratar a pacientes envenenados [28] y la caracterizacién bioquimica
y enzimdtica de los venenos a nivel individual y entre especies, contribuye a la seleccién de
los inmundgenos y por lotanto a la produccion y a la determinacion de la eficacia del mismo

[29,30].

1.1.1. Ofidismo en Ecuador

Ecuador posee un clima calido en sus regiones Costa, Amazonia e Insular,
abarcando la presencia de alrededor de 246 especies de serpientes, entre las cuales 36 son
venenosas [31,32]. En consecuencia, se producen un alto niumero de accidentes ofidicos y
de manera similar a otros paises tropicales, la mordedura de serpientes representa un gran
problema de salud publica. Seglin datos epidemiolégicos del Ministerio de Salud, se ha
registrado un rango de 25 a 30 envenenamientos por semana, los cuales desencadenan un
efecto clinico de leve a grave, ocurriendo un envenenamiento anual en promedio de 1500
casos. En la Tabla N°1 se puede observar el nimero de casos de envenenamiento por
mordedura de serpientes que han ocurrido en los ultimos 5 afos. La region Amazdnica es
la que tiene el mayor grado de incidencia de mordedura de serpientes, seguido de la region
Costa y Sierra [33]. El mayor nimero de casos se dan a causa de especies pertenecientes a
la familia Viperidae, principalmente Bothrops atrox, Bothrops asper, Bothrocophias
microphthalmus, Bothriopsis bilineata, Bothriopsis taeniata y Lachesis muta. En Ecuador no

existe una produccién local de antiveneno, siendo por lo tanto necesario la importacion de
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este producto bioldgico. Actualmente, el antiveneno de referencia usado en la clinica
corresponde al importado del Instituto Clodomiro Picado de Costa Rica, el cual se
caracteriza como polivalente y es producido a partir de la inmunogenizacidn usando

Bothrops asper, Crotalus durissus y Lachesis muta.

Tabla N°1. Niumero de casos de mordeduras de serpientes, clasificadas de acuerdo al
grado clinico del envenenamiento en el periodo 2015- (Semana -12) 2021 [34].

Aifos
Clasificacion de 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
la mordedura
Leve 962 970 751 672 746 681 146
Moderada 692 542 491 429 502 525 92
Grave 191 204 206 196 241 232 37
Total 1845 1716 1448 1297 1489 1438 275

1.1.2. Descripcion del género Bothrocophias.

El género Bothrocophias pertenece a la familia Viperidae y sus especies se
encuentran localizadas en América del Sur [35,36]. Son diferenciadas por su distribucién
altitudinal y por habitar en bosques himedos cis y trans-Andinos [36,37]. Este género fue
descrito por primera vez por Gutberlet y Campbell [38], quienes determinaron
caracteristicas Unicas para Bothrocophias, por lo cual fueron separadas del género
Bothrops al que pertenecian anteriormente, convirtiéndose en un grupo monofilético
[35,39]. Inicialmente estuvo conformado por 4 especies: B. campbelli, B. hyoprorus, B.
microphthalmus y B.myersi [38]. Sin embargo en el 2004, Campbell and Lamar incluyeron
a la especie B. colombianus [40] y en el 2012, Carrasco et al., afiadieron a la lista, a la especie
Bothrocophias microphthalmus,

B. andianus [35]. En Ecuador se encuentran:

Bothrocophias hyoprora y Bothrocophias campbelli [35,41].

Bothrocophias microphthalamus, se encuentra distribuida entre los 1000-2350
msnm, abarcando las laderas amazoénicas de los Andes, desde Colombia hasta Peru. En
Ecuador se distribuye en las provincias de Pastaza, Zamora Chinchipe, Morona Santiago y

Tungurahua [37,41].
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Figura 1. Bothrocophias microphthalmus y su distribucion geografica en Ecuador. A. Imagen
representativa de la especie de la cual se extrajo el veneno, cédigo de coleccion QCAZR13858.
La misma fue tomada por Omar Torres y se encuentra en la pagina de BIOWEB, bajo licencia CC
BY-NC-ND 4.0. B. Mapa de la distribucidn potencial de Bothrocophias microphthalmus, tomado
de la pagina de BIOWEB. Bajo licencia CC BY-NC-N D 4.0 [42,43].

1.1.3. Investigaciones realizadas con venenos del género de Bothrocophias.

Debido a que se trata de un género poco explorado, existe informacidn minima
acerca de la composicidon protedmica y sus efectos toxicoldgicos, existiendo hasta la
actualidad solo dos investigaciones, las cuales corresponden a Bothrocophias campbelli
[36] y Bothrocophias myersi [18]. De acuerdo a los estudios realizados, el envenenamiento
por Bothrocophias produce manifestaciones similares al “Sindrome Bothrdpico” que
incluyen en los efectos locales: edemas y necrosis, mientras que en los efectos
sistematicos: hemorragia, coagulopatia, miotoxicidad, trombosis, dafio renal y shock
hipovolémico [2,44]. Estos efectos son causados por la accién de proteinas que estan
presentes en el veneno y las cuales en muchos casos son caracteristicas de cada familia o
especie. Entre este grupo, las fosfolipasas A2 (PLA2) son las que han sido mayormente
estudiadas, debido a la variedad existente en el veneno de serpientes [45,46]. Estas toxinas
interactlan con la membrana celular y en ciertas especies son las protagonistas de los

efectos neurotdxicos [27,47], mientras que en otras, generan un alto dafio miotéxico y



necrosis [45,48].

El estudio del veneno de especies del género Bothrochopias indica que las PLA; son
los componentes de mayor abundancia. Esto fue identificado en la investigacién de Salazar-
Valenzuela y colaboradores [36], donde describen el perfil protedmico y toxicolédgico del
veneno de Bothrocophias campbelli. En esta investigacion se observé que este veneno se
compone particularmente de: fosfolipasas A, (43.1%), serinoproteinasas (21.3%),
metaloproteinasas (15%). Esta combinacién de toxinas esta intimamente relacionada con
los efectos toxicoldgicos, destacando que por el alto contenido de PLA; y bajo contenido

de metaloproteinasas, se produce un alto efecto miotdxico y un bajo efecto hemorragico.

De igual forma, en otro estudio publicado en enero del presente afio, Pereafez y
colaboradores [18] describieron el perfil protedmico de Bothrocophias myersi. Donde
mediante espectrometria de masas se revelé que este veneno esta bioquimicamente
formado por fosfolipasas A, (54.0%), metaloproteinasas (21.5%) y serinoproteinasas
(3.4%). En cuanto a sus efectos toxicoldgicos, los autores determinaron una alta
miotoxicidad y un bajo efecto hemorragico, los cuales se correlacionan con la formacion de
edema local y miotoxicidad, sin presentar coagulopatia sistematica reportado por datos

clinicos hospitalarios.

