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ABSTRACTO

El estatus taxonomico de la vibora de importancia médica del complejo Bothrops atrox-asper

endémico de Venezuela, que ha sido clasificado como Bothrops colombiensis, permanece:

"incertae cedis". Para ayudar a resolver esta pregunta, el proteoma del veneno de B. colombiensis se caracterizé
por el fraccionamiento por HPLC de fase inversa seguido del andlisis de cada fraccion cromatografica por SDS-
PAGE, secuenciacion N-terminal, huellas digitales de masas MALDI-TOF y espectrometria de masas en tandem
de disociacion inducida por colision de péptidos tripticos. El veneno contenia proteinas pertenecientes a 8 tipos
de familias. Pl Znz+-

metaloproteinasas y K49 PLAz esas moléculas comprenden mas del 65% de las proteinas del veneno.

Otras familias de proteinas de veneno comprendian PIIl Zn2 +-metaloproteinasas (11,3%), D49 PLAzs (10,2%), L-
aminoécido oxidasa (5,7%), la desintegrina colombistatina de tamarfio medio (5,6%),

serina proteinasas (1%), péptidos potenciadores de bradicinina (0,8%), un fragmento de DC (0,5%) y una proteina
CRISP (0,1%). Una comparacion de los proteomas de veneno de B. colombiensis y B. atrox

no apoyo la sinonimia sugerida entre estas dos especies. Los homoélogos mas cercanos a B. colombiensis Las
proteinas del veneno parecian ser toxinas de B. asper. Una estimacion aproximada de la similitud entre los
venenos de B. colombiensis y B. asper indicé que estas especies comparten aproximadamente 65-70% de sus
venenos (proteomas). El estrecho parentesco de B. colombiensis y B. asper apunta al antepasado de B.
colombiensis como la fundadora centroamericana. Este hallazgo puede ser relevante para reconstruir la historia
natural y la cladogénesis de Bothrops. Ademas, la reactividad cruzada inmunoldgica practicamente indistinguible

de un antisuero venezolano (producido contra una mezcla
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de B. colombiensis y Crotalus durissus cumanensis venenos) y el antiveneno polivalente ICP costarricense

(producido contra una mezcla de B. asper, Crotalus simus, y Lachesis stenophrys venenos) en contra de los

venenos de B. colombiensis y B. asper, apoya este punto de vista y sugiere la posibilidad de usar indistintamente

estos antivenenos para el manejo de mordeduras de serpientes por cualquiera de estas especies de Bothrops.

Sin embargo, nuestros analisis también evidenciaron la limitada capacidad de reconocimiento o avidez de ambos

antivenenos hacia una serie de componentes del veneno de B. colombiensis y B. asper en particular

desintegrinas de tamafio mediano, péptidos potenciadores de bradiquinina, PLAz proteinas y Pl Znz+-

metaloproteinasas.

© 2009 Elsevier BV Todos los derechos reservados.

1. Introduccién

El género Bothrops (subfamilia Crotalinae de Viperidae) comprende 32 (http://
www.reptile-database.org) o 37 especies

[11 de pitvipers, comUnmente conocidas como puntas de lanza, que estan
ampliamente distribuidas en América Latina tropical, desde el noreste de
México hasta Argentina, y el sur de las islas del bajo Caribe [1]. Entre la fauna
de viboras de pitbull de América del Sur, el género Bothrops muestra la mayor
diversidad con respecto al nimero de especies, morfologia y rasgos de
historia natural.[1,2]. El andlisis de divergencia de secuencia sugiere que el
antepasado comun de todos los Bothrops fue el primer viperido en colonizar
América del Sur, en algin momento durante el Mioceno, 10-Hace 23 millones
de afios (mya) [2]. La rapida dispersién y diversificaciéon de Bothrops en
Sudamérica puede haber ocurrido a través de radiaciones adaptativas en
hébitats desprovistos de competidores viperidos.[2]. Una sola especie, el
antepasado deB. asper, reinvadié América Central, donde sigue siendo la
Unica especie extendida de Bothrops [2]. El subsiguiente levantamiento de los
Andes del norte y las montafias de la parte baja de América Central en el
Mioceno tardio o Plioceno temprano (8-5mya), que culminé con el cierre del

Istmo de Panama 3,5mya

[3], puede haber fragmentado alin mas la herpetofauna centro y norte de
América del Sur en poblaciones alopétricas, influyendo asi en la cladogénesis
de Bothrops [2-5].

La filogenia de Bothrops ha sido objeto de varias revisiones taxonémicas,
pero aun no se comprende del todo
[1,2,6,7]. Bothrops (sensu lato) es un clado parafilético compuesto por al
menos cinco linajes separados [1,2,6]. EIBothrops asperatrox El complejo
representa un clado monofilético de viboras de fito de tamafio mediano a
grande ampliamente distribuidas por las partes tropicales de América Central
y del Sur. [1,2]. El estado y las alianzas filogenéticas de muchas de las especies
reconocidas convencionalmente dentro delasper-atrox grupo (B. asper, B.
atrox,

B. colombiensis, B. isabelae, B. leucurus, B. marajoensis, B. moojeni,

y B. pradoi) todavia estan abiertos a la discusion [2,6,8]. Resolver las
identidades de las poblaciones y los limites de las especies dentro delB. asper-
atrox complejo sigue siendo un problema desafiante que requiere una mayor
revisién taxonémica.

Descrito originalmente por Hallowell en 1845 como Trigonocephalus
colombiensis [9], el estado taxonémico de B. colombiensis (Manapare
Lancehead Viper; localidad tipo,"Republica de Colombia, a menos de
doscientas millas de Caracas, Venezuela") ha sido un tema de debate [10]. El
nombreB. colombiensis se ha utilizado para las poblaciones del B. asper-atrox
grupo del norte de Venezuela. Roze[11] mencioné que el propio Hallowell
sospechaba T. colombiensis ser idéntico con T. lanceolatus (B. atrox). Sandner-

Montilla [12] considerado el nombre B. colom-

biensis como nomen oblitum y sinénimo de B. lanceolatus

descrito por Lacépéde en 1789. Johnson y Dixon [10]

considerado B. colombiensis en la sinonimia de B. atrox.

Sin embargo, el analisis de la secuencia de ADN mitocondrial mostré que

B. colombiensis es distinto de B. atrox de Surinam, y méas cerca de B. asper de
Belice [2]. B. asper también fue reconocido como conespecifico con B. atrox
antes de ser separado por Hoge [13]

basado en sutiles diferencias morfoldgicas. La mayoria de las autoridades
ahora consideranB. atrox y B. asper como especies distintas [1]. El rango deB.
atrox rodea parcialmente la supuesta gama de B. colombiensis (Venezuela
occidental, central y nororiental y norte del rio Orinoco [14]), excepto en el
centro norte de Venezuela, y referencias que reconocen B. atrox y B.
colombiensis como diferentes no indican simpatia de las dos especies [1]. Por
otro lado,B. asper, otra especie adaptable de amplio rango, comparte una
relacién de distribucién con

B. colombiensis en el norte de América del Sur. Segiin Campbell y Lamar[1],
las especies B. asper y B. atrox se distribuyen en Venezuela, pero estos
autores no reconocen B. colombiensis como una especie separada.
Claramente, el estado evolutivo y taxonémico de las poblaciones venezolanas
del complejo B. asper-atrox conocido comoB. colombiensis es incierto y
requiere mas estudios.

