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RESUMEN

Dentro del Departamento del Cauca, podemos encontrar serpientes del género
Bothriechis, especificamente la especie Bothriechis schlegelii, para esta especie no
se reportan sintomas graves en los casos de envenenamiento, y dentro de las
caracteristicas de su veneno se destaca una toxicidad moderada con
manifestaciones de dolor localizado y la presencia de edema hemorragico. Su
distribucion en Colombia va desde el noroccidente antioquefio hasta el sur de
Narifio, y acorde con diferentes reportes, existen variaciones relacionadas a las
actividades téxicas en el envenenamiento por esta especie. De acuerdo con lo
anterior y teniendo en cuenta que los venenos pueden sufrir variaciones
intraespecificas que influyen en el perfil proteébmico de cada veneno, lo cual les
confiere una pequefia ventaja competitiva a las especies, justificada no solo por los
componentes intraespecificos sino, por variaciones filogenéticas que surgen con el
tiempo. Como consecuencia en este trabajo se reportan los diferentes efectos de
las actividades toxinoldgicas; como lo son la actividad hemorragica, miotoxica,
edematizante, coagulante y letal, producida por el veneno de una poblacién de B.
schlegelii con distribucion en el Vallé alto del rio Cauca, y se concluye que la
poblacion de B. schlegelii presenta una variacion en los efectos producidos por el
veneno en comparacion con otras poblaciones de la misma especie con diferentes

distribuciones.

Palabras clave: Departamento del Cauca, Bothriechis schlegelii, actividades

toxinologicas, variacion.
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INTRODUCCION

En el mundo existen aproximadamente mas de 3.000 especies de serpientes, de
las cuales solo la sexta parte son venenosas. Para Colombia se han identificado 8
familias, 71 géneros y 272 especies, de las que solo 49 son venenosas (Rojas,
2017). Basados en los reportes de la Organizacion Mundial de la Salud, las
mordeduras de serpientes se han catalogado como un problema de salud publica,
el cual es desatendido en paises tropicales y subtropicales, y generan 5.4 millones
de casos, con aproximadamente 2.6 millones de envenenamientos y 125.345
muertes (Who, 2019).

Dentro del Departamento del Cauca, se encuentra como representante del género
Bothriechis, especificamente la especie Bothriechis schlegelii, Gnica en esta region,
la cual se caracteriza fenotipicamente por tener un patron de coloracién bastante
polimorfico, que no permite definir la presencia de especies cripticas.
Adicionalmente, esta especie habita en diferentes ecosistemas como bosques
hamedos, muy humedos, selvas nubladas entre otros (Rivera-Correa, 2017). Las
caracteristicas del veneno de B. schlegelii estan dadas por presentar una toxicidad
moderada, por lo cual no se reportan sintomas graves en los casos de
envenenamiento, a su vez entre los efectos mas relevantes estan, dolor localizado,
edema hemorragico y algunos estudios han encontrado que el veneno de esta
serpiente tiene actividad principalmente miotéxica (Lomonte et al., 2008; Rivera-
Correa, 2017).

Como consecuencia a la amplia distribucion de la serpiente B. schlegelii en zonas
ambientales diferentes, se evidencio una variacion en los componentes del veneno,
por lo cual en este trabajo se reportan las actividades biologicas de edema,
letalidad, hemorragia, coagulacion y miotoxicidad de una poblacion de la especie B.
schlegelii, con distribucién en el valle alto del rio Cauca, con el fin de contribuir al

entendimiento de la biologia del veneno.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los venenos de serpientes son mezclas Unicas de péptidos y proteinas disefiados
por seleccion natural para actuar sobre los sistemas vitales de la presa o la victima,
estos componentes proteicos y enzimaticos pueden variar en la composicion de
toxinas entre especies de serpientes (Amorim et al., 2018; Casewell et al., 2020;
Gomez-Cardona et al., 2017). Varios estudios demuestran que los venenos entre
serpientes de la misma especie varia dependiendo su distribucion geogréfica,
variaciones climaticas, alimentacion y variaciones ontogénicas relacionados con la
dieta (Davies & Arbuckle, 2019; Jackson et al., 2019).

De acuerdo con lo anterior, se han demostrado diferencias en el veneno con relacion
a sus actividades toxicas dentro de una misma especie de serpiente, justificadas no
solo por componentes intraespecificos (Pla et al., 2017; Tasoulis et al., 2020) sino,
por variaciones filogenéticas que han venido surgiendo con el tiempo (Magro et al.,
2001; Prezotto-Neto et al., 2016). Para la especie B. schlegelii, se identificaron
cuatro nodos de diferenciacion fenotipica del veneno a través de la filogenia de
Bothriechis, ya que el veneno de la poblacion registrada en Centroamérica varia en
la composicion de su veneno en comparacion con la poblacién de Suramérica, como
consecuencia de condiciones ambientales y geogréficas diferentes (Casewell et al.,
2020; Jackson et al., 2019; Prezotto-Neto et al., 2016).

De esta forma y sabiendo que el veneno de las serpientes puede cambiar en su
composicién por una variedad de procesos evolutivos, surge la siguiente pregunta
de investigacion: ¢Que actividades biolégicas de letalidad, edema, hemorragia,
coagulacion y mionecrosis presenta la especie Bothriechis schlegelii distribuida en
el valle del rio Cauca? Observandose diferencias en las Dosis halladas en este

trabajo, comparadas con estudios previos.
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JUSTIFICACION

El veneno se define como la secrecion conformada por una serie de compuestos
bioactivos, constituido en gran cantidad por varias familias de proteinas y péptidos,
y en menor proporcién de compuestos organicos e inorganicos (Munuera Mora,
2016). Estas proteinas pueden generan actividades de letalidad, hemorragia,
miotoxicidad, dermonecrosis, efectos edematizantes, coagulantes y desfribinacién
al organismo al que le inocula el veneno, provocando efectos locales o sistémicos
(Gutierrez et al., 2015).

Diferentes estudios realizados con el veneno de la serpiente B. schlegelii reportan
efectos locales como edema, mionecrosis, y efectos hemorragicos donde su
potencialidad depende posiblemente de la distribucién geografica y otros factores
que contribuyen a la diversidad del veneno (Prezotto-Neto et al., 2016). Teniendo
en cuenta que los venenos pueden sufrir variaciones intraespecifica como
consecuencia de condiciones ambientales, edad y habitos de alimentacion que
influyen en el perfil protedmico de cada veneno, esta variacion puede permitir tener
una pequefia ventaja competitiva (Menezes et al., 2006; Jackson et al., 2019). La
variacion de los venenos se puede ver desde dos puntos diferentes, el primero
desde la posibilidad de la variacion intraespecifica relacionada con el estado
geografico y/o sexual y en segundo lugar como marcadores individuales que
provocan variabilidad relacionadas con influencias como la edad, los cambios en las
estaciones, la alimentacion, la produccion de las glandulas y la maduracion de los
péptidos (Abdel-rahman et al., 2009; Davies & Arbuckle, 2019; Prezotto-Neto et al.,
2016)

Considerando lo anterior, el resultado de la caracterizacion funcional del veneno de
una poblacién de la vibora de pestafias B. schlegelii con distribucion en el valle alto
del rio Cauca, proporcion6é informacién importante que estableci® nuevos

conocimientos de las actividades toxinoldgicas (letalidad, coagulante, edematizante,
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miotdxica y hemorragica) del veneno en esta especie y aportar informacion para

futuros estudios.