De acuerdo a los estudios mencionados, la miotoxicidad presentada en los venenos
del género Bothrocophias, se da a causa de las fosfolipasas A, degradadoras de membranas
del grupo 1l [45,46], las cuales pueden estar generalmente presentes en el veneno de dos
isoformas: Asp49 y Lys49. La primera corresponde a la forma cataliticamente activa, la cual
cataliza la hidrdlisis de los glicerofosfolipidos, liberando consecuentemente acidos grasos
y lisofosfolipidos bioactivos [49]. Mientras que la segunda carece de actividad catalitica, sin
embargo de igual forma genera un dafio miotdxico, al tener una region hidrofébica y
catidnica que le permite unirse a las biomembranas, principalmente de células musculares
y lesionarlas con facilidad induciendo necrosis y en muchos casos pérdida de funcién

tejidual [45,49,50].

Por otro lado, algunos trabajos han identificado algunas isoformas de PLA; con
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actividad neurotodxica in vitro e in vivo, cuya manifestacidn clinica genera alteraciones en la
visidn, parestesias (sensacidon de hormigueo) en todo el cuerpo, dificultades para hablar y
respirar, paralisis muscular y respiratoria [51]. Tal es el caso de Micrurus lemniscatus, en
donde se sugiere que los 4 tipos de PLA; aisladas generan una actividad toéxica
probablemente por su union especifica a las membranas neuronales y a la catalisis de la
hidrélisis de fosfolipidos [52,53]. En el caso Crotalus durissus terrificus, su proteoma esta
formado por 48,5% PLA;, acidas y basicas, siendo la crotoxina el principal componente
neurotéxico [54]. De igual forma, en estudios en donde se ha evaluado la actividad
neurotdxica in vitro se han podido describir otras caracteristicas neuroldgicas agudas
después del envenenamiento, las cuales probablemente pueden ser por accion directa de
la neurotoxicidad o como consecuencia de efectos indirectos generados por otras toxinas
del veneno como hemorragias cerebrales, infarto por cuagulopatia, miotoxicidad y

mionecrosis [25,55,56].

Previamente no se ha evaluado y descrito actividad neurotdxica en venenos de
especies cercanas a B. microphthalmus. En los trabajos mas cercanos, especies del género
Bothrops han sido evaluados, los cuales en su mayoria no presentaron esta actividad o fue
muy baja. Sin embargo, se debe considerar la alta complejidad y variabilidad de toxinas del
veneno de vipéridos, lo que a su vez causa variacion en los efectos toxicolégicos
ocasionados por el mismo. Tal es el caso del accidente ofidico con Crotalus durissus, el cual
se caracteriza por tener altos efectos neurotdxicos, provocando paralisis neuromuscular a
través de un modo de accidn presinaptico, lo que resulta en pardlisis de varios musculos,
incluidos los musculos respiratorios y efectos miotéxicos al inducir dafo muscular
generalizado [23,44]. En cambio, C. atrox a pesar de pertenecer al mismo género no

presenta un efecto neurotéxico directo [57].

Con respecto al veneno de Bothrocophias micropththalmus, en Ecuador se tiene la
hipdtesis de que contribuye considerablemente al problema del envenenamiento por
mordedura de serpiente a lo largo de la Cordillera Oriental de los Andes. Sin embargo, hasta
la fecha no queda claro su relevancia epidemiolégica puesto que B. microphthalmus y
Bothrops atrox se encuentran de manera simpatrica en algunas areas y a menudo es

confundida por la poblacidn local. Popularmente B. microphthalmus se conoce como hoja
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podrida [58],aunque en algunos sectores también le llaman macanchi [59]. Segun un
estudio con la comunidad de shamanes y curadores de Yantzaza (Zamora Chinchipe), B.

micropthalmus es la serpiente que genera la mayor cantidad de accidentes ofidicos [59].

En este contexto, es menester recalcar que el estudio de la actividad neurotdxica es
reducido en comparacién a otros efectos toxicoldgicos. Pero, su estudio in vitro es
fundamental para obtener informacién sobre el dafio que puede causar el veneno en los
diferentes sistemas del organismo, al conocer el mecanismo de accidon de ciertas toxinas.
Por otro lado, también puede ser usado para identificar posibles dianas y moléculas
terapéuticas desconocidas o entender procesos evolutivos, como fue el caso de la

dicotomia descrita para el género Crotalus.

1.2. Planteamiento del problema

El envenenamiento por mordeduras de serpientes representa un problema grave a
nivel mundial, provocando entre 81 000 y 138 000 muertes por afio y alrededor del triple
de casos de amputacién y discapacidad permanente con implicaciones sociales y
econdmicas relevantes para los afectados [2,6]. En el Ecuador, los accidentes ocasionados
por mordeduras de serpientes representan un sustancioso problema de Salud Publica, por
generar efectos clinicos graves y por el impacto en las victimas que generalmente
pertenecen a un status econémico bajo, especialmente en la regién Amazénica, donde el
numero de incidencia de casos es de 55-78 mordeduras de serpiente por cada 100000
habitantes [33]. Segun reportes de accidentes ofidicos, la mordedura producida por
Bothrocophias microphthalmus (hoja podrida) se encuentra en tercer lugar en frecuencia,

antecedida por Bothrops asper y Bothrops atrox [60,61].

Con respecto a las tres especies del género Bothrocophias que se encuentran
localizadas en Ecuador, hasta la actualidad solo hay un estudio a nivel proteémico vy
toxicolégico del veneno de una de ellas [36]. En consecuencia, no existe informacién que
permita comprender y conocer las manifestaciones clinicas ocasionadas por su
envenenamiento. Ademas, hay indicios de que B. micropththalmus puede ser confundida

con B.atrox por la comunidad, pues le pueden denominar macanchi o también como hoja
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podrida. Por otra parte, tiene una amplia distribucién en Colombia, Peru, Ecuador y Bolivia
y de acuerdo a modelos de nicho ecoldgico, es la especie que tiene mayor rango altitudinal
de todo el género, lo que puede contribuir al aumento en el indice de envenenamiento por

mordeduras [37,58].

También, se debe considerar que la composicién del veneno influye directamente
en los efectos clinicos y en la aplicacion del tratamiento adecuado, por lo cual se debe tener
informacidn pre-clinica que permita conocer el efecto del mismo. Ademas, el estudio de
toxinas neurotdxicas es fundamental para descubrir nuevos agentes moleculares y
entender mecanismos relacionados con el ofidismo o patologia que se relacionan con el

sistema nervioso.

1.3. Justificacion de la investigacion

En el 2017, la Organizacion Mundial de la Salud volvié a catalogar al
envenenamiento por mordedura de serpientes como una enfermedad tropical desatendida
y de estudio prioritario. Con base en esto se establecié un plan estratégico para mitigar el
dafio ocasionado por el mismo [4]. Dentro de este plan se encuentran los ensayos
experimentales con venenos de importancia médica, siendo el veneno de Bothrocophias
microphthalmus parte de esta lista. Esta especie se encuentra en la categoria 2, debido a
gue presenta una importancia médica incierta por la falta de datos epidemiolégicos o
clinicos exactos y / o estan implicados con menos frecuencia en casos peligrosos debido a
sus ciclos de actividad, comportamiento y preferencias de habitat. Por esto, los ensayos
previos en el laboratorio son fundamentales para entender de una mejor manera tanto los

efectos locales como sistematicos inducidos por las toxinas de este veneno [2,6].