En las Ultimas décadas, se han logrado avances significativos en la
resolucién de filogenias como resultado directo de la aceptacién y el
refinamiento de los métodos cladisticos. Ademas, el uso combinado de
caracteristicas moleculares (en particular, informacién de secuencia de ADN
mitocondrial y actividades enzimaticas) con caracteres morfolégicos
tradicionales ha ayudado a aumentar la solidez y resolucién de hipétesis
filogenéticas. El veneno es un rasgo derivado compartido de las serpientes
avanzadas (Caenophidia). La composicién del veneno de serpiente se hereda
en lugar de ser inducida por el medio ambiente, y estd bajo un estricto
control genético.[15] y por lo tanto, la tipificacién de la proteina del veneno
puede generar valiosos marcadores moleculares para fines taxonémicos.
[dieciséis-18]. Ademas de la importancia evolutiva y ecoldgica de los venenos,
el envenenamiento accidental por mordedura de serpiente constituye un
peligro para la salud publica de gran relevancia en Centro y Sudamérica que
tiene un impacto en términos de mortalidad y morbilidad.[19-24]. Las
especies de Bothrops infligen el noventa por ciento de las mordeduras de
serpientes en América Central y del Sur[19]. La especie prototipica delasper-
atrox complex se encuentran entre las serpientes venenosas mas peligrosas
de América Latina tropical. B. asper es considerada la serpiente mas peligrosa
de Centroamérica. En Costa Rica es responsable de la mayoria de las
mordeduras de serpientes[20-24]. B. atrox es la causa de mas muertes

humanas en América del Sur que cualquier otro reptil estadounidense

[22]. En VenezuelaB. colombiensis se ha informado a la cuenta
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para mas del 36% de los mas de 5000 accidentes por mordedura de serpiente
causados anualmente por especies del género Bothrops, Bothriechis,
Bothriopsis, Porthidium, Crotalus, Lachesis y Micrurus [14,25]. En el periodo
1980-1990, se registraron 586 muertes por mordedura de serpiente en
Venezuela, lo que representa la principal causa de mortalidad por
envenenamiento animal en este pais [26,27].

Los venenos de ambosropoides inducen un cuadro fisiopatolégico
complejo caracterizado por efectos locales y sistémicos como edema,
mionecrosis, ampollas, hemorragia, desfibrinacién, shock y nefrotoxicidad. [20
-22]. Un conocimiento sélido de la composicién de toxinas de los venenos de
Bothrops no solo es relevante para la sistemética sino también para los
campos de la medicina, la farmacologia y la toxinologia. Aqui, presentamos
una caracterizacién proteémica detallada del veneno deB. colombiensis.
Comparacion de los proteomas de veneno de B. colombiensis, B. asper [5] y B.
atrox [28] sugiere un estrecho parentesco notable entre B. colombiensis y B.
asper de la vertiente del Pacifico de Costa Rica. Nuestros datos apoyan la

hipétesis de que la poblacién conocida como

B. colombiensis es probable que corresponda a B. asper. Ademas, un
antiveneno polivalente producido en el Instituto Clodomiro Picado (San José,
Costa Rica) contra una mezcla de venenos de

B. asper, C. simus, y L. stenophrys, y un antiveneno levantado en Venezuela
contra una mezcla de B. colombiensis y CD. cumanensisvenenos mostraron la
misma inmunorreactividad hacia B. asper y B. colombiensis toxinas. La
relevancia de esta observacién para la taxonomia y el manejo de mordeduras

de serpientesB. colombiensis se discute.

2. Seccion experimental
2.1. Venenos y antivenenos

El veneno de B. colombiensis fue agrupada de serpientes capturadas cerca de
las localidades venezolanas de Santa Barbara (Estado Barinas), San Felipe
(Estado Yaracuy), Barlovento (Estado Miranda) y Araira (Estado Miranda), y
mantenidas en cautiverio en el serpentario de la Universidad de Oriente,
Puerto La. Cruz, Venezuela. El veneno deBothrops atrox se obtuvo de
especimenes recolectados cerca de Pucallpa, Departamento de Ucayali, Perd,
y conservados en el serpentario del Museo de Historia Natural de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Muestras de veneno deB. asper
se obtuvieron de especimenes recolectados en las regiones del Caribe
(Distrito Quesada, San Carlos, provincia de Alajuela) y Pacifico (Distrito de
Sabanillas, Acosta, provincia de San José) de Costa Rica y mantenidos en
cautiverio en el Serpentario del Instituto Clodomiro Picado (Universidad de
Costa Rica, San José) [5]. Los venenos crudos se centrifugaron a baja velocidad
para eliminar las células y los desechos, se liofilizaron, se pesaron en una
microbalanza y se almacenaron a-20 ° C hasta su uso. Los grupos de veneno
se prepararon mezclando cantidades iguales de muestras de al menos 11
especimenes de ambos sexos del Caribe o de las regiones del Pacifico. Se ha
informado de la caracterizacién proteédmica de estos venenos.[5].

El antiveneno de caballo anti-botrépico y anticrotalico (ABC) utilizado para
el estudio del antivenédmico (Lote L138, fecha de caducidad: septiembre de
2009) se preparé contra una mezcla de venenos de Bothrops colombiensis y
Cd cumanensis en el Centro de Biotecnologia, Facultad de Farmacia,
Universidad Central de Venezuela (UCV). Las inmunoglobulinas se purificaron

mediante municién

precipitacién con sulfato de sodio y por digestién con pepsina. El antiveneno
polivalente (Crotalinae) (lote 4201007POLQ, fecha de caducidad: octubre de
2010) fabricado en el Instituto Clodomiro Picado (ICP), Universidad de Costa
Rica, se produjo inmunizando caballos con una mezcla de cantidades iguales
de veneno deBothrops asper, Crotalus simus, y Lachesis stenophrys obtenido
de especimenes adultos mantenidos en cautiverio en el serpentario del ICP
[29]. Las inmunoglobulinas completas se purificaron mediante precipitacion
con 4cido caprilico.[30]. La concentracién de IgG se determiné
espectrofotométricamente usando un coeficiente de extincion (€) de 1,4 para
una concentracion de IgG de 1 mg / ml a 280 nm utilizando una cubeta de

paso de luzde 1 cm [31].

2.2. Aislamiento de proteinas de veneno

Para separaciones por HPLC de fase inversa, 2-5 mg de veneno crudo
liofilizado de B. colombiensis se disolvieron en 100 pL de &cido trifluoroacético
(TFA) al 0,05% y acetonitrilo al 5%, y el material insoluble se eliminé mediante
centrifugaciéon en una centrifuga Eppendorff a 13.000 xgramo durante 10 min
a temperatura ambiente. Las proteinas en el material soluble se separaron

usando un ETTAN™ Sistema LC HPLC (Amersham Biosciences) y un

Licrosfera RP100 C18 columna (250 x 4 mm, 5 ptamafio de particula m) eluido
a1 ml/ min con un gradiente lineal de TFA al 0,1% en agua

(solucién A) y acetonitrilo (solucién B) (5% B durante 10 min, seguido de 5-15%
B durante 20 min, 15-45% B durante 120 min y 45-70% de B durante 20 min).
La deteccién de proteinas se realizé a 215 nmy los picos se recogieron
manualmente y se secaron en un Speed-Vac (Savant). Las abundancias
relativas (% del total de proteinas del veneno) de las diferentes familias de
proteinas en los venenos se estimaron a partir de la relacién de la suma de las
areas de los picos cromatograficos de fase inversa que contienen proteinas de
la misma familia con el &rea total de la proteina del veneno. picos. En sentido
estricto, y seguin Lambert-Ley de Beer, las cantidades relativas calculadas
corresponden a la “% de enlaces peptidicos totales en la muestra”, que es una
buena estimacién del% en peso (g / 100 g) de un componente de veneno en
particular. Las contribuciones relativas de diferentes proteinas que eluyen en
la misma fraccién cromatografica se estimaron por densitometria después de
la separacion SDS-PAGE.

2.3. Caracterizacion de proteinas aisladas por HPLC

Las fracciones de proteina aisladas se sometieron a andlisis de secuencia N-
terminal (usando un instrumento Procise, Applied Biosystems, Foster City, CA,
EE. UU.) Siguiendo las instrucciones del fabricante. Se realizaron busquedas
de similitud de secuencias de aminodcidos en los bancos de datos disponibles
utilizando el programa BLAST[32] implementado en el motor de busqueda
WU-BLAST2 en http://www.bork.embl-heidelberg.de. Las masas moleculares
de las proteinas purificadas se determinaron mediante SDS-PAGE (en geles de
poliacrilamida al 12 o 15%) y mediante espectrometria de masas de ionizacién
por electropulverizacién (ESI) utilizando un QTrap de Applied Biosystems.™
Espectrémetro de masas 2000 [33] operado en modo de carga multiple

mejorada en el rango 600-1700 m / z.