ANTECEDENTES

La variacion inter e intra especifica de los venenos ha sido ampliamente estudiada,
asi como también la variacidon en las actividades biolégicas generadas por el

veneno, de ahi que varios estudios demuestras estas variaciones asi:

Saad et al., 2012 realizaron un estudio en el que comparaba los venenos de la
serpiente Bothrops jararaca en estado salvaje y en estado de cautiverio, teniendo
en cuenta el lugar de origen, edad y género de los especimenes, siendo el objetivo
de este estudio determinar la variacion individual del veneno, mediante la
caracterizacion bioquimica, enzimatica y farmacolégica .En este estudio,
encontraron diferencias significativas en la actividad coagulante y hemorragica,
demostrando variacion ontogénica en los venenos, dada por la expresion diferencial
entre los venenos evaluados, generando cambios en la accidn biolégica del veneno
haciendo que existan algunos compuestos en mayor cantidad, los cuales generan
estos cambios. Finalmente, los datos obtenidos demuestran una variacion
interespecifica del veneno, lo cual aporta datos para mejorar el seguimiento de la
eficacia de los antivenenos y también el control de los pools de veneno para la

inmunizacion de los animales.

Munuera Mora, 2016 realizé un estudio para caracterizar proteémicamente
venenos de serpientes con interés biomédico, donde se observd variacion
interespecifica e intraespecifica de forma geografica. Para la variacion
interespecifica se compararon 4 serpientes de un mismo género; siendo estas Naja
haje, Naja annulifera, Naja nigricolis nigricincta, Naja melanoleuca melanoleuca.
Observando una clara diferencia en N. haje y N. annulifera con N. nigricolis
nigricincta y N. melanoleuca melanoleuca, en las PLA2 (Fosfolipasas A2) siendo

mayores en las dos ultimas, otra diferencia significativa es la mayor presencia de
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SVMP (Metaloproteinasas de veneno de serpiente) en N. annulifera, N. nigricolis
nigricincta y N. melanoleuca melanoleuca. Para la variacion intra especifica
compararon venenos de Naja haje de dos paises, con climas y condiciones
ambientales diferentes como lo son Marruecos y Mali; al realizar los estudios se
encontraron variaciones en el veneno, pero no tan significativas como al comparar
venenos diferentes. Finalmente, estas diferencias presentes en los venenos se
deben a las condiciones geogréaficas de cada pais, aparte de estas diferencias se
sabe gue los ecosistemas no son iguales por ende las especies presentes ahi no
son las mismas y las presas que sirven para estas serpientes varian en mayor o

menor proporcion.

Prezotto-Neto et al., 2016 realizaron la caracterizacion bioquimica y biolégica de
Bothriechis schlegelii de Colombia y Costa Rica. Las serpientes que utilizaron para
este estudio fueron colectadas en Verachi (Antioquia) para el caso de Colombia
(BsCo) y en el caso de Costa Rica (BsCR) colectados en la region caribe de este
pais, a su vez se utilizé un veneno de control de la especie Bothrops jararaca,
provisto por el Instituto Butantan (Brasil). Al realizar las pruebas bioldgicas, iniciaron
con la prueba de PLA: las cuales demostraron que tienen cifras parecidas teniendo
a BsCo con 1273 U/mg y la BSCR de 1255 U/mg, para la actividad edematizante
donde se encontr6 que la BsCR tiene mas actividad edematizante que a
comparacion de la BsCo siendo la cantidad de 8 ug la que registra esta actividad en
mayor proporcién, para el caso de la BsCo la concentracion que presenta mayor
actividad es 2 ug, observandose mas a 1 hora de inyectada la concentracion. Para
la actividad hemorragica se determing la dosis minima hemorragica encontrando
gue la dosis de BSCR es de 3.9 ug y la BsCo es de 14.2 ug, observando que la de
Costa Rica es mas hemorragica que la de Colombia, por ultimo, se determind la
dosis letal 50 registrando que para BSCR es de 5.60 mg/kg y para BsCo es de 9.24
mg/kg dando como resultado que la de Costa Rica es mas letal a comparacion con

la de Colombia.
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Pla et al., 2017 realizaron un estudio donde determinaron la protedmica y
variabilidad en el veneno, teniendo en cuenta especies pertenecientes a el género
Bothriechis (B. aurifer, B. thalassinus, B. bicolor de Guatemala, B. marchi de
Honduras, B. lateralis y B. schlegelii recién nacidos de Costa Rica), encontrando
diferencias significativas. Los componentes del veneno variaban segun la especie
determinando su actividad biologica, por ejemplo, en las especies B. aurifer y B.
thalassinus estan constituidos por un conjunto de toxinas que en ambos casos son
similares dominado Metaloproteinasas (SVMP) (33-39%), Lectina Tipo C (CTL) (11-
16%), Péptidos similares a la potenciacion de la bradiquidina (BPP) (10-13%) vy
Proteina secretora rica en cisteina (CRISP) (5-10%) y se caracterizan por no
contener PLA2. El proteoma de B. marchi es similar a B. aurifer y B. thalassinus
porque contiene en gran cantidad SVMP y BPP, pero contiene cantidades notorias
de PLA2, los venenos de B. lateralis y B. schlegelii contienen en gran medida serin
proteasas. En el individuo de B. schlegelii fue el Unico que se encontrd un inhibidor
tipo Kazal y PLA2, encontrando similitud entre los neonatos y no con sus respectivos
adultos. Observando un cambio notorio de cuando pasan de neonato a adulto, por
ejemplo, en B. lateralis paso de tener Serin proteasas a tener un veneno rico en
SVMP, en el caso de B. schlegelii el cambio en el veneno depende de la edad de la
serpiente llegando a tener un veneno rico en PLAz. El patron que se encontré en la
variacion de los venenos del género Bothriechis en un marco biogeografico y
filogenético, que sienta las bases para futuros estudios que permitan ver cual fue el

camino evolutivo que condujo a la variacion de estos venenos.

Tasoulis et al., 2020 analizaron la variacion intraespecifica e interespecifica del
veneno de la serpiente Oxyuranus scutellatus (taipan costero), para ello se utilizaron
venenos de 13 serpientes de 4 localidades diferentes, las cuales abarcan de norte
a sur 2000 km, todos los especimenes utilizados eran adultos y se sabian su sexo;
y SUS venenos se compararon proteémicamente y funcionalmente. Dentro de este
proyecto se realiz6 una comparacién entre serpientes del mismo género. Arrojando

como resultado que se denota una variacién intra poblacional mayor a comparacion
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con la variacion Inter poblacional, observada en las pruebas SDS-PAGE, actividad
coagulante y actividad de PLA2. El alto nivel intra poblacional demostrado
proporciona unas bases para evaluar las diferencias intraespecificas de los

venenos.

Montealegre-Sanchez et al., 2021 en este estudio realizaron la comparacion del
perfil prote6mico y las actividades funcionales del veneno de tres especimenes de
Bothriechis schlegelii. Los individuos fueron colectados en los municipios del Darién,
Yotoco y Caicedonia en el departamento del Valle, siendo dos de ellos hembras y
el restante un macho. Para el perfil proteémico realizaron pruebas de RP-HPLC y
SDS-PAGE que permitieron observar que si existe una variacion en las PLA2
encontrandose en un porcentaje de entre 25% y 35% y en menor proporcion en el
espécimen macho. Para las actividades funcionales se realizaron pruebas de
letalidad, coagulacion, desfibrinbgeno, hemorragia y hemolisis indirecta; arrojando
como resultados que ninguno de los tres individuos presenta accion hemorragica ni
desfibrinante, para la actividad letal se encontr6 que para el caso de las hembras
tienen una DLso de 13.35 pg/g de raton y 26.7 ug /g de ratdn por el contrario el
macho tiene una DLso de 3.9 ug/g de ratdn siendo este Gltimo el mas letal de los
tres individuos, para la actividad coagulante las dos hembras presentan DMC
parecidas reportadas en 63.69 pug y 67.54 ug y el macho presenta una DMC
muchisimo mayor reportada en 275.90 ug, para el caso de la hemolisis indirecta las
hembras presentan dosis reportadas en 2.67 + 0.3 ugy 8.1 £ 0.2 ug y el macho esta
reportada en 25.6 + 0.2 pg. Este estudio presenta que los perfiles protedmicos nos
muestran proteinas de bajo peso mayoritariamente mostrando variaciéon en las
actividades hemorragicas y hemoliticas y a diferencia de otros estudios con esta

especie no presento efectos hemorragicos ni desfibrinantes.
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OBJETIVOS

Objetivo principal

e Establecer las actividades toxinolégicas del veneno de una poblacion de
Bothriechis schlegelii (Berthold, 1846) con distribucion en el Valle alto del rio

Cauca.