En la actualidad, solo existe un analisis parcial a nivel bioquimico y enzimatico de
los componentes que se encuentran en el veneno de Bothrocophias microphthalmus, el
cual fue realizado con una serpiente de Peru y no abarca los efectos toxicolégicos
(miotdxico, neurotoxico, etc.) [18] , siendo estos de gran importancia por la cantidad de
PLA;s que podrian estar presentes en el veneno. Por lo tanto, realizar un estudio de la

especie de Ecuador servird para llevar a cabo comparaciones de la constituciéon del veneno,
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considerando las variaciones intra e interespecificas que existe en los mismos. Recalcando
que la composicion individual de cada veneno influye directamente en las complicaciones
clinicas que se presenten y en la obtencién de anticuerpos para la generacidon de
antivenenos de amplio rango, siendo esta la Unica terapia efectiva existente para la

mordedura de serpientes en la actualidad [16-18].

Por otra parte, el analisis individual de las especies permite entender a mayor
profundidad la variacién existente a nivel bioquimico del veneno y las posibles causas que
los generan. Entre estas destacan el drea geografica en donde habitan y los cambios que se
han dado a lo largo del tiempo en la naturaleza, lo que ha hecho que se tengan que adaptar
al ambiente y a una dieta especifica, pues se ha visto que el efecto toxicoldgico del veneno
varia de una presa a otra [3,60,62]. El estudio del efecto neurotéxico es muy importante
considerando dichas variaciones, pues a pesar de que otras especies del género
Bothrocophias carecen de este efecto, no se ha descartado que B. micropthalmus pueda
tenerlo. Por ejemplo en el género Crotalus, C. durissus presenta un efecto neurotéxico,
mientras que C. atrox tiene un efecto miotdxico [27,54,57]. En el caso de C. simus, sus
individuos juveniles son neurotdxicos, mientras que los adultos son altamente
hemorragicos [23]. En cuanto a las implicaciones clinicas el efecto neurotoéxico es el que
genera una mayor complicacién en el sistema fisioldgico al actuar directamente en el
sistema nervioso, por lo cual es primordial conocer el principal efecto téxico a nivel

individual por especie, para asi aplicar un tratamiento y un antiveneno adecuado [25].

1.4. Objetivos de la investigacion

Determinar el perfil bioquimico del veneno de Bothrocophias microphthalmus, sus

actividades enzimaticas y sus posibles efectos neurotdxicos.

1.4.1. Objetivos Especificos
e Determinar la composicion bioquimica del veneno de Bothrocophias
microphthalmus.
e Caracterizar las actividades enzimaticas del veneno de Bothrocophias

microphthalmus.
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e Evaluar la actividad neurotodxica del veneno de Bothrocophias microphthalmus en
modelos animales.
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Capitulo Il: Marco metodolégico.

2.1. Veneno

El veneno liofilizado se obtuvo del Centro de Investigacién de la Biodiversidad y
Cambio Climatico (BioCamb) de la Universidad Tecnoldgica Indoamérica, el cual fue
extraido de un individuo adulto que se encontraba en su ambiente natural en el Parque
Nacional Podocarpus-Zamora Chinchipe (-4.133359, -78.98547). El permiso para colecta
fue autorizado por el Ministerio del Ambiente a través del contrato MAE-DNB-CM-2019-
0115, con el registro N° 6549 en el folio 411.

2.2. Perfil bioquimico

2.2.1. Fraccionamiento del veneno

El fraccionamiento de las proteinas del veneno, se realiz6 por RP-HPLC
(Cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa, PREP 150 LC, Waters). Para la
preparacion de la muestra, se disolvieron 2 mg de veneno de B. microphthalmus liofilizado
en 120 pl de acido trifluoroacético al 0,1% y 80 ul de bicarbonato de amonio 1M, los cuales
posteriormente fueron homogenizados usando vortex por dos minutos. A continuacion, a
temperatura ambiente se centrifugd (D320, DLAB) la muestra durante 3 minutos a 8000
rom. Posteriormente, para la separacién se inyectaron 200 ul de muestra en el equipo
(PREP 150 LC, Waters), la misma que fue monitoreada a 214 nm por 90 minutos con un
flujo de Iml / min. Se utilizd una columna C18 (250 x 4 mm, tamafio de particula de 5 pm)
con un gradiente lineal de 0 a 100% de disolvente B (66% (v / v) acetonitrilo, 0,1% (v / v)

TFA).

2.2.2. Electroforesis

La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) se realiz6 en una
camara vertical (P8DS, Thermo Scientific™) en condiciones reductoras (en presencia de

DTT) a 120 V y temperatura ambiente de acuerdo a lo descrito por Laemmli [63], a fin de
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conocer las principales familias de toxinas de este veneno. Para esto se disolvié 100 ug de
veneno total en 100 pl de buffer de carga (0.075 M Tris-HCl, pH 6.8, 10% (v:v) glicerol, 4%
(m:s) SDS,0.001% (m/v) de azul de bromofenol). Cabe mencionar que para realizar una
comparacion se utilizaron los venenos de Bothorps atrox (de dos diferentes localidades),
Lachesis muta, Crotalus oreganus y Crotalus cerberus. Las muestras fueron separadas
utilizando un gel de apilamiento con concentracién del 5% (2 ml Bis-acrilamida; 1,5 ml Tris-
HCI 0,5 M 6,8 pH; 7,5 ml Agua; 60 pl SDS 20%; 90 pl PSA'y 20 pl TEMED) y gel de corrida con
concentracion del 12,5% (7.18 ml Bis-acrilamida; 6,44 ml Tris-HCI 0,5 M 8,8 pH; 3,68 ml
Agua; 86 Ul SDS 20%; 57,5 ul PSAy 11,5 ul TEMED). Los marcadores moleculares (Rainbow™
Molecular Weight Markers, GE Healthcare) fueron utilizados como referencia para la
identificacion de las bandas de proteinas veneno. Para visualizar las bandas de proteinas,
se tind el gel con 0,2% (p:v) de azul de Comassie R-250 y el exceso de colorante se elimind
con una soluciéon de acido acético al 7% (v: v), todo esto se realizd de acuerdo al protocolo
basico 1, descrito en [64]. La imagen del gel fue obtenida por una fotografia realizada con

una camara del celular de 48 megapixeles.

2.3. Caracterizacion de la actividad enzimatica

Los ensayos enzimaticos se realizaron empleando el lector de placas GloMax®, para
cada ensayo se llevaron a cabo 3 repeticiones y lo resultados obtenidos corresponden a
la media de las tres repeticiones en valores de absorbancia (AU). Se utilizé el veneno de

Bothrops atrox para hacer una comparacion en cada ensaya enzimatico.