2.4, Digestion enzimatica en gel y huellas dactilares masivas

Las bandas de proteina de interés se escindieron de los geles SDS-PAGE

tefiidos con Coomassie Brilliant Blue y se sometieron a
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reduccién automatizada con DTT y alquilacién con yodoacetamida, y digestién
en gel con tripsina de pancreas bovino de grado de secuenciacién (Roche)
utilizando un digestor ProGest (Genomic Solutions) siguiendo las
instrucciones del fabricante. 0,65pL de las mezclas de péptidos tripticos
(volumen total de ~ 20 pL) se colocaron en un portamuestras MALDI-TOF,
mezclado con un volumen igual de una solucién saturada de a-acido ciano-4-
hidroxicindmico (Sigma) en acetonitrilo al 50% que contiene TFA al 0,1%,
secado y analizado con un espectrémetro de masas Voyager-DE Pro MALDI-
TOF de Applied Biosystems, operado en modos de extraccién retardada y
reflector. Una mezcla de péptidos tripticos deCratylia floribunda Lectina
semilla (cédigo de acceso SwissProt P81517) preparada y caracterizada
previamente en nuestro laboratorio se utilizé como patrén de calibracién de

masa (rango de masa, 450-3300 Da).

2.5. Masa en tdndem de disociacién inducida por colisién
espectrometria (CID-MS / MS)

Para la secuenciaciéon de péptidos, la mezcla de digestion de proteinas se
cargd en una columna capilar de nanopulverizacién y se sometié a andlisis de
espectrometria de masas de ionizacién por electropulverizacién (ESI)
utilizando un espectrémetro de masas QTrap (Applied Biosystems). [33]
equipado con una fuente de nanopulverizacién (Protana, Dinamarca). Se
analizaron iones doble o triplemente cargados de péptidos seleccionados de
los espectros de huellas dactilares de masa MALDI-TOF en modo MS de
resolucién mejorada y los iones monoisotépicos se fragmentaron usando

la herramienta Ion de producto mejorada con Qo captura. La resolucién
mejorada se realiz6 a 250 amu / s en toda la masa

abarcar. Los ajustes para los experimentos de MS / MS fueron los siguientes: Q1-
resolucién de la unidad; Energia de colisién de Q1 a Q2-30-40 eV; Barrera de
entrada Q3- 8 V; LIT (trampa de iones lineales) Q3 tiempo de llenado- 250 ms;
y tasa de escaneo Q3- 1000 amu / s. Los espectros CID se interpretaron
manualmente o utilizando una versién con licencia del programa MASCOT (
http://www.matrixscience.com) contra una base de datos privada que
contiene 927 secuencias de proteinas de viperidos depositadas en la base de
datos SwissProt / TrEMBL (UniProtKB / Swiss-Prot Release

56.4 de 4 de noviembre de 2008; UniProtKB / TrEMBL versién 39.4 del 4 de
noviembre de 2008;http://us.expasy.org/sprot/; 212 en SwissProt, 715 en
TrEMBL) més las secuencias de iones peptidicos previamente asignadas de
proyectos de veneno de serpientes llevados a cabo en nuestro laboratorio
[5,34-38]. La tolerancia de masa MS / MS se establecié en + 0,6 Da. La
carbamidometil cisteina y la oxidacién de metionina fueron modificaciones

fijas y variables, respectivamente.

2.6. Antivenenos: inmunodeplecién de las proteinas del veneno
Costa por los antivenenos polivalentes de Rican y Venezuela

Hemos acufiado el término "antivenenos" para la identificaciéon de proteinas
de veneno que portan epitopos reconocidos por un antiveneno utilizando
técnicas protedmicas [34]. Brevemente, se disolvieron dos miligramos de
veneno completo en 70uL de tampdn fosfato 20 mM, pH 7,0, mezclado con 4
mg de IgG antiveneno polivalente purificado e incubado con agitacién suave
durante 1 ha 37 ° C. A partir de entonces, 6 mg de antisuero IgG anti-caballo
de conejo (Sigma) en 350uSe afiadieron L de tampén fosfato 20 mM, pH 7,0, y
la mezcla se incub6 durante 1 hora mas a 37°C. Los inmunocomplejos se
precipitaron mediante centrifugacion a 13.000 rpm durante 30 min en una
centrifuga Eppendorf y el sobrenadante se sometié a separacién de fase

inversa como

descrito para el aislamiento de proteinas de veneno. Las fracciones de HPLC
se caracterizaron como se describié anteriormente. Las muestras de control
se sometieron al mismo procedimiento, excepto que no se incluyeron IgG

antiveneno en la mezcla de reaccion.
2.7. Neutralizacion de la letalidad

La capacidad del antiveneno polivalente ICP para neutralizar la actividad letal
de B. colombiensis el veneno se evaludé como se describié anteriormente [39].
Brevemente, la dosis letal mediana

(LD50) de veneno se estim6 en ratones CD-1 (16-18 g) inyectando
intraperitonealmente varias dosis de veneno. Fallecidos

se registraron durante 48 hy LDso fue estimado por probits. Para los ensayos
de neutralizacién, mezclas de una cantidad fija de

Se prepararon veneno y volimenes variables de antiveneno y se incubaron
durante 30 min a 37 ° C. Alicuotas de las mezclas,

que contiene 4 dosis letales medias (LDs0) de veneno, se inyectaron en
ratones CD-1 por via intraperitoneal. Control

los ratones recibieron 4 LDsos de veneno sin antiveneno. Fallecidos

se registraron durante 48 horas y la dosis efectiva media (DE50)

fue estimado por probits, y definido como la relacién veneno /

antiveneno en el que se logré un 50% de proteccién. EDs0 se expresé como
los miligramos de veneno neutralizados por mili-

litro de antiveneno [39].
2.8. Electroforesis en gel bidimensional (2-DE)

La 2-DE se realizé esencialmente de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (GE Healthcare Amersham Biosciences) a menos que se indique lo
contrario. Para enfoque isoeléctrico (IEF), 40ug de B. colombiensis, B. atrox y
B. asper los venenos se disolvieron en DeStreak™ solucién de rehidratacién
con anfolitos portadores al 1% pH 3-10y se aplica sobre 7 cm pH 3-10 tiras
lineales de gradiente de pH inmovilizado (IPG). La IEF se realizé con una
unidad de enfoque isoeléctrico Ettan-IPGphor a 20 ° C aplicando las siguientes
condiciones: 300 V (0,5 h), rampa a 1000 V (0,5 h), rampa a 5000 (1,3 h) y 5000
V(0,5 h) ). Después de IEF, las tiras de IPG se mantuvieron en-70 ° C hasta su
uso. Para la segunda dimensién (SDS-PAGE), los IPG se equilibraron durante
15 min con agitacién suave a temperatura ambiente en tampén de equilibrio
(6 Murea, 2% [p / v] SDS, 30% [v / v] glicerol, 50 mM Tris-HCl [pH 8,8]) que
contiene DTT al 1% (p / v), seguido de 15 min de equilibrio en tampdn que
contiene yodoacetamida al 3% (p / v). Luego se colocaron tiras de IPG encima
de 8-Geles SDS-PAGE al 15% y se procesan en una unidad de electroforesis
Protean II (Bio-Rad) a temperatura ambiente. Las manchas de proteina se

visualizaron mediante tincién con PlusOne™ protocolo de tincién con plata.