Objetivos especificos

e Definir la DLso del veneno de Bothriechis schlegelii para una poblacién con
distribucién en el Valle alto del rio Cauca.

e Precisar la actividad hemorragica, edematizante y coagulante del veneno de
Bothriechis schlegelii para una poblacion con distribucion en el Valle alto del
rio Cauca.

e Determinar la actividad miotoxica del veneno de Bothriechis schlegelii para

una poblacién con distribucién en el Valle alto del rio Cauca.

MARCO TEORICO

Bothriechis schlegelii (Berthold, 1846)

La serpientes B. schlegelii presenta una serie de caracteristicas particulares que
permiten su identificacion como lo son las escamas superciliares alargadas (Figura
1), por lo que se le conoce por su nombre comun “vibora de pestafias”, a su vez la
variacion en morfo tipos de su coloracién, el color dorsal puede variar entre amarillo,
naranja, verde oliva, café, rosado, plateado, gris oscuro o negro carbdn, con
variacion en la intensidad igual que en sus disefios y pigmentacion secundaria
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(Figura 2). Con cabeza grande y esta diferenciada del cuello, presenta escamas
quilladas, ojos grandes con pupilas elipticas y cabeza puntiaguda. Los especimenes
de esta serpiente varian en tamafio, los cuales van de pequefios a moderados, las

hembras adultas son de mayor longitud total y més robustas que los machos

adultos, la cola es prensil y tiene una longitud equivalente de 13- 19% de la longitud
total (Rivera-Correa, 2017).

Figura 1. Espécimen de Bothriechis schlegelii. Por: J.C. Viveros E, 2021. Del Centro
de Investigaciones Biomédicas- CIBUC-BIOTERIO-UNICAUCA. Popayan, Cauca.

Colombia.

Figura 2. A. Espécimen de Bothriechis schlegelii con morfo tipo de coloracion

criptica. B. Espécimen de Bothriechis schlegelii con morfo tipo de coloracién en

contrastante con el ambiente. Por: J.C. Viveros E, 2021. Del Centro de
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Investigaciones Biomédicas- CIBUC-BIOTERIO-UNICAUCA. Popayan, Cauca.

Colombia.

Distribucion geogréafica de Bothriechis schlegelii

La especie Bothriechis schlegelii es la Unica dentro del género Bothriechis que
habita en Suramérica, se encuentra distribuida desde el sur de México hasta Peru.
En Colombia, su distribucién va desde el nivel del mar hasta los 2.640 msnm, y se
encuentra en 3 grandes zonas geograficas; Region Caribe, Litoral del Pacifico y

Region Andina (incluyendo las 3 cordilleras) (Figura 3) (Rivera-Correa, 2017).
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Figura 3. Puntos rojos determinan la distribucion geografica de la Bothriechis
schlegelii. Por. Rivera-Correa, M, 2017. Sacado de Catalogo de Anfibios y Reptiles

de Colombia, Volumen 3.
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Protedmica del veneno de B. schlegelii

El veneno de las serpientes pertenecientes al género Bothriechis esta compuesto
por diferentes proteinas que varian dentro de la especie. Algunas de las proteinas
gque podemos encontrar en estos venenos son las fosfolipasas A2 (PLA2),
Metaloproteinasas de veneno de serpientes (SVMP), Proteinas secretoras ricas en
cisteina (CRISP), Proteina potenciadora de la bradiquinina (BPP), Proteinas tipo
lectina (CTL). Las diferencias en la composicion de los veneno, causan efectos
diferentes como hemorragia, edema, mionecrosis (Pla et al., 2017). Al observarse
una variacion dentro de los venenos se encuentra que el veneno de B. schlegelii
para individuos de Costa Rica; en estadio temprano (neonato) presenta en gran
proporcion SVSP las cuales estan relacionadas con el efecto coagulante del
veneno, y de PLA2 que estan relacionadas con actividad miotoxica (Pla et al., 2017;
Lomonte et al., 2008). En estado adulto el veneno de la B. schlegelii es considerado
un veneno miotéxico y citotoxico, debido a su gran cantidad de componentes de
PLA2 que actuando en conjunto con otras proteinas generan los efectos de
mionecrosis, a su vez las SVMP las cuales estan relacionadas con la hemorragia,
existe presencia de serinproteasas en menor cantidad, por ultimo encontramos
otras proteinas en menor proporcién que contribuyen a la accion de otras proteinas
(Lomonte et al., 2008).

Actividades Bioldgicas

A nivel mundial se han hecho estudios de caracterizacion de las actividades toxicas
de los venenos de diferentes regiones (Roodt et al., 2005). La caracterizacion
toxicoldgica basica de un veneno se debe de tener en cuenta a partir de los efectos

téxicos que son provocados por el veneno de serpientes. Dentro de las actividades
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mas conocidas podemos encontrar la actividad letal, hemorragica, la actividad
coagulante, la actividad miotoxica, la actividad miotoxica y la actividad edematizante
(Gutierrez et al., 2015).

Actividad letal (DLso)

Frecuentemente la actividad letal, es el efecto toxicolégico mas estudiado al
momento de caracterizar un veneno, para ello se estima la Dosis Letal 50 (DL5o),
gue es el parametro utilizado para medir la toxicidad de una sustancia. La DLso, se
refiere a la dosis que genera la muerte del 50% de la poblacion de los animales
tratados (Gutierrez et al., 2015). Para las serpientes de la familia Elapidae y algunas
especies de la familia Viperidae, o que genera la letalidad son las neurotoxinas que
actian sobre las uniones neuro-musculares, ya sea a nivel presinaptico o
postsinaptico. Adicionalmente en algunas especies de la familia Viperidae, la
letalidad es generada por la accion y la concentracion de diferentes componentes
del veneno tales como: las metaloproteinasas de venenos de serpientes, las
fosfolipasas Az, las serina proteasas, entre otros, los cuales producen alteraciones
hemodindmicas y coagulopatias que pueden llevar a la muerte (Gutierrez et al.,
2015).

Actividad Coagulante

Para el estudio de los componentes presentes en el veneno de las serpientes que
afectan el sistema hemolitico se toman en cuenta los conocimientos de las
caracteristicas quimicas y efectos bioldgicos de los venenos, asi como también otra
serie de propiedades bioquimicas, farmacoldgicas, inmunoldgicas y fisiol6gicas;

dentro de estas cualidades encontramos la coagulacion sanguinea, la cual es el
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resultado de un largo proceso que desemboca en la transformacién del fibrinbgeno

a fibrina mediante la accién de la trombina (Rodriguez et al., 2010)

Gran cantidad de venenos de la familia Viperidae contiene enzimas que generan
efectos coagulantes cuando se incuban con plasma, estas enzimas cumplen un
papel importante dentro de la fisiopatologia de los envenenamientos, debido a que

generan desfibrinogenacion (White, 2005; Gutierrez et al., 2015).