2.3.1. Actividad proteolitica

La actividad proteolitica se realizé de acuerdo a la metodologia de Lomonte y
Gutierrez [65], utilizando a la azocaseina como sustrato colorimétrico. Las muestras de los
venenos de Bothrocophias microphthalmus y Bothrops atrox se diluyeron por separado en
buffer de Tris-HCI 50 mM, con una concentracién de 1 mg/ml. El sustrato se prepard
disolviendo 5 mg de azocaseina (Sigma-Aldrich) en un 1 ml de buffer Tris-HCl 50 mM, pH
8,0. Posteriormente, la reaccidon enzimatica se prepard adicionando 10 ul de veneno (1 mg

/ ml) y 90 pl de sustrato en tubos de 1,5 ml por triplicado e incubado a 37 °C durante 90
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minutos, se utilizé un blanco con 10 ul de buffer en 90 ul de sustrato. Este procedimiento
se llevd a cabo para cada veneno. Después, se adicionaron 200 ul de acido trifluoroacético
al 5% a cada muestra para parar la reaccidn. Luego, las muestras fueron centrifugadas
(D320, DLAB) durante 5 min a 8000 rpm. Finalmente, el sobrenadante de cada tubo se
colocd en una microplaca de 96 pocillos, donde se mezclé con 150 ul de NaOH 0,5 M. La
absorbancia fue medida a 440 nm en el lector de placas. Se utilizé el blanco para la

correccion de las absorbancias.

2.3.2. Actividad serinoproteasa (SVSP)

La actividad serinproteasa se determind siguiendo un procedimiento similar al
descrito por Ghorbanpury colaboradores [66]. Las muestras de los venenos se disolvieron
individualmente en el buffer A (Tris-HCI 10 mM, CaCl, 1 M, NaCl 10 mM, pH 7,8), con una
concentracién de 1 mg/ml. El sustrato utilizado fue benzoil-arginil-p-nitroanilida (L-BapNa)
(Sigma-Aldrich), del cual 2,18 mg se diluyeron en 50 pl de dimetil sulféxido con 5ml de
buffer A. Para que se genere la reaccién enzimatica se mezclé en una microplaca de 96
pocillos, 20 pl de veneno con 200 pl de sustrato y 50 ul de buffer A. Se utilizé un blanco
formado por 200 ul de sustrato y 70 ul de buffer A, para corregir valores de absorbancia.
Luego de 30 minutos de incubacidn a 37 °C, se midio la reaccién a 410 nm por el lector de

placas.

2.3.3. Actividad fosfolipasa (PLA>)

Para medir esta actividad se utilizé acido 4-nitro-3 [octanoiloxi] benzoico (NOBA)
como sustrato de acuerdo a lo descrito por Holzer y Mackessy [56], con modificaciones de
Resende et al [16]. Para preparar las muestras, 1 mg de cada veneno se disolvié en 1 ml
NaCl 0,15 M. En la preparacién del sustrato se diluyeron 3,1 mg de NOBA en 1 ml de
acetonitrilo y 10 ml de buffer A. La reaccidon enzimatica se generd al mezclar en una
microplaca de 96 pocillos, 20 ul de veneno con 20 ul de agua destilada y 220 pl de sustrato.
La actividad PLA; fue determinada después de 20 min de incubacién a 37 °C, con una lectura
de las absorbancias a 425 nm con el lector de placas. Se utilizé un blanco con 200 ul de

solucién de sustrato y 40 pl de agua destilada para las correcciones de las absorbancias.
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2.4. Actividad Neurotoxica

2.4.1. Animales

Para las pruebas de neurotoxicidad se utilizaron ratones Swiss machos (25-30 g) y
polluelos HY-Line W36 (4 a 8 dias de edad), los cuales fueron proporcionados por el Centro
Multidisciplinario de Investigacion Bioldgica (CEMIB) y Flamboyant Alimentos S / A (Mogi

Mirim, SP, Brasil). Los animales se mantuvieron a 24-28 °C con comida y agua a voluntad.

Todos estos experimentos se realizaron en Brasil, en colaboracién con el PhD.
Raphael Scherazo de la Facultad de Farmacologia de la Universidad Estatal de Campinas
(UNICAMP), Brasil. La metodologia experimental siguid las directrices y lineamientos del
Comité de Etica para Experimentacién Animal de esta institucion (CEUA / UNICAMP,
Protocolo 3712-1).

2.4.2. Preparacion del nervio frénico de diafragma de ratén

En primera instancia los ratones fueron sometidos a eutanasia. La preparacion fue
realizada de acuerdo con la técnica descrita por Bulbring [67]. El diafragma con los nervios
frénicos fue retirado del raton y colocados bajo una tensién en reposo de 1 g en un sistema
de bafio de tejidos para 5 ml, el mismo que tenia solucién Tyrode, compuesta por: NaCl
137,0 mM, KCI 2,7 mM, CaCl; 1,8 mM, MgCl, 0,49 mM, NaH.P040,42 mM, NaHCO3 11,9
mM vy glucosa 11,1 mM. La solucién se burbujed constantemente con carbégeno (95% de
02y 5% de CO;) y se mantuvo a 37 °C. Los estimulos supramaximales (0,1 Hz y 0,2 ms para
estimulacion indirecta) se administraron desde un estimulador Grass S88 (Grass Instrument
Co., Quincy, MA, EE. UU). Para registrar la tensidon muscular isométrica se usd un
transductor de fuerza modelo MLT0201 de 5 mg - 25 g (Panlab sl, AD Instruments Pty Ltd.
Espafia), conectado a un Powerlab / 4SP (Ouad Bridge AD Instruments, Barcelona, Espafia).
Después de 20 minutos de estabilizacidn, se afiadieron a las preparaciones diferentes
cantidades del veneno de B. microphthalmus (10, 30, 100 y 300 pg/ml), por 120 min y las
contracciones fueron registradas y comparadas con el control que era la solucién Tyrode.

Después se realizé un lavado de la preparacidn para ver si existe una reversion y se midio

15



nuevamente las contracciones.

2.4.3. Preparacion del nervio del musculo biventer cervicis de pollo

Las preparaciones del nervio del musculo biventer cervicis de pollo se realizaron de
acuerdo a lo descrito por Ginsborg y Warriner [68]. Para esto, en primer lugar los pollos
fueron sometidos a eutanasia y las preparaciones del nervio del musculo biventer cervicis
se aislaron y se montaron bajo una tensién en reposo de 1 g en un sistema de bafio de
tejido de 5 ml (bafio multiple de drganos automatico LEO1, Letica Scientific Instruments
Barcelona, Espafia) con soluciéon de Krebs, la cual estaba compuesta por: NaCl, 118,7 mM;
KCl mM, 4,69 mM; CaCly, 1,88 mM; KH,PO4, 1,17; MgS0a4, 1,17; NaHCOs 25,0 y CsH1206
11,65 mM. La solucién se burbujed constantemente con carbégeno (95% O, y 5% CO3) y se
la mantuvo a 37 ° C. Las preparaciones se estimularon a través de electrodos bipolares
(estimulacién de campo) y se aplicaron pulsos supramaximales de frecuencia de 0,1 Hz y
0,2 ms con el estimulador Grass S88 (Grass Instrument Co., Quincy, MA, EUA). Las
contracciones musculares maximas provocadas por los estimulos eléctricos y en respuesta
a la adicién de KCl (40 mM), carbachol (20 uM) y ACh (1 mM) fueron registradas con
transductores isométricos (Modelo MLT0201 Transductor de fuerza 5 mg - 25 g Panlab sl,
AD Instruments Pty Ltd. Espafia) conectado a un Powerlab / 4SP (Ouad Bridge AD
Instruments, Barcelona, Espaiia). Las contracciones por CCh, KCl y ACh se monitorearon y
registraron antes de la adicién del veneno completo (ausencia de estimulacién eléctrica),
durante y después de una incubacién de 120 minutos con diferentes cantidades de veneno
de B. microphthalmus (3, 10, 30 y 100 pg/ml). Después se realizé un lavado de la

preparacién para ver si existe una reversién y se midié nuevamente las contracciones.