3. Resultados y discusion

3.1. Caracterizacion del proteoma del veneno de
B. colombiensis

A pesar de su importancia médica en Venezuela, la literatura sobre la
composicién de toxinas y actividades biolégicas del veneno de

B. colombiensis es escasa. De hecho, solo 6 referencias se enumeran en
PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) [40-45], y ninguna
secuencia de proteina de veneno de esta especie esta disponible en la base de

datos SwissProt / TrEMBL. Para abordar la necesidad


http://www.matrixscience.com
http://us.expasy.org/sprot/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez
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Figura 1 -Caracterizacién del proteoma del veneno de B. colombiensis. (A)
Separacién por HPLC de fase inversa de las proteinas del veneno de B.
colombiensis. Se aplicaron dos miligramos de proteinas totales de veneno a
un Lichrosphere RP100

Cig columna, que luego se desarrollé con las siguientes condiciones
cromatograficas: isocraticamente (5% B) durante 10 min,

seguido de 5-15% B durante 20 min, 15-45% B durante 120 min y 45-70% de B
durante 20 min. Las fracciones se recogieron manualmente y se
caracterizaron mediante secuenciaciéon N-terminal, espectrometria de masas
ESI, huellas dactilares de masas de péptidos tripticos y CID-MS / MS de iones
peptidicos seleccionados doble o triplemente cargados. Los resultados se
muestran entabla 1. (B) SDS-PAGE que muestra la composicién de proteinas
de las fracciones de proteina de veneno separadas por HPLC de fase inversa
mostradas en el panel Ay ejecutadas en condiciones no reducidas (paneles
superiores) y reducidas (paneles inferiores). Los marcadores de masa
molecular (en kDa) se indican al lado de cada gel. Las bandas de proteinas se
escindieron y se caracterizaron mediante huellas dactilares masivas y CID-

MS / MS. Los resultados se muestran entabla 1.

para estudios detallados del proteoma del veneno de B. colombiensis,
buscamos caracterizar el complemento de proteinas secretadas, lo que puede
contribuir a una comprensién mas profunda de la biologia, ecologia y
filogenética de esta poblacion de serpientes, y también puede servir como
punto de partida para estudiar las correlaciones estructura-funcién de toxinas
individuales. Con este fin, el veneno crudo agrupado se fraccioné por fase

inversa

HPLC (Figura 1A), sequido del anélisis de cada fraccién cromatogréfica
mediante SDS-PAGE (Figura 1B), secuenciacién N-terminal y espectrometria
de masas MALDI-TOF (tabla 1). Las fracciones de proteina que muestran una
sola banda electroforética, masa molecular y secuencia N-terminal se
asignaron directamente mediante analisis BLAST (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) a una familia de proteinas conocida. Las
fracciones de proteina que mostraban extremos N heterogéneos o
bloqueados se analizaron mediante SDS-PAGE y las bandas de interés se
sometieron a reduccién automatizada, carbamidometilacién y digestiéon
triptica en gel. Los péptidos tripticos resultantes se analizaron luego mediante
huella dactilar de masas MALDITOF seguido de determinacién de la secuencia
de aminodcidos de iones peptidicos seleccionados doble y triplemente
cargados mediante espectrometria de masas en tdndem de disociacién
inducida por colisién. Los espectros de iones del producto se interpretaron
manualmente parade novo secuenciacién y las secuencias de iones peptidicos
deducidas por CID-MS / MS (tabla 1y Tabla 2) se enviaron a busquedas de
similitud BLAST. Las 30 fracciones aisladas por HPLC de fase inversa (Figura 1)
comprendia al menos 20 proteinas diferentes (Tabla 3), que pertenecen a 8
grupos diferentes de toxinas (Figura 2), distribuida en 2 familias de proteinas

principales, metaloproteinasa de veneno de serpiente (SVMP) y fosfolipasa

(PLA2), que representan el 86% del total de proteinas del veneno y 6 familias
de proteinas menores (péptidos potenciadores de bradicinina,
desintegrina, fragmento DC, proteina secretora rica en cisteina, serina
proteinasa y L-aminodacido oxidasa (LAO)).

Sénchez y colaboradores han informado del aislamiento y caracterizacion
de una desintegrina (colombistatina) del veneno de Bothrops colombiensis [
45]. La colombistatina contiene 73 aminodcidos (masa molecular promediada
por isétopos de 7.778 kDa), incluido un motivo RGD, y plaquetas inducidas por
ADP inhibidas
agregacion (ICsode 210 nM), la adherencia de las células cancerosas de la
orina humana (T24) y del melanoma cutaneo (SK-Mel-28) a la fibronectina, y
migracién celular [45]. La secuencia N-terminal y la masa molecular de la
colombistatina son idénticas a las de la desintegrina de tamafio medio eluida
en la fracciéon 5 deFigura 1 (tabla 1). Segln sus masas moleculares, las
moléculas de desintegrina que se encuentran en las fracciones 4 y 6-8 pueden
corresponder a formas truncadas N-y C terminales de colombistatina (tabla 1).

Los resultados del veneno revelaron que las principales familias de
toxinas de B. colombiensis son SVMP (42% del veneno total
proteinas) y PLA2 (44%), proporcionando pistas para racionalizar los distintos
signos de envenenamiento causado por este Bothrops
especies. Un estudio de las actividades fibrino (geno) liticas, procoagulantes,
hemorrégicas y letales del veneno crudo y fracciones deB. colombiensis
veneno se ha publicado recientemente [44]. Este informe proporciona
evidencia bioquimica de que las metaloproteinasas albergan las actividades
no hemorragicas y coagulantes informadas por Gabrijelcic et al.[40] estar
asociado con una proteina de aproximadamente 92 kDa en condiciones no
reductoras y 67 kDa en SDS-PAGE reducida. El PIIISVMP aislado en fracciones
24-25 (tabla 1) exhibe las caracteristicas moleculares de los [44] a-enzima
fibrinogenasa. Otras metaloproteinasas (B50 kDa, es decir, el PISVMP y el PIII-
SVMP eluyendo en fracciones 26-30) (Figura 1

y tabla 1) puede ser responsable de las actividades fibrinoliticas y

hemorrégicas presentes en B. colombiensis veneno [44]. Por otro lado, el
veneno crudo mostré actividad amidolitica (similar a calicreina y t-PA)[44]
probablemente vinculado a la presencia de serina proteinasas. Las serina

proteinasas pueden


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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tabla 1 - Asignacién de las fracciones aisladas de fase inversa de Bothrops colombiensis el veneno

A) a familias de proteinas mediante secuenciacién

de Edman N-terminal, espectrometria de masas y fragmentacién inducida por colisién mediante nESI-MS / MS del péptido seleccionado
iones de bandas de proteinas digeridas en gel

HPLC Secuenciaciéon N-terminal Isétopo- Péptido Secuencia derivada de MS / MS Familia de proteinas / proteinas
fraccién promediado ion
molecular
masa m/z z
Bcol-
1 notaiopibico
4 GEECDCGAPENPCCDAA 7204 Da 684,6 3 XRPGAQCAEGXCCDQCR, Desintegrina colombistatina 3-70 [39]
575,8 2 CTGQSADCPR,
5 EAGEECDCGAPENPC 7778 Da Desintegrina colombistatina 1-73 [39]
6 EAGEECDCGAPENPC 7555 Da Desintegrina colombistatina 1-71 [39]
7 EAGEECDCGAPENPCCD 7408 Da Desintegrina colombistatina 1-70 [39]
8 EECDCGAPENPCCDAAT 7462 Da Desintegrina colombistatina 4-72 [39]
9-11 Obstruido 13711 685,9 2  ZGGWPRPGPEIPP Péptido potenciador de bradiquinina
1385.1 693.1 2 ZKWPRPGPEIPP Fragmento DC del péptido potenciador de
E SPPVCGNYFVEVGEE, 23 kDa 502.1 2 GQGTYYCRy bradiquinina [~ Q7T1T5]
898,6 3 SECDIAESCTGQSPECPTDDFHR,
E SLFELGKMILQETGK 13721 Da 766,9 2 SYGAYGCNCGVXGR, K49-PLA2 [P24605 L114d]
868,6 2 EXCECDKAVAXCXR,
542,6 2 YYXKPXCK
665,3 2 MILQETGKNPAK,
697,9 2 TXVCGENNSCXK,
738,8 2 KDRYSYSWKDK
721,9 2 ENXNTYNKKYR,
14-dieciséis SLIEFAKMILEETKR 13936 Da 523,8 2 TDRYSYSR, D49-PLA2[P20474]
637,3 2 YMAYPDXXCK
753.1 2 CCFVHDCCYGK,
864,6 2 QXCECDKAAAVCFR,
992,5 2 TYKKRYMAYPDFLCK
919,6 3 RLPFPYYTTYGCYCGWGGQGQPK,
E NLWQFEMLIMKIAKTSGFMFYS 13862 Da 753.1 2 CCFVHDCCYGK, D49-PLA2 -Q8AXY1, P81243]
726,6 2 NLWQFEMLIMK
4903 2 QXCECDR,
882,6 2 NLWQFEMLIMKIAK
682,3 3 DNKDTYDMKYWFYGAK
18 VIGGDECDINEHPFL 28 kDav/m Serina proteinasa
SVDFDSESPRKPNEIQ, 26 kDav/m 569,6 2 SVDFDSESPRy CRUJIENTE
768,9 2 MEWYPEAAANAER
635,6 3 KPNEIQNEIVDLHNSLR
DAKOTA DEL NORTE 24 kDav/m 548,3 2 TXTSFGEWR, PI-metaloproteinasa [~ P83512]
790,6 2 VHEMLNTVNGFYR,
883,6 2 SVDVHALXANXEVWSK,
610,9 2 HSVGVVRDHSK
NLWQFEMLIMKIAKTSGF 14 kDav/m 882,9 2 NLWQFEMLIMKIAK D49-PLA2 -Q8AXY1, P81243] D49-PLA
19, 20 NLWQFEMLIMKIAKTSGF 14 kDav/m 753.1 2 CCFVHDCCYGKy 2[~-Q8AXY1, P81243]
490,3 2 QXCECDR,
21-30 Obstruido 23255 Da 548,3 2 TXTSFGEWR, PI-metaloproteinasa [~ P83512]
790,6 2 VHEMLNTVNGFYR,
883,6 2 SVDVHALXANXEVWSK
547,3 2 YNSNXNTXR,
838,6 2 YIELAVVADHGIFTK,
610,9 2 HSVGVVRDHSK
22-25 ADDRNPLEECFRETD4 52 kDav/m 532,6 2 NPLEECFR, L-aminoéacido oxidasa [~ Q6TGQ9]
630,3 2 FWEDDGXHGGK
647,3 2 EGWYANXPGMR,
6766 2  SAGQXYEESXQK,
743,8 2 ETDYEEFXEXAK
857,3 2 DPGVXEYPVKPSEVGK
509,3 2 NGXSTTSNPK,.
569,8 2 HDDXFAYEK
761,8 2 ADDRNPLEECFR,
SLPQFAKMILQET 16 kDav/m PLA2
VIGGDECNINEHRSL 27 kDav/m Serina proteinasa
E DAKOTA DEL NORTE 98v /48mkDa 902,3 2 YFVEVGEECDCGSPR PIII-metaloproteinasa
810,9 2 XYEXVNXXNVXYR,
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Tabla 1 (continuado)