Existen componentes que estan relacionados con la actividad coagulante como lo
pueden ser: las serinas proteasas que catalizan el fibrinbgeno a fibrina (enzimas
tipo trombina) que se encargan de activar la protrombina, metaloproteinasas
dependientes de Zn?* que de igual forma activan la protrombina, metaloproteinasas
gue se encargan de activar el factor X en la cascada de coagulacion, y por altimo
las serin proteasas que activan la cascada de coagulacion en el factor V (Markland,
1998; Sartim et al., 2017).

Para determinar la actividad coagulante de un veneno se realiza una prueba donde
se encuentra la Dosis Minima Coagulante (DMC), la cual es la cantidad minima de
veneno que genera la coagulacion del plasma en un lapso de tiempo de 60

segundos (Gutierrez et al., 2015).

Actividad hemorragica

Uno de los efectos producidos por el veneno de las serpientes pertenecientes a la
familia Viperidae es la hemorragia, la cual puede ser sistémica o local (Gutierrez et
al., 2015). Este efecto se debe principalmente a la accion de las metaloproteinasas
dependientes de Zn?*, las cuales son capaces de hidrolizar componentes
contenidos en la membrana basal que se encuentra en la pared de los vasos
capilares, principalmente el colageno tipo IV, el nidogén y la laminina. Por
consecuente la hidrolisis de estas proteinas, especialmente el colageno 1V, crea un
debilitamiento en la estabilidad mecanica de los capilares, a su vez ocurre que las
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fuerzas biofisicas que se encuentran operando normalmente dentro de la
circulacion, causan que la pared debilitada del vaso se dilaten hasta que se rompe
y crea una extravasacion de la sangre (Fox & Serrano, 2005; Escalante et al., 2011,
Gutiérrez et al., 2016).

Actividad Miotoxica

Muchos de los venenos de serpientes contienen toxinas que son capaces de
generar necrosis en las fibras de los musculos, lo cual sirve para digerir mejor a la
presa y causar un dafio considerable en los musculos cuando ocurre un accidente
ofidico (Gutierrez & Ownby, 2003). Algunas de estas son conocidas como
miotoxinas de venenos de serpientes donde se encuentran: las fosfolipasas Az de
bajo peso molecular y las citotoxinas que se encuentran en los venenos de algunas
cobras. Estas citotoxinas, son capaces de desorganizar, mediante mecanismos no
enzimaticos, la estructura de la membrana plasmética y por ende producir
mionecrosis (Gutierrez et al., 1984; Fernandes et al., 2014). También se ha descrito
gue las metaloproteinasas inducen mionecrosis, aunque no directamente sobre las
fibras musculares, sino como consecuencia de una isquemia producida por las
accion de estas toxinas sobre la microvasculatura (Gutierrez et al., 2015). Las
SVMP, pueden generar 2 tipos de mionecrosis: necrosis local, en el sitio de la
mordedura de la serpiente, y mionecrosis sistémica, que tiene la capacidad de
distribuirse a nivel sistémico y afectar las fibras musculares en sitios lejanos
(Gutierrez & Ownby, 2003).

Actividad edematizante

Los venenos de serpientes generan un pronunciado edema en el sitio de la

mordedura, este se genera debido a que el fluido del compartimiento vascular se
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extravasa y se acumula en el compartimiento intersticial, este efecto puede llevar a
dos consecuencias fisiopatologicas importantes; por un lado esta la disminucién de
la volemia que contribuye a las alteraciones hemodinamicas que pueden conllevar
a un choque cardiovascular, y por otro lado, se observa la acumulacion de fluido en
ciertos lugares que conlleva a un aumento de la presion inter compartimental
(Gutierrez et al., 2015).

La respuesta inflamatoria se genera debido a la activacion de sensores y
mediadores quimicos, que generan vasodilatacién y aumentan la permeabilidad
vascular (Mamede et al., 2020). Varios componentes del veneno son los encargados
de este efecto, dentro de los mas predominantes encontramos a las
metaloproteinasas y las fosfolipasas Az, estas moléculas actian directamente sobre
la microvasculatura, asi como también sobre células residentes o células que
conforman el infiltrado inflamatorio. El conjunto de accién de muchas sustancias
provoca el edema, junto con otras alteraciones causadas por el envenenamiento

ofidico, como es el dolor (Teixeira et al., 2003).

La actividad edematizante se expresa mediante la Dosis Minima Edematizante
(DME) la cual corresponde a la dosis de veneno que genera un crecimiento del 30%
en el grosor de la pata pasada una hora después de inyectarse el veneno cuando
es comparado con la pata inyectada con PBS (Buffer fosfato salino) (Rojas et al.,
2005).

Causas y consecuencias de la variacion de los venenos de serpientes

Ya que el veneno es un rasgo funcional ecolégicamente significativo para las
serpientes venenosas, su actividad y su composicién coevoluciona dependiendo de
la fisiologia de las presas y en algunos casos con sus depredadores, aunque es
poco probable que los humanos hayan intervenido en la evolucion de su veneno,
debido a que las mordeduras de las serpientes en humanos son exclusivamente en

defensa (Casewell et al., 2020). El alto grado de variabilidad que se encuentra en
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los componentes del veneno ha sido un factor importante para la integracion de
nichos ecologicos especificos por parte de las serpientes (Freitas-de-Sousa et al.,
2020).

La variacion del veneno existe en diferentes niveles filogenéticos y es una
consecuencia de la historia evolutiva de linajes divergentes, asi como también del
despliegue ecoldgico de diferentes toxinas especificas (Amazonas et al., 2018). Un
ejemplo de ello es la variacidn que existe entre venenos de elapidos y viperidos,
algunas familias de toxinas aparecen en ciertas cantidades, pero en algunos casos
se han convertido en componentes principales de un veneno en un linaje, que no
esta en el otro, como entre géneros de familias y especies dentro de esos géneros,
por este motivo diferentes fabricantes de antivenenos han desarrollado antidotos
para regiones especificas (Casewell et al.,, 2020). Estas variaciones en los
componentes de los venenos han hecho que se note una diferencia en la eficacia
gue pueden tener los venenos en diferentes presas, muchas serpientes tienden a
tener presas que son mamiferos, por lo cual el veneno es efectivo hacia ellos, por
otro lado, hay serpientes que se alimentan de aracnidos, insectos, aves y lagartijas
lo que provoca que el veneno sea mas eficaz hacia este tipo de presas (Davies &
Arbuckle, 2019).

Recientemente se ha empezado a evidenciar que existe una variacién dentro de
una misma especie, es decir, dentro de poblaciones, clases, edad y tamafio
(Jackson et al., 2019). El veneno se ha estudiado a nivel molecular lo que determina
que existe una variacibn a nivel regional que puede estar relacionado con
diferencias ecoldgicas, la evolucién neutral y puede trabajar en conjunto con la
seleccién colectiva; esto genera otra prediccién basada en los primeros principios
evolutivos: para que un rasgo evolucione de manera rapida, se debe presentar una
considerable diversidad hereditaria dentro de una misma poblacion (Casewell et al.,
2020).
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MATERIALES Y METODOS

Disefio Experimental
Tipo de estudio experimental cuantitativo.

Serpientes
Se utilizaron 6 individuos colectados y donados de las cercanias de la ciudad de

Popayan, los cuales son mantenidos en el Centro de Investigaciones Biomédicas
de la Universidad del Cauca (CIBUC).