2.5. Analisis estadistico

Para el tratamiento de resultados se aplicé un andlisis de varianza (ANOVA) OneWay
seguido del test Tukey con un nivel de significancia de p < 0.05. En el caso de los ensayos
enzimaticos se utilizdé el programa OriginLab, mientras que para los ensayos de

neurotoxicidad de utilizé el programa GraphPad Prism 6.

16



Capitulo lll: Presentacion de datos y resultados

3.1. Perfil bioquimico del veneno de B. microphthalmus

La caracterizacién del perfil bioquimico de B. microphthalmus por electroforesis en
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Figura 2) se realizé en conjunto con los venenos de otras
serpientes pertenecientes a la familia Viperidae, con la finalidad de realizar una
comparacion general en cuanto a los patrones de bandas de proteinas caracteristicas de
cada veneno. Los patrones de bandas permiten caracterizar los diferentes venenos como
fuente de proteinas de diferente peso molecular. Para todos los venenos, las bandas
asociadas con pesos moleculares (medidos en kilodaltons (kDa)) tipicos de las principales
familias de toxinas fueron identificadas. En el fraccionamiento del veneno de B.
micropththalmus se observaron bandas marcadas de proteinas entre los rangos de 13-17
kDa (PLA;), 20-25kDa (PI-SVMP), 31-45 kDa (SVSP) y 48 -65 kDa (PIII-SVMP), coincidiendo
con datos protedmicos previos que revelan que venenos de serpientes de este género
presentan una mayor cantidad de estas toxinas. En resumen, tomando en cuenta las
masas, el veneno de B. micropththalmus es tipicamente digestivo con alta presencia de

SVMPs. Estas toxinas presentan bandas mas intensas al ser comparadas con SVSPs y PLAs.

Por otra parte, la comparacion del patrén del veneno de B. micropththalmus con las
bandas de proteinas de las otras especies, evidencia diferencias notables sugiriendo una
variacién interespecifica entre muestras. Sin embargo, se puede establecer una similitud
con el patrén de bandas de proteinas correspondientes a los venenos de Bothrops atrox,
las cuales se encuentran en los rangos de 13-17kDa, 21-25kDa, 31-35 kDa y 49-71kDa. En
el veneno de B. atrox a diferencia de B. microphthalmus, se encuentran bandas mas
notorias en los rangos de 13-17kDa (PLA;) y de 28-35kDa (SVSP), lo cual sugiere que B.

atrox podria tener una mayor cantidad y/o diversidad de estas toxinas en su veneno.
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Figura 2. Gel de electroforesis en poliacrilamida (SDS-PAGE) de venenos totales. Ba: Bothrops
atrox; Lm: Lachesis muta; Bm: Bothrocophias microphthalmus; Cc: Crotalus cerberus; Co:
Crotalus oreganus. Al lado izquierdo se encuentra el peso de acuerdo al marcador molecular
utilizado, mientras que al lado derecho se encuentran los rangos asociados a las familias de
proteinas mas abundantes en los venenos de serpientes, PLA; : Fosfolipasas Il; CTL: Lectinas
tipo C; PI-SVMP: metaloproteinasas tipo Pl:  SVSP: serinproteasas; PIlI-SVMP:

metalonroteinasas tino PlIl: LAO: | -amino oxidasa.

En cuanto al perfil cromatografico (Figura 3), se puede visualizar que existen 53

picos, de entre los cuales los que tienen mayor absorbancia se forman a partir de los 30

minutos de fraccionamiento, tiempo caracteristico de elucién de PLA2s y SVSPs. Por otro

lado, aproximandose a los 50 minutos eluyen las SVMP (Pl vy Plll), en concordancia con lo

observado previamente en el gel de electroforesis del veneno de B. micropththalmus.
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Figura 3. Perfil cromatografico del veneno de Bothrocophias microphthalmus. El
fraccionamiento se realizé por RP-HPLC, eluyendo 1ml/min y monitoreado a 214 nm. La
linea entrecortada corresponde al gradiente de los solventes, acido trifluoroacético al
0,1% y acetonitrilo y TFA 0.1% en una relacidén 66:34. Los recuadros indican las regiones
donde generalmente eluyen las principales toxinas del veneno.

3.2. Caracterizacion de la actividad enzimatica

La evaluacion de

la actividad enzimatica de toxinas del

veneno de B.

microphthalmus (Bm), es representada en la Figura 4. Con fines comparativos la capacidad

catalitica de B. microphthalmus se evalud junto a la actividad de B. atrox (Bal, Ba2), los

mismos que se encuentran en el primer y segundo carril del gel de electroforesis (Figura 2).

Ninguna diferencia significativa con respecto a la actividad proteolitica entre los venenos

fue evidenciada por el ensayo cuantitativo, que sefala una similar degradacién del sustrato

entre Bm y Ba. En cuanto a la actividad serinproteasa si se observé una diferencia

significativa entre las muestras, pues el veneno de Bm presenta un mayor efecto sobre el

sustrato L-BapNa, comparado con Bal y Ba2. Por otro lado, en la actividad fosfolipasa

medida sobre el sustrato NOBA, se puede observar que existe una diferencia significativa,

siendo Bm el que tiene un menor efecto en comparacién a Bal y Ba2.
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Figura 4. Caracterizacion enzimatica de los venenos de Bothrocophias microphthalmus (Bm) y
Bothrops atrox (Bal, Ba2). A. Actividad proteolitica, B. Actividad serinproteasa, C. Actividad
fosfolipasa A,. Existe una diferencia significativa entre los venenos de B. micropththalmus y B.
atrox (p<0.05) por el test de Tukey para los ensayos By C, mientras que para el ensayo A no existe
una diferencia significativa (p>0.05). (*) Diferencia con Bal, (#) Diferencia con Ba2.