HPLC Secuenciacién N-terminal Isétopo- Péptido Secuencia derivada de MS / MS Familia de proteinas / proteinas
fraccion promediado ion
molecular
masa m/z z

Bcol-
é DAKOTA DEL NORTE 66 kDav 590,8 2 ZXVVTPEQQR, PIII-metaloproteinasa

688,3 2 YVEFVWVXDHR
27-30 DAKOTA DEL NORTE 56 kDav 590,8 2 ZXVVTPEQQR4« PIII-metaloproteinasa

810,9 2 XYEXVNXXNVXYR,
28-30 TPEQQRYVILVIV 26 kDav/m 548,3 2 TXTSFGEWR, PI-metaloproteinasa [~ P83512]

790,6 2 VHEMLNTVNGFYR,

610,9 2 HSVGVVRDHSK
& DAKOTA DEL NORTE 48 kDav 526,3 2 GNYYGYCR, PIII-metaloproteinasa

DAKOTADELNORTE 16 kDav 766,9 2 SYGAYGCNCGVXGR PLA2 [(Q9PVE3]

X, Ile o Leu. A menos que se indique lo contrario, para la secuenciacién N-terminal y los andlisis MS / MS, los residuos de cisteina se piridiletilaron y carbamidometilaron, respectivamente;
Las masas moleculares de las proteinas nativas se determinaron mediante espectrometria de masas de ionizacién por electropulverizacion, MALDI-TOF (4) o por SDS-PAGE antes (¥) o
después (M) reduccion de muestra con B-mercaptoetanol; np, material no peptidico encontrado. ND, no determinado. Proteinas que comparten secuencias de péptidos tripticos con

homoélogasB. asper las proteinas del veneno estan en negrita y subrayadas y las secuencias de péptidos tripticos internos y N-terminales comunes estdn marcadas con asteriscos.

también incluyen enzimas coagulantes similares a la trombina, aunque su 3.2. El perfil proteico del veneno de B. colombiensis defiende
concentracion en este veneno parece ser muy baja. Aunque el una estrecha relacién filogenética con B. asper. Una hipotética
PLA2-efectos asociados del veneno de B. colombiensis no tengo tendencia evolutiva

investigado, el gran contenido de K49-PLA2 en el veneno apoya la hipétesis de

que las actividades téxicas de B. colombiensis Todos los identificados B. colombiensis Las proteinas del veneno muestran
El veneno puede incluir una potente miotoxicidad local y actividades una fuerte similitud con las entradas de las especies de Bothrops (tabla 1),
formadoras de edema. [46,47]. destacando la estrecha relacion filogenética de B. colombiensis

Tabla 2 - Identificacién mediante analisis MS / MS de componentes no toxinicos presentes en las separaciones por HPLC de fase inversa de los sobrenadantes

de muestras inmunodepleidas que se muestran en los paneles A, By C de . C, carbamidometil cisteina, respectivamente
Fracciéon de HPLC Masa molecular m/z z Secuencia de péptidos Proteina
Bcol Bas (P)
ABS / AS ICP-AS ABC/ AS
a a,b 33,31 kDa 690,6 2 TEKDAFGNANSAR Peroxidasa de rabano picante [1WAW_A]
818,9 2 VVSTLPIAHQDWLR Fragmento Fc de IgG de conejo [2VUO_A]
28 kDa 601,4 2 LSVPTSEWQR Fragmento Fc de IgG de conejo [2VUO_A]
818,9 2 VVSTLPIAHQDWLR
621,6 3 TTPAVLDSDGSYFLYSK
h-l gramo; gram 50 kDa 887,9 2 VPQVYVLAPHPDELAK Caballo de cadena pesada de IgG [AAG01011]
601,4 2 LSVPTSEWQR Fragmento Fc de IgG de conejo [2VUO_A]
818,9 2 VVSTLPIAHQDWLR
48 kDa 480,1 2 AAVESACPR Peroxidasa de rabano picante [1WAW_A]
511,3 2 DAFGNANSAR
7941 2 GLCPLNGNLSALVDFDLR
690,6 2 TEKDAFGNANSAR
601,4 2 LSVPTSEWQR Fragmento Fc de IgG de conejo [2VUO_A]
818,9 2 VVSTLPIAHQDWLR
28 kDa 601,4 2 LSVPTSEWQR Fragmento Fc de IgG de conejo [2VUO_A]
818,9 2 VVSTLPIAHQDWLR
621,6 3 TTPAVLDSDGSYFLYSK
26 kDa 516,4 2 YAASSYLTR Caballo de cadena ligera de IgG [AAA50975]
762,6 2 VTQGTTSVVQSFNR Ig de cadena kappa b4 conejo [AAB59259]
601,4 2 LSVPTSEWQR Fragmento Fc de IgG de conejo [2VUO_A]
818,9 2 VVSTLPIAHQDWLR

Las masas moleculares fueron estimado por SDS-PAGE después de la reduccién con  B-mercaptoetanol.
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Tabla 3 - Descripcion general de la presencia relativa de proteinas de diagonalmente a través del centro a lo largo de todo el pais. Se han reportado

diferentes familias de toxinas en el veneno de Bothrops variaciones geograficas en la composicién del veneno entre el Caribe y el
colombiensis