Obtencion del veneno

Para la extraccion del veneno, los animales fueron inmovilizaron de forma manual
procurando la introduccién de los colmillos en tubos plasticos de 1.5 ml cubiertos
con una pelicula plastica transparente (parafilm). Posteriormente, se realizé la
estimulacién de las glandulas que contiene el veneno. Cada pool de veneno fue
congelado con nitrégeno liquido, liofilizado y almacenado a -20°C. Seguidamente,
al iniciar los experimentos los pools de veneno fueron resuspendidos en agua
destilada y mezclados en un solo pool el cual se procedié a congelar con nitrégeno

liquido, liofilizar y almacenar a -20°C hasta el momento de su uso.

Biomodelo

Se utilizaron ratones albinos suizos machos y hembras de la cepa ICR de la especie
Mus musculus de entre 20-25 g comprados Laboratorio Intermedio de Investigacion
Preclinica y Bioterio de Murinos de la Universidad del Valle, los cuales fueron
mantenidos y reproducidos en el Centro de Investigaciones Biomédicas de la
Universidad del Cauca (CIBUC), en cajas de policarbonato, con agua y alimento ad

libitum y ciclo de luz/oscuridad de 12 horas.

Actividades Biolbgicas

Determinacion de la actividad letal dosis letalso
Con el fin de determinar la letalidad del veneno fueron preparadas, con base a dosis

de referencia, diferentes concentraciones del veneno de la serpiente B. schlegelii
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(60, 80, 120, 180, 240 y 300 pg/uL). Seguidamente, se organizaron grupos de 4
ratones a los cuales se les administr6 por via intraperitoneal 0,2 mL de solucion de
las dosis establecidas. Transcurridas 24 horas, se tomo el registro del nimero de
ratones muertos en cada dosis de veneno administrado y se observaron los
sintomas producidos por el envenenamiento, se determind la Dosis Letal 50% con
sus respectivos intervalos de confianza del 95%. Los animales que sobrevivieron
fueron eutanasiados con sobredosis de Ketamina (50mg/ml) y Xilacina (20mg/ml).
(Instituto Clodomiro Picado, 2007).

Determinacion de la actividad coagulante.

Para esta actividad fueron agregados 0.2 mL de plasma o solucion de fibrinbgeno
de humano, a tubos de ensayo, los cuales se llevaron a incubacion durante 3
minutos en bafio de agua a 37 °C. Seguidamente, a cada tubo se le adicioné 0.1
mL de diferentes concentraciones de veneno disueltas en PBS (25, 50, 75, 100, 125
y 150 ug pL), por triplicado para cada concentracion dosis y fue utilizado como
control negativo 0.1 mL de PBS, de igual forma, como control positivo fue utilizado
0.1 mL de solucién de trombina, ambas agregadas a las soluciones de plasma
incubadas. Para la determinacion de la actividad coagulante se tomé el tiempo de
coagulacion mediante un cronémetro y se realizé una curva dosis-respuesta, con el
fin de cuantificar la concentraciéon de veneno que induce coagulacion del plasma

en 60 segundos (Instituto Clodomiro Picado, 2007).

Determinacion de la actividad hemorragica.

La determinacion de la actividad hemorragica se llevd a cabo mediante la
metodologia propuesta por Jenkins et al., 2017, donde grupos de 4 ratones adultos
machos, fueron tratados con diferentes concentraciones del veneno de B. schlegelii
(60, 80, 100 y 120 pg/uL), los ratones fueron inmovilizados por la regién dorsal, y
seguidamente se inyectaron 0,1 mL de solucion de veneno por via intradérmica,
transcurridas 2 horas los ratones fueron eutanasiados por medio de sobredosis de
Ketamina (50mg/mL) y Xilacina (20mg/mL). Seguidamente, se procedid a realizar
un corte transversal en el dorso superior con el fin de exponer la piel y observar el
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efecto hemorragico producido por el veneno. Al terminar el procedimiento, todos los
ratones fueron colocados sobre una hoja blanca de papel debidamente milimetrada
junto con la tabla Pantone (Figura 4). Una vez terminado este procedimiento, se
tomaron dos fotografias en una caja de luz de cada conjunto de ratones. Después
de obtener todas las fotos, se pasaron a formato PDF y fueron ingresadas al
programa Inkscape 0.91 para poder obtener los valores de R, G y B del Pantone,
de esta manera se obtuvo el valor de la unidad hemorragica teniendo en cuenta el
area y la profundidad de la lesién, debido a la hemoglobina que es producida por la
extravasacion de la ruptura de la membrana basal y los vasos capilares (Jenkins et
al., 2017).

Cajade luz

Figura 4. En la parte izquierda, la caja de luz. A la derecha el montaje de los ratones,
teniendo en cuenta la ubicacion tanto de la regla, los ratones y el pantone. Tomada
de Jenkins et al., 2017.

Determinacion de la actividad miotoxica.
Se prepararon soluciones con diferentes concentraciones del veneno (5, 10, 20y

40 pg/uL), utilizando PBS como diluyente, para este procedimiento se inyectaron
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0.1 ml de cada solucién, por via intramuscular en el gastrocnemio, a grupos de 4
ratones, y fue inyectado 0.1 ml de PBS al grupo control utilizando la misma via. Tres
horas después de la inyeccion, los animales fueron anestesiados con Ketamina
(50mg/mL) y Xilacina (20mg/mL) mediante inyeccion intraperitoneal, y se procedi
a obtener una muestra de 25 pL aproximadamente de sangre mediante puncion
cardiaca, utilizando un catéter de 21 mm, colectados en microtainers de tapa
amarilla con gel separador polimero tixotropico inerte y de esta forma determinar la
actividad de creatinina quinasa del plasma (Instituto Clodomiro Picado, 2007).

mediante espectrofotometria (LinaLab).

Determinacion de la actividad edematizante.

Se prepararon diferentes concentraciones del veneno con base a concentraciones
de referencia (Prezotto-Neto et al., 2016) (0.625, 1,25, 2,5y 5 ug/uL), que fueron
diluidas utilizando PBS. Seguidamente fueron inyectados 50 pL de cada solucion,
por via subcutanea en la almohadilla plantar de la pata derecha a grupos de 4
ratones, la pata izquierda fue inyectada con 50 pL de PBS en las mismas
condiciones. El incremento en el grosor de la pata fue medido con un calibrador en
la misma parte anatomica, donde fueron inyectadas las dosis una hora después.
Posteriormente, para calcular la magnitud del edema este fue expresado en
porcentaje de edema por aumento del grosor de la pata, teniendo en cuenta el
siguiente calculo: (Grosor de la pata derecha/ grosor de la pata izquierda) x 100] —
100. Finalmente, se realizé una curva dosis-respuesta, y se determiné la dosis de
veneno que induce un edema del 30%, que corresponde a la dosis edematizante
minima (Instituto Clodomiro Picado, 2007).

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos en cada fase experimental fueron corridos empleando el
software R version 4.2.3. Para el andlisis de la dosis letal DLso, este fue determinada
utilizando una prueba de regresion de Probit. Las dosis minimas coagulante,

hemorragica y edematizante, se calcularon mediante analisis de regresion lineal y
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logaritmica teniendo como criterio el coeficiente de determinacion R y R? mas

proximoa lo -1.