3.3. Actividad Neurotdxica

3.3.1 Actividad en las preparaciones del diafragma frénico de ratén (DFR).

Las concentraciones del veneno de B. microphthimus evaluadas, después de 120
min de incubacién con las preparaciones del diafragma frénico de ratén, produjeron
diferentes proporciones de bloqueo neuromuscular en las mismas. (Figura 5.A). La
concentraciéon de 10 pg/ml de veneno no generd ningln efecto neuromuscular con

respecto al control. Mientras que con 30 pg/mly 100 pg/ml hubo una disminucion de la
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contraccidon muscular de 25.2 £+ 8.0 % y 27.1 + 4.5 % respectivamente. Con 300 ug/ml que
fue la mayor concentracion utilizada, se produjo el mayor efecto, generando un bloqueo
del 67.9 £5.4 % de la contraccion muscular. Todos los efectos producidos fueron
tipicamente irreversibles, puesto que al realizar un lavado posterior a los 120 min a todas
las preparaciones no se observd una recuperacion significativa en la tensién muscular

(Figura 5.B). Los mismos valores pueden ser observados antes y después del lavado.
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Figura 5. Actividad neurotdéxica del veneno de B. microphthalmus sobre el nervio frénico-
diafragma del ratén. A. Respuesta con respecto a la contraccion (%) después de la incubacion
de 120 minutos con solucién Tyrode (control) y diferentes concentraciones de veneno (10, 30,
100 y 300 mg/ml). Cada punto representa la media +SEM. En comparacién con el control, en 10
ug/mL sin diferencia significativa, con 30 ug/mL (*p<0.05 a partir de 45 minutos; **p<0.01 a
partir de 60 minutos; ***p<0.001 a partir de 90 minutos), 100 ug/mL (*p<0.05 a partir de 95
minutos; p<0.001 a partir de 100 minutos, 300 ug/mL (*p<0.05 a partir de 50 minutos; **p<0.01
a partir de 55 minutos; *** p<0.001 a partir de 60 minutos). B. Lavado con solucién Tyrode
despbués de la incubacién con las diferentes cantidades de veneno.
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3.3.2 Actividad en las preparaciones de biventer cervicis de pollo (BCP)

En las preparaciones de biventer cervicis de pollo, la concentracién maxima probada
del veneno de B. microphthlmus que fue de 100 pg/ml redujo 86.5 + 3.0 % la contraccién
muscular después de 120 min de incubacién. Mientras que para la concentracién de 3
pug/ml de veneno no hubo ningun efecto neuromuscular significativo con respecto al
control. En cuanto a los 10 pg/ml y 30 pug/ml de concentracidn, hubo una disminucion de
la contraccién muscular del 29.7 + 3.5 % y 68.3 £ 7.6 % respectivamente. Similar a lo
observado en las preparaciones de ratén, el veneno ocasioné un efecto irreversible (Figura
6.B). A pesar de que con una baja concentracidn no existe el efecto neurotoxico, se observa

que con la concentracién de 30 y 100 pg/ml, si se produce un efecto neurotéxico, en la

preparaciéon BCP y en el DFR, siendo el primero mas susceptible al veneno.
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Figura 6. Actividad neurotdxica del veneno de B. microphthalmus sobre el nervio del musculo
biventer cervicis de pollo. A. Respuesta con respecto a la contraccion (%) después de la
incubacién de 120 minutos con solucién Krebs (control) y diferentes concentraciones de veneno
(3, 10, 30 y 100 mg/ml). En comparacion con el control (Solucién Tyrode) con 3 ug/mL sin
diferencia significativa, con 10 ug/mL (*p<0.05 a partir de 120 minutos), 30 ug/mL (*p<0.05 a
partir de 40 minutos), 100 ug/mL (*p<0.05 a partir de 30 minutos). B. Lavado con solucién Tyrode
después de la incubacién con las diferentes cantidades de veneno. Sin ninguna diferencia
significativa.

Con respecto a la respuesta a la contraccién producida por acetilcolina, carbacol y
cloruro de potasio, se puede observar que todos muestran una respuesta a estos estimulos
generando una contraccion inicial alta con una baja cantidad de veneno (10 pug/ml). Por
otro lado, con altas cantidades de veneno (100 pg /ml) ya no se da una respuesta,

generando un bloqueo neuromuscular total, sin una reaccién inicial (Figura 7).
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Figura 7. Efecto en la contraccion del musculo biventer cervis incubado con veneno de B.
microphthalmus (3, 10,30, 100 ug / ml) en respuesta a acetilcolina (ACh) (A) 1 mM, carbacol
(CCh) (B) 20 uM y KCI (C) 40 mM. Cada punto representa la media * SEM de la contractura
después de la incubacion con veneno en comparacién con la contractura antes de la incubacién.
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Capitulo IV: Interpretacion y discusion.

La caracterizacion bioquimica de los venenos a nivel individual permite conocer la
composicidon de esta mezcla compleja y entender los posibles efectos fisioldgicos que
desencadenaria en una victima de mordedura. En conjunto, este conocimiento es
particularmente la base general para comprender estudios preclinicos de la eficiencia de
antivenenos y la formulacidon de nuevos tratamientos [6,69]. En Ecuador existe escasa
informacién acerca del envenenamiento por B. microphthalmus y de la composicién de su
veneno, lo cual es muy importante considerando que puede ser confundida con B. atrox
[58]. Debido a esta problematica, se realizé la caracterizacién bioquimica inicial del veneno

y la evaluacién de sus posibles efectos neurotoxicos.

El gel de electroforesis sefiala la variacion en cuanto a composicidon, nimero e
intensidad de bandas de proteinas entre los venenos. Las toxinas presentes en cada uno de
ellos tienen un peso molecular comprendido en el rango de 13 y 65 kDa. Las bandas mas
marcadas corresponden a las familias de proteinas caracteristicas de los vipéridos:
fosfolipasas (PLA2), metaloproteinasas del tipo | (SYMP-PI), metaloproteinasas del tipo Il
(SVMP-P Ill) y serinproteasas (SVSP) [1,2,44]. Este resultado estd en concordancia con otras
investigaciones que en lineas generales han demostrado que la composicién de los venenos

de vipéridos se conserva ampliamente en términos de familias de proteinas [70,71].

B. microphthalmus posee un patrén de bandas similar a B. atrox en cuanto a
intensidad en el rango donde se encuentran las SVMP-PI y SVMPIII. Estas similitudes
pueden deberse a que B. microphthalmus es una especie muy cercana en cuanto a filogenia
a B. atrox y por lo tanto comparten caracteristicas. Segun varios estudios las
metaloproteinasas son las enzimas que mads abundan en los proteomas de los vipéridos
[13,15,71]. Por otro lado, en cuanto a la comparacidon con Lachesis muta y Crotalus
oreganus, estan ultimas poseen bandas mas marcadas en el rango donde se encuentran las
serinproteasas (SVSP) y metaloproteinasas tipo | y tipo lll, lo cual es consistente con
estudios en donde se ha descrito la composicidn bioquimica de estas especies, siendo estas
dos toxinas las que se encuentran en mayor proporcion [72,73]. Ademas, de acuerdo a
analisis fildgenéticos, son especies que se encuentran en clados mas lejanos a
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B.microphthalmus [35,74].