Pacifico.B. asper

Familia proteica % de proteinas totales de veneno poblaciones [5]. Los perfiles de HPLC de fase inversa (Fig. 3) y la composicién
e, general de toxinas venenosas de B. colombiensis
allerlsans s (Tabla 3) tienen un parecido méas cercano al veneno de B. asper
Pacifico Caribe especimenes del Pacifico (P) mas que de los de la regién del Caribe (C) de
BPP / C-NP 08 : B Costa Rica. Para una estimacién aproximada de la similitud en la composicién
Desintegrina media 5,6 1.4 2.1 de proteinas entre los venenos de
Fragmento DC 0,5 BO,1 BO,1 B. colombiensis y B. asper, calculamos la cifra relativa de caracteristicas
CRUIENTE 0,1 0,1 0,1 estructurales comunes. Las dos especies comparten 55 de las 77 secuencias
Pl e s A5 2es de aminoacidos enumeradas entabla 1, Indicando que B. colombiensis y B.
. D49 ?;1; 2610 Ez asper (P) comparten aproximadamente el 70% de su proteoma de veneno. La
Sl e B1 44 182 similitud entreB. colombiensis y
ey 5.7 46 9.2 B. asper (C) fue de aproximadamente el 65%. La gran semejanza entre estos
Lectina de tipo C - 0,5 0,5 venenos no se limita a ninguna familia de toxinas en particular.
Zn2 +-metaloproteinasa 42,1 44,0 41,0 pero se extiende a desintegrinas, fragmento DC, PLA2s, serina proteinasas,
{ 1.3 135 8.8 LAO y metaloproteinasas PIy PIII (Fig. 3,
" ¥ 03 A3 22 tabla 1). Por otro lado, nuestro estudio sobre venenos contradice claramente
A modo de comparacién, la composicién de la toxina del veneno de adultos B. asper de la sinonimizacién deB. colombiensis con B. atrox
las regiones del Pacifico y el Caribe de Costa Rica informé en [5]
estan listados. AU [215 nm] Bas(P)- l*IJ *
0.6 i
con los géneros de ambosropoides sudamericanos de NewWorld [6]. En 3
particular, los homélogos més cercanos aB. colombiensis proteinas parecen
ser proteinas de veneno de B. asper [5]. Fig. 3 muestra la estrecha 04
correspondencia entre los perfiles de elucién de fase inversa de las proteinas
del veneno de estas especies de Bothrops. B. colombiensis proteinas que
exhiben una alta homologia con B. asper
las toxinas estan subrayadas en tabla 1y sus secuencias de proteinas 'y 0.2 12 4 *
péptidos comunes estan marcadas con asteriscos. * 9
En Costa Rica B. asper se distribuye en dos poblaciones geograficamente ES
aisladas separadas desde el Mioceno tardio o el Plioceno temprano (8-Hace 5 M :J
millones de afios) junto a la cresta de la alta montafia que se extiende 0.0 p..J. ~ A
0 50 100 140  [min]
Lao SP DISIgpp CRISP AU [215nm] Bcok- *
5 | ; 13
1.2
1.0
0.8
2]
0.6
*
0.4 .
5
0.2
1
0.0
0 50 100 140  [min]
Figura 2 -Composicion proteica general de B. colombiensis veneno. BPP,
péptido potenciador de bradicinina; DC, fragmento rico en desintegrina / Fig. 3 -Comparacion de las separaciones por HPLC de fase inversa de las
cisteina de veneno de serpiente PIII proteinas del veneno de B. asper (panel superior) y B. colombiensis (panel
Zn2 +-metaloproteinasa (SVMP); DISI, desintegrina; SP, serina inferior). Proteinas que presentan un tiempo de elucién cromatografico
proteinasa; LAO, L-aminodcido oxidasa; PLA2, fosfolipasa idéntico y que contienen
A2; CRISP, proteina secretora rica en cisteina. Los detalles de las proteinas Las secuencias de péptidos tripticos estdn marcadas con asteriscos. PLA2
individuales caracterizadas se muestran entabla 1, y moléculas Bas (P) -12 y Bcol-17, marcadas con circulos cerrados,
los porcentajes de las diferentes familias de toxinas en el veneno se comparten secuencias de iones peptidicos pero eluyen en momentos diferentes. Para

enumeran en Tabla 3. obtener informacién detallada, consultetabla 1.
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Figura 4 -Comparacién de los cromatogramas de HPLC de fase inversa y las separaciones 2DE de B. colombiensis y B. atrox proteinas de veneno. Paneles A-E

muestran los perfiles de proteinas de veneno de los venenos de B. colombiensis recolectados de diferentes lugares en Venezuela (ver Figura 5A): Bcol-1 (Sabana
de Uchire, Estado Anzoategui), Bcol-2 (San Felipe, Estado Yaracuy), Bcol-3 (Araira, Estado Miranda), Bcol-4 (Barlovento, Estado Miranda) y Bcol-5 (Santa Barbara,
Estado Barinas). Panel F, separacién por HPLC de fase inversa de las proteinas del veneno deB. atrox (Brasil). Una caracterizacion detallada de las variaciones

geograficas observadas en los venenos deB. colombiensis se informard en otro lugar. Paneles Hy G, separaciones electroforéticas bidimensionales de las

proteinas del veneno de

B. colombiensis (Mano B. atrox (G) venenos.

[10]. Una comparacién de los proteomas de veneno deB. colombiensis
capturados en diferentes localidades de Venezuela con el de B. atrox
evidencia pequefias variaciones geogréficas en la composicion del primero y
poca similitud entre los perfiles de HPLC de fase inversa del B. colombiensis y
B. atrox los venenosFigura 4, paneles A-F). Este punto es particularmente
evidente cuando se comparan las separaciones electroforéticas
bidimensionales de las proteinas del veneno (Figura 4, paneles H frente a G).
Ademas, los datos de protedmica (tabla 1 en este trabajo versus tabla 1 en [28]
) muestran que solo 9 péptidos (2 de un L-aminoacido oxidasa, 1 de un PIII-
SVMP, 3

de una molécula CRISP y 3 de PLA2 P20474) de aproximadamente 200
secuencias de iones informadas [28] parece ser

conservado en las dos especies. Ademads, las proteinas tipo lectina de tipo C
representan abundantes toxinas en adultos.B. atrox veneno (de la region
amazénica brasilefia), mientras que estas moléculas no se han detectado en el
B. colombiensis proteoma de veneno. Ademads, las secuencias de péptidos de
la principal metaloproteinasa PI que se encuentran enB. atrox el veneno
Figura 1 en [28]) se apartan de los tramos polipeptidicos correspondientes de
la metaloproteinasa hemorragica BaP1 (P83512), que esta fuertemente
conservada en B.

colombiensis yB. asper venenos, siendo los homélogos més cercanos las PI-
metaloproteinasas Q8QG89 de B. insularis seguido por la PII-
metaloproteinasa Q98SP2 de B. jararaca.

En conjunto, nuestros resultados indican un parentesco mas estrecho de B.
colombiensis y B. asper que cualquiera de estas especies con B. atrox. Esta
conclusién, en el contexto de la hipétesis de que B. asper Surgi6 por la
dispersion de una sola especie de boteropoide sudamericano en América
Central. [2], apunta al antepasado de B. colombiensis como la fundacién B.
asper especies ancestralesFigura 5). La llegada de los colonos
centroamericanos puede haber sido anterior al levantamiento de las
montafias de la parte baja de América Central (8-5 Mya), que fragmenté la
herpetofauna homogénea original de las tierras bajas de Costa Rica en
poblaciones alopatricas del Caribe y el Pacifico [3,4].

3.3.
inmunodepletado por antivenenos polivalentes

Antivenenos de B. colombiensis: componentes del veneno

El envenenamiento accidental por especies de Bothrops constituye un
problema de salud publica relevante en Centro y Sudamérica
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Figura 5 -Distribucién geogréfica de B. colombiensis, B. asper,

y B. atrox (A) y el escenario biogeogréfico para la colonizacién bidireccional de
Bothrops sugerido por los datos de venenos (B). Panel A, distribucién
geografica aproximada deB. colombiensis (amarillo), B. asper (verde), y B.
atrox (gris) en el norte de Sudamérica dentro del rango resaltado en el panel
B (adaptado de Campbell y Lamar

[11). La ubicacién de los estados dondeB. colombiensis Los especimenes
recolectados para este estudio se indican en el mapa fisico de Venezuela.
Panel B, detalle de Centroamérica y la parte norte de Sudamérica. Las flechas
de color ocre en el mapa muestran las direcciones hipotéticas de colonizacién
de América del Sur por el ancestro comun de Bothrops en algéin momento
durante el Mioceno, 10-23 millones de afios [2] (1), la radiacion y
diversificacién de Bothrops en América del Sur (2 y 3) estableciendo los
patrones actuales de distribucién de B. colombiensis (marrén) y B. atrox (
verde), y la reinvasién de Centroamérica por una sola especie, el antepasado
de B. asper, (4) (flechas magenta). Las flechas no apuntan a la distribucién
geografica exacta de las serpientes. Comparacién de los proteomas de

veneno de especies dentro del

asper-atrox puntos de grupo en el antepasado de B. colombiensis como la

fundacién B. asper especies ancestrales.