Adicionalmente, se realiz6 un analisis de comparacién multiple en donde se tuvo en
cuenta la prueba de normalidad y homogeneidad de varianza (p>0.05), con lo cual
se procedi6 a realizar diferentes analisis de comparacion de grupos. Asi, para el
analisis de miotoxicidad se utilizd una prueba de ANOVA seguido de un andlisis de
comparacion multiple de Tukey y para los andlisis de edema se utilizo la prueba de
Kruskal- Wallis seguido de un analisis de comparacion de grupo de Wilcoxon con

ajuste a Bonferroni. Los datos son expresados por la media y la desviacidén estandar.

RESULTADOS

ACTIVIDAD LETAL

La actividad letal del veneno de la especie B. schlegelii fue medida mediante la DLso
teniendo en cuenta los datos de supervivencia de los ratones inyectados con el
veneno (Tabla 1).

Tabla 1. Cantidad de ratones vivos y muertos para cada dosis de veneno

transcurridas 48 horas después de la inoculacion del veneno.

CONCENTRACION DE RATONES VIVOS RATONES MUERTOS
VENENO (ug/pL)
60 4 0
80 4 0
120 4 0
180 4 0
240 2 2
300 2 2




Para establecer este valor se realiz6 una prueba de regresion de Probit y se

reportaron en este trabajo una DLso de 276,52 pug (Figura 6), para reportar la dosis

en pg/g se dividié por el peso de los ratones los cuales se encontraban en una media

de 25 g y se reporté una dosis de 11,0608 pg/g. También, durante el tiempo de

supervivencia de los animales,

fueron observados diferentes signos de

envenenamiento presentados desde la menor concentracion hasta la mayor (Tabla

2) (Figura 5A-5B).

Tabla 2. Signos reportados para cada concentracion de veneno y su tiempo de

aparicion.

CONCENTRACION SIGNO TIEMPO DE
DE VENENO APARICION
(MG/pL)
60 Piloereccion, cambios 2 horas
comportamentales. 24
horas después de la
inyeccion  los  signos
habian desaparecido. No
hubo muertes
80 Piloereccion, Temblores 1 hora

en el cuerpo y la boca,
Distension abdominal,
cambios
comportamentales. 24
horas después de la
inyeccion los signos
habian desaparecido. No

hubo muertes
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120 Piloereccion, Temblores Media hora
en el cuerpo y la boca,
Distension abdominal,
cambios
comportamentales. 24
horas después de la
inyeccion los signos
habian desaparecido. No
hubo muertes
180 Piloereccion, Temblores Media hora
en el cuerpo y la boca,
Distension abdominal,
cambios
comportamentales. 24
horas después de la
inyeccion los signos
habian desaparecido. No
hubo muertes
240 Piloereccion, Temblores Inmediatamente
en el cuerpo y la boca,
Distension abdominal,
cambios
comportamentales. 24
horas después de la
inyeccion hubo dos
muertes
300 Piloereccion, Temblores Inmediatamente
en el cuerpo y la boca,
Distension abdominal,

cambios
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comportamentales. 24
horas después de la
inyeccion hubo dos

muertes

Al momento de la laparotomia se observa hemorragia en todos los grupos
estudiados transcurridas 48 horas; para el caso de los ratones que murieron en las
dosis de 240 y 300 ug a las 24 horas se observo una hemorragia mas marcada en
la parte del abdomen y la caja toracica con presencia de formacion coagulos de

sangre.

Figura 5. A. Distension abdominal generada por el veneno de B. schlegelii. B.
Cambio en el comportamiento del raton. Por: J.C. Viveros E, 2022. Del Centro de
Investigaciones Biomédicas- CIBUC-BIOTERIO-UNICAUCA. Popayan, Cauca.
Colombia.
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Figura 6. Dosis letal 50 del veneno de B. schlegelii en ratones. Se usaron 6 dosis
de veneno (60, 80, 120, 180, 240 y 300 ug/uL). El grafico representa la probabilidad
de muerte para cada dosis.

ACTIVIDAD COAGULANTE

Para la evaluacion de la actividad coagulante del veneno, se observé una tendencia
en la que, a medida que iba aumentando la dosis del veneno el tiempo que se
demoraba en coagular el plasma era menor, asi en la dosis de 25ug (124.67 + 11.23
s)y 50ug (63.33 + 15.50 s), se observo una diferencia significativa en comparacion
con las dosis de 75ug (24.33 £ 2.52 s), 100ug (27 £ 1 s), 125ug (24.33+1.52s) y
150ug (20.67 £ 3.05 s), a su vez estas concentraciones no presentaron diferencias
significativas con el grupo de control + (18.33 = 2.08 s), lo que sugiere un efecto
coagulante por parte del veneno de la especie B. schlegelii (Figura 7).
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Figura 7. Efecto coagulante del veneno de la especie B. schlegelii. Los valores
representan la media + SD del tiempo en segundos transcurrido antes de la
coagulacion de la muestra, en diferentes dosis. El analisis estadistico realizado fue
un ANOVA de una via, seguido por la prueba de Tukey de comparacion de grupos.
*P<0.05, **P<0.01, ***<0.001.

Para determinar la dosis minima coagulante (DMC) se procedio a hacer un analisis
de regresion logaritmica teniendo en cuenta los promedios de los tiempos obtenidos

en la prueba (Figura 8), dando como resultado una DMC valor de 59,82 ug.
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Figura 8. Dosis minima coagulante del veneno de B. schlegelii en ratones. Se
usaron 6 dosis de veneno (25, 50, 75, 100, 125 y 150 ug/uL). El grafico representa

el promedio de la coagulacion de las dosis en el plasma.

ACTIVIDAD EDEMATIZANTE

Para la actividad de formacion de edema, se noto un claro aumento en el tamafio
de la almohadilla plantar. En los primeros minutos evaluados (30 y 60min) se
observé la formacién de edema en todas las concentraciones utilizadas, pero fue
mas notorio en las concentraciones mas altas. En las concentraciones de
0.625ug/uL (0.099 £ 0.016 %), 1.25ug/pL (0.10 + 0.016 %), 2.5ug/uL (0.114 + 0.02
%) y 5ug/ul (0.117 £ 0.02%), se observo una diferencia significativa en el porcentaje
de edema cuando fueron comparadas con la solucion de PBS (0.08 = 0.008 %)
(Figura 9). Para los tiempos de 120min (0.097 + 0.024 cm), 180min (0.10 + 0.023
cm) y 240min (0.098 = 0.020 cm) se observo un aumento considerable en el grosor
de la almohadilla plantar, siendo los valores obtenidos de edema en estas horas los
mayores en toda la prueba, para los tiempos de 300min (0.089 + 0.014 cm) y 360min
(0.084 + 0.012 cm) el edema empez6 a disminuir y a nivelarse con los valores del
control negativo y a los 420min el edema habia desaparecido y se encontraba al

nivel de los valores del control negativo, por lo anterior se decidi6é parar la prueba
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en 8 horas y no realizarlo hasta las 12 horas (Figura 10). Se observa una propension
en los datos donde desde el principio las concentraciones (0.625, 1.25, 25y 5
Mg/uL) crean un edema y conforme el tiempo (3 h, 4h, 5h) avanza el edema va

disminuyendo (Figura 11).
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Figura 9. Efecto edematizante generado por el veneno de la especie B. schlegelii.
Los valores representan la media £+ SD del % de edema en relaciéon con las dosis
evaluadas. El andlisis estadistico realizado fue una prueba de Kruskal-Wallis,
seguido por la prueba de Wilcoxon con ajuste a Bonferroni de comparacion de
grupos. *P<0.05, *P<0.01, **<0.001.
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Figura 10. Efecto edematizante generado por el veneno de la especie B. schlegelii.
Los valores representan la media = SD del % de edema con relacion al tiempo. El
andlisis estadistico realizado fue una prueba de Kruskal-Wallis, seguido por la
prueba de Wilcoxon con ajuste a Bonferroni de comparacion de grupos. *P<0.05,
**P<0.01, ***<0.001.
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Figura 11. Actividad Edematizante del veneno de Bothriechis schlegelii observada

en la formacion del Edema en el Tiempo y teniendo en cuenta las Dosis.
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Para determinar la dosis minima edematizante se procedio a hacer un analisis de
regresion logaritmica teniendo en cuenta los promedios de edema de las dosis en

el tiempo de 2 horas (Figura 12) dando como resultado un valor de 0,81 ug.