El perfil electroforético de B. microphthalmus realizado en el presente estudio
evidencié un patréon de bandas muy similar al veneno de B. microphthalmus de Peru,
realizado en la investigacién de Lomonte et al., [75]. El veneno de Peru presenta bandas
marcadas en el rango en donde generalmente se encuentran las SVMP-PI y SVMP-PIII al
igual que el veneno de Ecuador, sin embargo, se puede evidenciar una diferencia en las
bandas correspondientes a fosfolipasas. Adicionalmente, estos autores a pesar de
identificar fosfolipasas A, en este veneno, sugieren que estas son menos abundantes en

comparacion a las que estan presentes en otras especies de este género.

De acuerdo a los tiempos de elucién determinados en otros estudios se ha
identificado que las primeras fracciones en eluir generalmente corresponden a las
desintegrinas y lectinas tipo C, seguidas de fosfolipasas, serinproteasas y al final las
metaloproteasas tipo | y tipo Ill [14,24]. Con referencia a ello, se podria sugerir que el
veneno de B.micropththalmus de Ecuador, posee probablemente una cantidad significativa
de desintegrinas, lectinas tipo C, fosfolipasas y serinproteasas en su composicion. Este
resultado sugiere una variacion geografica que debe ser evaluada en estudios posteriores

[60,76,77].

Existen otras investigaciones con el veneno de serpientes del mismo género: B.
myersi [18], B. campell i[18], B. hyoprora [75] y B. andinus [75]. Al comparar el perfil
cromatografico de B. micropthlamus con las mismas, se identifican diferencias notables en
todo el cromatograma, principalmente en la cantidad de picos en donde eluyen las
fosfolipasas, serinpoteasas y metaloproteinasas, siendo B.micropthlamus la que tiene
mayor cantidad. Este comportamiento es similar a lo reportado en otras investigaciones
donde se indica que la diferencia entre especies de un mismo género generalmente se da
en la variacién en cuanto a proporcién de las familias de proteinas y por la presencia o
ausencia de proteinas individuales que pueden tener un fuerte efecto tdxico en particular
sobre su presa [13,78,79]. Las variaciones existentes tanto a nivel interespecifico como
intraespecifico se deben ala historia evolutiva contingente y la seleccién funcional directa

de acuerdo a la zona geografica en donde se encuentra la especie, cambios ontogénicos,
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dieta, género, entre otros [2,22,23,76,80], generando una divergencia total en cuanto a la

composicidon vendmica y la proporcién de las familias de proteinas.

En el veneno de vipéridos las familias de toxinas que mayormente generan los
efectos téxicos son las fosfolipasas, metaloproteinasas y serinproteasas [16,18,36,51,75].
Por lo cual, es importante determinar su actividad enzimatica en el veneno de B.
microphthalmus. Los resultados fueron comparados con B. atrox, por presentar una mayor
similitud en cuanto al patrén de bandas. Adicionalmente, esta comparaciéon es importante
teniendo en cuenta que la identificacién de ambas especies puede generar confusidn y
debido a que B. atrox es responsable por un alto nimero de mordeduras en el pais,

principalmente en la regién Amazédnica [20,29].

Con respecto a su actividad proteolitica, de acuerdo a los resultados de este estudio
se puede determinar que no existe una diferencia significativa al comparar con la actividad
ejercida por las enzimas de B. atrox. En virtud de esto, se alude que los efectos fisioldgicos
gue generalmente son hemorragia y necrosis [18,23], pueden ser similares entre las dos
especies. Si bien el sustrato utilizado es general y puede reaccionar también con
serinproteasas, tiene una mayor especificidad para metaloproteinasas [81]. Sin embargo,
este resultado no se puede generalizar por la complejidad de toxinas que presentan los
venenos, estos ensayos necesitan ser evaluados in vivo para poder determinar si el efecto
in vitro puede ser directamente correlacionado con el efecto biolégico. En cuanto a la
actividad serinproteasa se puede notar que B. micropthalmus presenta una mayor reaccién
sobre sobre el sustrato cromogénico L-BapNa en comparacién al de B. atrox por lo cual se
podria inferir que su mordedura puede generar un mayor efecto en el sistema de
coagulaciéon sanguinea, pues estas enzimas activan las plaquetas y actuan directamente

sobre el fibrinégeno [82].

Con respecto a la actividad fosfolipasa B. micropthalmus presenta una menor
actividad catalitica que B. atrox, por lo cual su veneno posiblemente desencadenara un
menor efecto miotdxico [45]. Sin embargo, se debe considerar la presencia de las isoformas
miotdxicas PLAs2 Lys49 [46,83], las cuales son cataliticamente inactivas, por lo que su

actividad no se refleja en los ensayos enzimaticos [45,46,83]. En el perfil cromatografico se
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observa que existe una mayor cantidad de picos entre los 40 y 50 minutos, y este es
generalmente es el tiempo de elucidén de las fosfolipasas Lys 49 (cataliticamente inactivas).
Esto sugiere que el proteoma de B. micropthalmus tendria una alta cantidad de
fosfolipasas del tipo Lys 49, como es el caso de Bothrocophias campbelli donde estas
isoenzimas representan el 42% del venoma de la especie[18]. Sin embargo, para
determinar si el efecto bioldgico es similar a lo observado con el sustrato cromogénico, se

deben realizar ensayos con modelos animales [33,46,82].

Teniendo en cuenta que algunas especies pertenecientes a la familia Viperidae
presentan actividad neurotdxica in vitro e in vivo, y la dicotomia presentada por algunos
géneros como Crotalus, el estudio de la neurotoxicidad poco explorado puede revelar
aspectos evolutivos o mecanismo de accién de toxinas todavia desconocidas y de gran
interés [23,27,55]. Motivado por esto, se realizd ensayos para medir dicha actividad en el
diafragma frénico de ratén (DFR) y en el musculo Biventer cervis de pollo (BCP). Los datos
in vitro indican de manera general un efecto dosis-dependiente. En bajas concentraciones
de veneno (3 pg/ml en BCP; 10 pg/ml en DFP) no se presenta ningun efecto significativo
en la contraccién muscular al comparar con el control. No obstante, a medida que se
incrementa la concentracién, la contraccién muscular disminuye, presentdndose un
bloqueo neuromuscular de aproximadamente 70 % con 300 pg/ml en DFR y 90 % con
100pg/ml en BCP a los 120 minutos de exposicidn. Adicionalmente, se evidencid que la
preparacion de BCP es mas susceptible al veneno de B. microphthalmus que la preparacion
del DFR, puesto que para que se dé un 50 % de bloqueo neuromuscular se necesité 300
ug/ml para DFR a los 90 min de exposicidon, mientras que para BCP se necesitd solamente
30 ug/ml a los 65 min de exposicidn. Este comportamiento es similar a lo observado en
otros estudios, por ejemplo al evaluar el veneno de Lachesis muta muta, se obtuvo que con
100 pg/ml de veneno se generd un bloqueo neuromuscular total a los 100 minutos en el
DFR, mientas que para BCP una dosis of 10 pg/ml generé el bloqueo total a los 50 min [84].
Asi mismo, en la evaluacion del veneno de Crotalus atrox, 100 ug/ml generé un bloqueo
del 50 % de la contracciéon muscular a los 120 min de exposicidn, mientras que para BCP
ese mismo efecto se realizé con una dosis de 30 pg/ml a los 90 min de exposicidn [57]. Asi
mismo, al comparar con especies del género Bothrops, se puede observar que B.

microphthalmus genera un mayor bloqueo muscular en BCP [85] . Hasta la actualidad no
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se conoce con exactitud por qué ocurre este fenédmeno, pero se ha demostrado que hay
mucha variacion en cuanto a sensibilidad al veneno en los diferentes animales, donde
generalmente las aves tienen una alta sensibilidad y algunos roedores han generado cierta

resistencia [62].