[19-22]. El tratamiento adecuado del envenenamiento por serpientes depende
fundamentalmente de la capacidad de los antivenenos para revertir la
coagulopatia inducida por el veneno, la hemorragia, el shock hipotensivo y
otros signos de envenenamiento sistémico. Se producen varios antivenenos
en América Latina utilizando diferentes venenos en los esquemas de
inmunizacion.[48]. Cada uno de estos antivenenos es eficaz contra el
envenenamiento por veneno de serpiente no incluido en el protocolo de
inmunizacioén, lo que demuestra el alto grado de reactividad cruzada
inmunoldgica entre los venenos de serpiente crotalina de América Central y
del Sur. Una consecuencia practica de esta circunstancia afortunada es la
posibilidad de utilizar estos antivenenos heterdlogos para eludir la
disponibilidad restringida de antivenenos especificos de especie en algunas
regiones. Sin embargo, antes de probarlos en ensayos clinicos, los
antivenenos deben evaluarse experimentalmente evaluando su capacidad
neutralizante frente a las actividades téxicas y enzimaticas mas relevantes de
los venenos de serpientes. Se han adaptado pruebas de laboratorio sencillas
para la evaluacién de antivenenos [49 y referencias citadas]. Nuestro enfoque
de antivenenos[33,50] es simple y facil de implementar en un laboratorio de
quimica de proteinasy, por lo tanto, puede representar otro protocolo Util
para investigar la inmunorreactividad y, por lo tanto, la posible utilidad

terapéutica de los antivenenos frente a venenos homologos y heterélogos.

Siguiendo las recomendaciones de los talleres internacionales que
apuntan a la necesidad de fortalecer la produccién y distribucién de
antiveneno en Centro y Sudamérica, y en otras regiones del mundo. [51-53],
hemos investigado el espectro de reconocimiento y neutralizacién de toxinas
mediante dos antivenenos dirigidos a los venenos de serpientes
filogenéticamente cercanas y de importancia médica, B. aspery B.
colombiensis,
para evaluar su grado de reactividad cruzada. Figura 6 muestra una
separacion de fase inversa de B. colombiensis proteinas del veneno
recuperadas en la fraccién soluble después de la incubacién del veneno con el
antiveneno ABC venezolano (panel A) o el antiveneno polivalente ICP (panel B)
seguido de inmunoprecipitacién con antisuero IgG anti-caballo de conejo.
Ambos antivenenos mostraron esencialmente la misma inmunorreactividad.
Esencialmente, inmunoprecipitaron todos los fragmentos de DC, PIII-SVMP
(excepto Bcol-26 / Bas-25 de 65 kDa), serina proteinasas, CRISP y L-
aminodcido oxidasa, pero mostraron una inmunorreactividad limitada hacia

las desintegrinas de tamafio mediano (Bcol 4-8),

PLA2 moléculas (Bcol 13-17) y PI-SVMP (Bcol 21-26 y Bcol 28-29). Estimamos
que 25-El 35% de las Gltimas toxinas fueron sélo

parcialmente inmunodepletado de B. colombiensis veneno por los
antivenenos. De manera similar, el antiveneno ABC inmunodeplejo PIII-SVMP,
serina proteinasas, CRISP, L-aminodcido oxidasa y moléculas similares a
lectina de tipo C del veneno deB. asper

(Figura 6C). Por otro lado, la desintegrina de tamafio mediano

(BasP5), fragmento DC (BasP8), PLA2 moléculas (BasP9-13), y las PI-SVMPs
BasP18, BasP22 y BasP27 fueron sélo parcialmente

(~ 35-40%) inmunoprecipitado del veneno de B. asper

de la vertiente del Pacifico de Costa Rica.

Sus perfiles inmunoldgicos evidencian ain mas el estrecho parentesco
evolutivo entre B. colombiensis y B. asper. Nuestros resultados también
revelan una limitacién de los dos antivenenos probados para precipitar y, por
lo tanto, probablemente neutralizar, los componentes proteicos de bajo
grado de veneno de ambos venenos. El fracaso de los antivenenos para
serpientes para reconocer toxinas de baja masa molecular
(6 kDa a B32 kDa, predominantemente PLA2 proteinas y a-
neurotoxinas) se ha informado previamente [34,50,54,55]. Nuestra
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estudios antivenémicos presentes y previos [34,50] reveld la existencia en los
venenos de viperidos de las tres posibles clases de toxinas con respecto a su
inmunorreactividad hacia los antivenenos: toxinas C, toxinas completamente
inmunodepletables; Ptoxinas, toxinas parcialmente inmunodepleidas; y N-
toxinas, proteinas no inmunoprecipitables. Ademads, las toxinas de clase P no
pudieron eliminarse completamente del veneno aumentando hasta cinco
veces la relacién antiveneno / veneno, lo que sugiere que estas toxinas son
poco inmunogénicas y desencadenan la generacién de anticuerpos de baja
afinidad en el caballo. Suponiendo un vinculo entre elin vitro capacidad de

inmunodeplecién de toxinas de un antiveneno
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y es en vivo neutralizando la actividad hacia las mismas moléculas de toxina,
los futuros protocolos de inmunizacién deberian hacer uso de mezclas de
inmundgenos para mejorar la generacion de anticuerpos de alta afinidad
contra las toxinas de clase P y clase N.

La eficacia del antiveneno ICP en la neutralizaciéon de
B. colombiensis el veneno fue evidenciado por la abrogacién del efecto letal.
La dosis letal mediana deB. colombiensis el veneno, por via intraperitoneal,
fue de 7,76 mg / kg en ratones. Ensayos de neutralizacién con el antiveneno
polivalente ICP
indic6 que la dosis media efectiva (DEso) fue 2,16 mg de veneno neutralizado
por ml de antiveneno (limites de confianza del 95%:
1,56-2,99 mg de veneno por ml de antiveneno). Para comparativo
propésitos, el DEso de este antiveneno contra el veneno de B. asper se ha

informado como 3 mg de veneno / ml de antiveneno [56].
3.4. Observaciones finales y perspectivas

La filogenia del B. atrox-asper El complejo alin esta lejos de resolverse y la
identidad de varios taxones sigue sin estar clara. A partir del examen de 374
especimenes de América Central, Sasa[57] concluido que "el valor taxonémico
de algunos caracteres cominmente empleados en B. atrox-asper teclas [1]
Debe considerarse con precaucién, especialmente porque varios de los
rasgos se superponen en gran medida entre las especies o estan
influenciados por el género, la localidad o la etapa de la vida.”. Nuestro
estudio de veneno y antivenémico del veneno combinado de especimenes de
la vibora venezolana Manapare lancehead pitviper, B. colombiensis,
capturado en diferentes areas de Venezuela, que van desde Barinas
(suroeste), Yaracuy (noroeste), hasta Araraira y Barlovento (centro norte),
proporciona un fuerte apoyo para su relacién filogenética mas cercana con B.
asper que a B. atrox. Sin embargo, aunque nuestros datos estarian en
consonancia con la sinonimia sugerida de B. colombiensis y B. asper, el
estado taxonémico y los limites de las especies de las poblaciones de
Bothrops venezolanas siguen siendo un problema desafiante. Una subespecie
suele surgir como consecuencia del aislamiento geogréfico dentro de una

especie, representa un

Figura 6 - Inmunodeplecién de las proteinas del veneno por los antivenenos
polivalentes. Los paneles Ay B muestran, respectivamente, separaciones de
fase inversa deB. colombiensis proteinas del veneno recuperadas después de
la incubacién del veneno crudo con el antiveneno venezolano anti-botrépico y
anticrotalico y con el antiveneno costarricense polivalente (Crotalinae),
seguido de antisuero IgG anti-caballo de conejo e inmunoprecipitacién. Los
insertos muestran un anélisis SDS-PAGE dep-fracciones reducidas en
mercaptoetanol marcadas en los cromatogramas. La numeracién de las