&0 -

a0

Edema (%)

40 /

301 - ST

0625 1250 1875 2500 34125 3750 4375 5000
Dosis (HgfuL)

Figura 12. Dosis minima edematizante del veneno de B. schlegelii en ratones. Se
usaron 4 dosis de veneno (0.625, 1.25, 2.5 y 5 ug/uL). El gréfico representa el

promedio de la formacion del edema.

ACTIVIDAD MIOTOXICA

Los valores de CK obtenidos dieron como resultado una variacidn muy notoria entre
dosis, pero dentro de una misma dosis no se encontraron variaciones en los datos
(Tabla 2). Se obtuvieron valores de un grupo control PBS (433.75+18.28 U/L) y se
compararon con los valores obtenidos para cada concentracion; 5 g
(1051.254+51.98 U/L), 10 g (370.5£23.74 U/L), 20 pg (871.75+11.92 U/L) y 40 ug
(677.75£15.28 U/L), se encontraron diferencias significativas en los valores de PBS

y las demas concentraciones (Figura 14).
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Tabla 3. Valores de CK (U/L) en la sangre para cada uno de los grupos de ratones.

PBS 5ug 10 ug 20 ug 40 pg
447 U/L 1127 U/L 396 U/L 887 U/L 691 U/L
450 U/L 1040 U/L 340 U/L 860 U/L 660 U/L
427 U/L 1010 U/L 366 U/L 875 U/L 670 U/L
411 U/L 1028 U/L 380 U/L 865 U/L 690 U/L

A W DN P

Al encontrarse estos valores asi de dispersos y muy variables entre grupos y sin un
comportamiento de los datos claros no se pudo hallar la dosis minima miotoxica. A
su vez, al momento de realizar la diseccién se observo que el veneno generd una
mionecrosis en el sitio donde se realizo la inyeccion y conforme la concentracion de

veneno aumentaba, el dafio también lo hacia (Figura 13).

Figura 13. Aumento en el dafio muscular dependiendo de las dosis del veneno
(PBS, 5, 10, 20 y 40 pg), visto de izquierda a derecha. Por: J.C. Viveros E, 2022.
Del Centro de Investigaciones Biomédicas- CIBUC-BIOTERIO-UNICAUCA.

Popayan, Cauca. Colombia.
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Figura 14. Efecto miotdxico del veneno de la especie B. schlegelii. Los valores
representan la media £ SD de los valores de creatinina kinasa U/L en la sangre de
ratones. Se usaron 4 dosis de veneno (5, 10, 20 y 40 pg/uL). El analisis estadistico
realizado fue un ANOVA de una via, seguido por la prueba de Tukey de

comparacién de grupos. *P<0.05, **P<0.01, ***<0.001.

ACTIVIDAD HEMORRAGICA

Para la evaluacion de la actividad hemorragica, en este trabajo se emple6é una
metodologia que tuvo en cuenta el rea de la hemorragia y la intensidad de la
coloracion, con el fin de hallar la dosis minima hemorragica (DMH) determinada por
las unidades hemorragicas; después de transcurrido un tiempo después de la
inyeccion, se observé que el abdomen de los ratones presentaba una lesién en el
tejido, lo cual mostraba presencia de hemorragia. La DMH se calculé mediante una
linea de tendencia, en este caso lineal, de los promedios de las unidades

hemorragicas UH=50, y se reporta en 11.90 ug /g (Figura 15).
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Figura 15. Dosis minima hemorragica del veneno de B. schlegelii en ratones. Se
usaron 4 dosis de veneno (60, 80, 100 y 120 ug/uL). El grafico representa el

promedio de las unidades hemorragicas, con relacién a la concentracion.

DISCUSION

En este trabajo se reportan los diferentes efectos de las actividades toxinolégicas;
como lo son la actividad hemorragica, miotdxica, edematizante, coagulante y letal,
producida por el veneno de una poblacién de B. schlegelii con distribucion en el

departamento del Cauca.

La letalidad del veneno es la accion en conjunto de los componentes que conforman
el veneno (Instituto Clodomiro Picado, 2007). La DLso reportada para este estudio
es de 11,0608 ug/g, siendo variable en comparacion con otros estudios realizados
con la especie Bothriechis schlegelii, pero de diferente distribucién. Gutiérrez &
Chaves, 1980, presentan en su estudio una dosis de 34 ug/g siendo altamente letal
y siendo muy diferente a la reportada en este trabajo. A su vez la dosis letal (7,5
Hg/g) presentada por Kuch et al., 1996 demuestra una DLso menor a la hallada en
este trabajo demostrando una letalidad mucho mayor. Al realizar una comparacion
con estudios recientes como el de Prezotto-Neto et al., 2016 se observa una
diferencia importante entre las poblaciones de Costa Rica (5,6 pg/g) y la del norte
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de Colombia (9,24 ug/g), pero presentando efectos y dosis similares siendo
poblaciones geograficamente diferentes . Por otro lado, Montealegre-Sanchez et al.,
2021 reporta tres dosis (13,35 ug/g, 26,7 pg/g, 8,43 ug/g) de diferentes poblaciones
de B. schlegelii y se observa una diferencia considerable entra las dosis reportas.
De esta forma, la letalidad del veneno muestra una relacion con los dafios necroticos
y hemorragicos, pero sin poder relacionar las demas actividades nombradas con la

letalidad del veneno.

Otra actividad importante evaluada es la coagulante, la cual se estimé en plasma
de humano citratado y se determiné una DMC de 59.82 + 5.9 ug. Esta medida
concuerda con las dosis reportadas (63,69 £+ 0,02, 67,54 + 0,09, 275,90 £ 0,06) para
tres individuos de esta especie, siendo esta dosis cercana a dos de las reportadas
para B. schlegelii del departamento del Valle (Montealegre-Sanchez et al., 2021).
Asimismo, estudios anteriores donde se tuvo en cuenta varias especies del género
Bothriechis, sugiere que la DMC reportada en este trabajo, presenta un efecto
coagulante menor que la poblacion de B. schlegelii (13 pg/mL) de Costa Rica, pero
un mayor efecto que la especie B. nigroviridis (79 £ 6 pg/mL) (Fernandez et al.,
2010; Lomonte et al., 2012). Los efectos coagulantes se pueden atribuir en un
veneno a las PLA2 y a las SVMP encargadas de activar un efecto en la cascada de
coagulaciéon y mostrar un efecto procoagulante, la posible accion de las PLA2,
presentando un efecto postsinaptico en el musculo, encontrado en el proteoma de
B. nigroviridis y B. schlegelii explica los efectos producidos por el veneno de B.
schlegelii en el Departamento del Cauca encontrados en este trabajo (Montealegre-
Sanchez et al., 2021; Rodriguez et al., 2010; Youngman et al., 2022).