Estas variaciones han sido apoyadas por estudios en donde se manifiesta una
estrecha relacion entre la dieta preferencial de la serpiente y el desarrollo de moléculas
que generen un efecto toxico en las mismas, siendo este en algunas ocasiones especifico
para la presa [3,5]. Por ende, se ha establecido que la dieta es una de las causas de la
variacion en cuanto a la composicion del veneno [5,86]. Sin embargo, de acuerdo a otra
investigacion se ha determinado que no se puede ratificar esta relacion directa entre la
composicion del veneno con la dieta, pues al evaluar a cuatro especies de Bothriechis, la
cuales tenian habitos arbdreos y dietas similares, su composicién resultd totalmente
diferente entre las mismas, concluyendo que los distintos componentes del veneno
podrian tener una funcién similar a pesar de tener diferentes estrategias para lograr un

mismo objetivo tréfico [17,70].

Ahora bien, considerando que el efecto neurotéxico en los dos modelos animales
se produce al ser expuestos a altas cantidades de veneno, se puede decir que el efecto
principal no es la neurotoxicidad, ya que este se produce generalmente con dosis muy
pequefas (0,1- 0,5- 1, 5 0 10 ug /ml) [87] y en una cantidad de tiempo de exposicién muy
corto, lo cual se ha demostrado al evaluar distintos venenos. Por ejemplo, Bungarus
multicinctus y Naja naja kaouthia causaron el 50% de bloqueo muscular en BCP y DFR, con
una concentracion menor a 3.0 pg/ml y el bloqueo completo con 10-30 pg / ml
respectivamente [86]. Asi mismo, en los crotdlidos (C. d. terrificus y C. d. cascavella) se
demostré que con 10 pg/ml y 5 pug/ml en un tiempo de exposiciéon de 16 y 24 min,
respectivamente generd un bloqueo neuromuscular total. En cuanto al veneno de Lachesis
muta muta [84], también se evidencid un efecto neurotoéxico total con bajas dosis (10-50
pug/ml). Con estos resultados se puede inferir que el efecto neuromuscular irreversible
presentado por el veneno de B. micropththalmus es a consecuencia de un efecto miotdxico
[45], el cual genera mionecrosis y dafo muscular agudo principalmente en las fibrillas de

las células musculares las cuales son las que permiten la contraccién muscular [50,88,89].
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Estos efectos han sido identificados gracias a ensayos en donde se mide el nivel de Creatina
kinasa (CK), el cual evalta el dafio muscular, asi como también de andlisis histoldgicos en
donde se identificd un patrén caracteristico de dafio el cual producia una desorganizacion
de las miofibrillas con posterior digestion de los miofilamentos [45,56,82]. Estos efectos
también se evidencian en el estudio de Almeida y colaboradores, con el veneno de Crotalus

atrox [57].

Relacionando estos resultados con la caracterizacién bioquimica descrita
anteriormente se puede manifestar que la accién de B.microphthalmus es similar a B. atrox,
la cual se caracteriza por tener un efecto altamente miotdxico, al poseer miotoxinas (PLAS2)
y por la actividad proteolitica generada por metaloproteinasas y serinproteasas [19,90].
Entre los mecanismos moleculares inducidos por un veneno miotdxico se encuentra la
ruptura de las membranas sarcolemadticas, generando como consecuencia una pérdida de
gradientes idnicos y la induccidon masiva de iones Ca?*, lo cual provoca varios procesos
degenerativos [91,92]. En un estudio con el veneno de Notechis scutatus, los investigadores
demostraron que la notexina (miotdxina), se une especificamente al sarcolema, generando
un dafio en las fibrillas del musculo esquelético [88,93]. Se ha descrito que la capacidad que
tienen las PLA2 para generar una miotoxicidad sistémica se relaciona directamente a su alta
selectividad por receptores de células musculares y, en algunos casos, en terminaciones

nerviosas [26,49,89,94].

En cuanto a la contraccién en respuesta a la acetilcolina (Ach) , Carbacol y KCl, se
puede identificar que el efecto neuromuscular producido es por una accidn presindptica,
ya que con la respuesta a acetilcolina se demuestra que no existe un dafio en los receptores
nicotinicos [51,56]. Sin embargo, igual depende de la cantidad de veneno con la que
reaccione, puesto que con altas dosis (100 pg/ml) no se genera ninguna respuesta,

produciéndose una accion postsindptica [25,47].
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Capitulo V. Conclusiones y Recomendaciones.

El veneno de B. microphthalmus parece estar compuesto mayoritariamente por
metaloproteinasas, serinproteasas y fosfolipasas. Sin embargo, para poder conocer la
abundancia de cada toxina en el venoma se debe confirmar por ensayos cuantitativos de
fracciones colectadas del HPLC a partir de la identificacion de las mismas por

espectrometria de masas.

Nuestros resultados sugieren similitudes y diferencias enzimaticas entre el veneno
de B. atrox y B. microphthalmus. Los mismos deben relacionar la cantidad y actividad
enzimdtica de cada isoforma de toxina presente en estos venenos. Estos resultados pueden
tener implicaciones fisiolégicas en la victima, cuando la respuesta farmacoldgica es
dependiente de la accidon enzimatica. Sin embargo, estudios toxicolégicos son relevantes

para verificar el impacto de estas diferencias y similitudes.

Alineando con la filogenia y evolucién se puede comprobar que B. microphthalmus
no tiene como funcién principal generar un efecto neurotdxico. El efecto miotdxico
generado a causa de sus diferentes componentes puede tener una repercusion a nivel
neuromuscular. Las preparaciones de BCP son mas sensibles a los componentes del veneno
gue las preparaciones de DFR, pues se pudo identificar un mayor efecto neuromuscular y
por ende miotdxico en BCP. También se puede manifestar que el veneno de B.
microphthalmus tiene un mayor efecto neuromuscular en preparaciones de BCP en
comparacion con venenos del género Bothrops de Brasil. Como recomendacién, para poder
determinar el efecto miotdxico de una forma cuantitativa y respaldar estas conclusiones
se deberian realizar ensayos adicionales donde se mida los niveles de CK o estudios

histoldgicos, donde se pueda visualizar el dafio muscular.
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