fracciones de proteinas es como en

tabla 1. Panel C, separacion por HPLC de fase inversa deB. asper

proteinas del veneno no inmunoprecipitadas incubando el veneno crudo con
el antiveneno venezolano anti-botrépico y anti-crotélico, seguido de antisuero
1gG anti-caballo de conejo e inmunoprecipitacién. Numeracién de proteinas
como en[5]. Pico etiquetado"a" y "B" en los paneles By C corresponden a

fragmentos de IgG con secuencia N-terminal

LLGGPSVFIIPPKPK. CID-MS / MS de iones de péptido triptico de las bandas
proteicas de 50 kDa y 25 kDa en fracciones h-I (panel A), g-j (panel B) yg-n
(panel C) fueron identificados por MS / MS como fragmentos de IgG de los
anticuerpos primarios y secundarios usados para la inmunoprecipitacién (
Tabla 2).
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subdivisién taxonémica que se ubica justo debajo de una especie y
comprende un grupo geograficamente separado de individuos
genéticamente distintos cuyos miembros pueden cruzarse. Por tanto, la
clasificaciéon deB. colombiensis y B. asper como variaciones geogréficas de la
misma especie, como subespecie o como especies distintas requiere un
esfuerzo adicional considerable, incluidos anélisis genémicos y de campo
detallados. No obstante, nuestro estudio puede ser relevante para reconstruir
la historia natural y la cladogénesis de Bothrops. La variabilidad geografica e

individual bien documentada del veneno entre las especies de Bothrops

[5], y la superposicién de los rangos de distribucién de Colombia B. aspery
amazénico B. atrox con B. colombiensis [1,14], piden analisis proteémicos
comparativos adicionales de venenos de especimenes de poblaciones aisladas
y de especimenes que habitan areas de sospecha de simpatia para investigar
el grado de variabilidad intraespecifica e intrapoblacional y las relaciones

interespecificas.

Una caracterizacién completa de los proteomas de veneno de B.
colombiensis también puede contribuir a una comprensién mas profunda de
la fisiopatologia de los envenenamientos por esta serpiente. Un objetivo
principal de nuestros estudios combinados de veneno y antiveneno es la
comprensién de la especificidad del antiveneno como un primer paso hacia el
desarrollo de antivenenos mejorados con un perfil de neutralizacién de
toxinas mas completo. Por lo tanto, el conocimiento de las contribuciones
relativas de diferentes familias de toxinas del veneno a la composicién del
veneno podria ser relevante para generar protocolos de inmunizacién que
provoquen la produccién de anticuerpos especificos de la toxina que
muestren una mayor especificidad y efectividad que los antidotos
convencionales producidos inmunizando caballos con veneno completo. Por
otro lado, la notable similitud de los venenos deB. colombiensis y B. asper
puede considerarse como una circunstancia afortunada para el manejo de las

mordeduras de serpientes por cualquiera de estas especies de Bothrops.

Envenenamientos por B. colombiensis (LDso intraperitoneal en
ratones = 5,8-11,6 pug / g) [44] y B. asper (LDso intraperitoneal en ratones = 2,8-
3,7 ug / g) [58; http://www.venomdoc.com/LD50/
1d50ip.html] se caracterizan por dafio tisular local (dermonecrosis, ampollas,
edema, hemorragia local y mionecrosis), y en casos severos por alteraciones
sistémicas como defibrina (ogenacién), trombocitopenia, hipoagregacion
plaquetaria, sangrado distante del sitio de la picadura, coagulacién
intravascular diseminada , shock cardiovascular e insuficiencia renal aguda [59
-61]. La tasa de mortalidad en Costa Rica se ha mantenido en niveles bajos
(por debajo de 0,2 por 100.000 habitantes y, en la mitad de los afios, por
debajo de 0,1 por 100.000 habitantes) para el periodo 1993-2006. Esto es
probablemente una consecuencia de enfrentar el envenenamiento por
mordedura de serpiente como un problema de salud publica junto con la
mejora continua de la produccién local de antivenenos y su distribucion
generalizada a hospitales y clinicas. [62]. El antiveneno polivalente fabricado
en el Instituto Clodomiro Picado (ICP, Universidad de Costa Rica) utilizando

una mezcla de tres serpientes (B. asper, C. simus, L. stenophrys)

Se ha informado que los venenos neutralizan la letalidad y las actividades
hemorrégicas, caseinoliticas, coagulantes, defibrinantes, fibrinoliticas y
fibrinogenoliticas de varios venenos de serpientes de América Central y del
Sur. [39,63,64]. Aunque el espectro de actividades neutralizadoras del
antiveneno ABC venezolano se levanté contra una mezcla de los venenos deB.
colombiensis y CD. cumanensisQueda por investigar, la administracién de

este antiveneno reduce la tasa de mortalidad.

debido a B. colombiensis envenenamiento del 8% (sin tratamiento) a

0,7% [59,65]. La indistinguible reactividad inmunolégica cruzada de los
anticuerpos polivalentes ABC venezolanos y los anticuerpos polivalentes ICP
costarricenses frente a los venenos deB. colombiensis

y B. asper Sugieren fuertemente la posibilidad de usar indistintamente
cualquiera de estos antivenenos para el manejo de mordeduras de serpientes
por cualquiera de estas especies de Bothrops (es decir, si la disponibilidad del
antiveneno se ve comprometida). Aunque esta hipdtesis necesita ser probada
mas a fondo mediante estudios de neutralizacién preclinicos mas detallados,
la caracterizacién del veneno utilizando nuestro enfoque antivenémico
proporciona una base para la presunta proteccién del antiveneno polivalente
ICP contra el letal, hemorrdagico, coagulante, desfibrilador, fibrina (ogen)
olitico y actividades caseinoliticas deB. colombiensis veneno, que estan
asociados con serina proteinasas y / o PIII-SVMP [66]. Nuestro estudio
también predice la capacidad limitada de neutralizacién de los antivenenos
ABC e ICP hacia una serie de componentes del veneno de Bothrops, sobre

todo BPP, desintegrinas de tamafio mediano,

PLA2s, y algunas moléculas de PI-SVMP.

Los antivenenos idealmente deberian neutralizar todos los componentes del veneno.
nents que juegan un papel en la fisiopatologia del envenenamiento. Sin
embargo, los protocolos de inmunizacién contra el veneno se han basado en
la inyeccién de veneno crudo desde que se describieron los antidotos de
primera generaciéon hace mas de 100 afios.[67,68], y hacer un intento de
dirigir la respuesta inmune a las proteinas del veneno mas devastadoras
(muchas proteinas del veneno no son téxicas y muchas proteinas del veneno
de baja masa molecular son altamente téxicas pero débilmente
inmunogénicas). En consecuencia, es probable que la dosis-eficacia de los
antivenenos se vea afectada por la presencia de anticuerpos redundantes
frente a moléculas no toxicas y la falta de potentes anticuerpos neutralizantes
frente a toxinas de pequefia masa molecular. Esto, a su vez, da como
resultado la necesidad de voliumenes elevados para efectuar el tratamiento y
el consiguiente aumento del riesgo de enfermedad del suero y reacciones
adversas tempranas (efectos anafilacticos y anafilactoides). Los antivenenos
se pueden mejorar mediante el uso de enfoques proteémicos y moleculares
para seleccionar epitopos candidatos para el disefio basado en la estructura
de anticuerpos de alta afinidad.[69], incluidos los que se dirigen a las toxinas
Py N. Las construcciones de ADN disefiadas basadas en la estructura que
codifican una serie de epitopos distribuidos relevantes y generalizados se han
utilizado con éxito para la inmunizacién.[70]. Estos nuevos enfoques para
disefiar anticuerposa la carta dependen fundamentalmente de un
conocimiento detallado de la composicién y el perfil inmunolégico de la toxina
del veneno. Nuestros protocolos venédmicos y antivenédmicos pueden resultar
Utiles para un conocimiento mas preciso de los componentes del veneno mas
relevantes y abundantes y para la identificacién de toxinas no reconocidas por
los antivenenos, allanando asi el camino para el disefio de inmunoterapias

mas efectivas.
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