Por otro lado, un efecto importante de las serpientes del género Bothriechis es su
actividad edematizante, la cual constituye una de las principales manifestaciones
locales. El efecto edematizante se puede atribuir a manifestaciones hemorragicas
ya reportadas (Lomonte et al., 2012; Montealegre-Sanchez et al., 2021), esto se
debe a que como respuesta fisioldgica de defensa ocurre un proceso inflamatorio,

caracterizado por dolor, hinchazén, entre otros; los sensores quimicos
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desencadenan estos efectos y originan vasodilataciéon y aumentan la permeabilidad
vascular, generando que se extravase la sangre al tejido generando el edema
(Mamede et al., 2020). En este trabajo evaluamos la actividad de formacion de
edema en la pata del raton a diferentes tiempos y concentracion, observando que,
en todas las concentraciones utilizadas se formo6 edema, llegando a una formacion
maxima de edema (0,15 cm) a las 4 horas a una concentracion de 2,5 ug/uL,
seguido de una disminucién continua en el tiempo del proceso inflamatorio y
desapareciendo a las 8 horas. Adicionalmente, fue calculada la DME tomando, el
tiempo donde se presentara un edema del 30% (2 horas) teniendo en cuenta los
valores de todas las concentraciones; la DME hallada fue de 0,81 + 0,63 ug /g. No
obstante, en otros estudios se evidencia el efecto edematizante que genera el
veneno de diferentes poblaciones de Costa Rica y Colombia de B. schlegelii en
dosis de 0.5, 1, 2, 4 y 8 pg/uL en ratones, donde se observa edema, pero conforme
avanzaba el tiempo esta accidon disminuye hasta desaparecer (Prezotto-Neto et al.,
2016); a su vez, el estudio realizado con varios individuos de la especie B. schlegelii
en el departamento del Valle del Cauca, presenta formacién de edema media hora
después de ocurrida la inyeccion de veneno y va disminuyendo conforme avanza el
tiempo hasta desaparecer (Montealegre-Sanchez et al., 2021). Por otra parte, la
DME encontrada en este trabajo, presenta una menor actividad al comparar esta
dosis con otras dosis reportadas para poblaciones de esta especie reportada en el
mismo género para la especie B. nigroviridis (8 pug) (Fernandez et al., 2010)

Para la evaluacion de miotoxicidad del veneno se tuvo en cuenta los valores de CK
(creatina quinasa) plasméatica (Mamede et al., 2020). En este estudio los valores de
CK comparados entre grupos no presentaron un claro comportamiento dosis—
respuesta de los datos, también es consistente con lo reportado por Lomonte et al.,
2012, el cual reporta una clara inclinacion de dispersion en los datos evaluados de
la especie B. supraciliaris y B. schlegelii. Consecuentemente, estudios realizados
con el género Bothrops, también han demostrado un efecto igual al reportado en

este estudio, con la gran diferencia de haber utilizado solo una concentracion y
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evaluar los valores de CK en el tiempo, obteniendo como resultados un
comportamiento de los datos parecido de aumento y disminucion de los valores
evaluados (Mora-obando et al., 2013). De manera general y de acuerdo a otros
estudios la especie B. schlegelii en su proteoma presenta una alta cantidad de PLA2
y un bajo porcentaje de SVMP; mostrando un alto efecto miotoxico y hemorragico
(Lomonte et al., 2012). Segun Gutiérrez & Chaves, 1980 los individuos de B.
schlegelii muestran un efecto altamente mionecrotico especificamente necrosis de
tipo miolitico. Aunque las SVMP, PLA2 0 SVSP tienen un efecto mionecrotico, estas
toxinas pueden afectar los valores de CK aumentandolos o alterandolos debido a la
accion hemorragica, que afecta los valores y no permite que se pueda hallar una
DMM (Escalante et al., 2011; Mora-obando et al., 2013; Serrano & Maroun, 2005;
Gutierrez & Ownby, 2003).

Los resultados dejan ver un claro efecto hemorragico presentado en todas las dosis
testeadas lo cual, es consistente con los reportes clinicos del accidente ofidico de
la especie B. schlegelii (Lomonte et al., 2008). Su efecto puede estar asociado al
dafio en el tejido local y a posibles alteraciones hemodinamicas, que se relacionan
al efecto de los compuestos proteicos presentes en el veneno de estas serpientes
como lo son: las metaloproteinasas dependientes de zinc (SVMP) y las
serinproteasas (SVSP), las cuales han sido reportadas en la prote6mica de una
poblacién de B. schlegelii de Costa Rica (Escalante et al., 2011; Gutiérrez et al.,
2016; Pla et al., 2017). De acuerdo con los resultados de este trabajo, se reporta
una DMH de 11,9 £ 2,7 ug/g de veneno, la cual es mayor a la dosis (1.7 pg) que se
reporta en un primer estudio por Gutiérrez & Chaves, 1980 realizado en Costa Rica.
Otro estudio llevado a cabo por Kuch et al., 1996 demostré que el veneno de la
especie B. schlegelii del Ecuador no indujo ningun efecto hemorragico. Por otro
lado, nuestro estudio demuestra que la poblacion del departamento del Cauca
posee una dosis hemorragica mayor a la reportada para una poblacion de Costa
Rica (3,9 ug) y muy parecida a la dosis de la poblacion de Colombia (14,2 pg), con

distribucion en el departamento de Antioquia (Prezotto-Neto et al., 2016). Un estudio
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realizado en el Valle del Cauca por Montealegre-Sanchez et al., 2021 reporta que
ninguno de los venenos de los individuos presentd un efecto hemorragico. Se debe
tener en cuenta que la DMH en estos trabajos se define como aquella dosis capaz
de provocar un area de lesion de 10 mm, mientras que en esta investigacion se
empleo la técnica descrita por Jenkins et al., 2017, donde se evalla tanto el area
como la intensidad de la lesion, asociadas en una medida de intensidad de unidad
hemorrégica (HaU), lo cual puede justificar, en parte, la diferencia encontrada con
otros trabajos.

Por ultimo, podemos atribuir las diferencias presentadas dentro de los individuos de
la misma especie a variaciones interespecificas entre poblaciones, clases, edad y
tamafio de los individuos, que se da debido a que el veneno es un rasgo ecoldgico
gue evoluciona de manera dinamica, existen componentes ecoldgicos que afectan
a las serpientes como lo son el clima, la geografia, asi como también la alimentacién
y el sexo, interfieren con la composicién del veneno y los efectos generados por la
accion de componentes (Casewell et al., 2020; Jackson et al., 2019; Montealegre-
Sanchez et al., 2021). Estas caracteristicas son notorias al compararse con los
estudios realizados en Costa Rica, Antioquia y Valle del Cauca donde se
evidenciaron diferencias en los efectos del veneno de B. schlegelii siendo el veneno
de la poblacion del Cauca mas hemorragico, mas coagulante y menos letal que las
otras poblaciones. Esto indica que a pesar de que los venenos ejercen la misma
actividad funcional, las toxinas responsables varian significativamente en su

bioguimica.

CONCLUSIONES
e Se determind la DLso del veneno de Bothriechis schlegelii dando como
resultado 11,0608 pg/g siendo la mayor dosis reportada y la poblacion con
menor letalidad hallada para esta especie.
e Se hallaron la dosis hemorragica, edematizante y coagulante dando como
resultado 11,9 £ 2,7 ug, 0,81 £ 0,63 ug /g y 58.92 + 5.9 ug respectivamente.
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e Se obtuvieron los valores de CK en la sangre, pero debido a dispersion de
los datos entre concentraciones, no se hall6 una DMM, se analizaron los

datos y se observo la relacion entre ellos.
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ANEXOS
e Analisis en el programa Inkscape para la prueba hemorragica (PBS)
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e Analisis en el programa Inkscape para la prueba hemorragica (80 ug)
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e Analisis en el programa Inkscape para la prueba hemorragica (120 pg)
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