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Resumen

Bothrops venezuelensis Sandner-Montilla, 1952 es reconocida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como
una de las serpientes de mayor importancia médica en Suramérica. En Venezuela, a pesar de que esta se considera una
especie agresiva y que se distribuye en zonas densamente pobladas, sus venenos han sido escasamente estudiados
desconociéndose su potencial toxinoloégico e inmunolégico incluso en areas geograficas de alta endémicidad
como el estado Monagas. Este estudio caracterizé bioquimica, toxinolégica e inmunolégicamente el veneno de B.
venezuelensis del estado Monagas, evaluando su perfil electroforético, sus actividades letal, hemorragica, hemolitica
indirecta, coagulante, fibrino(geno)litica y proteolitica sobre caseina, el éster etilico de N-alfa-benzoil-L-arginina
(BAEE) y gelatina, ademas de su inmuno-neutralizaciéon por un antiveneno venezolano. Los resultados evidenciaron
el perfil toxinoldgico caracteristico del género Bothrops, sin embargo, al comparar con estudios previos resaltan un
elevado potencial letal, hemorragico y hemolitico indirecto, asi como importantes variaciones inter e intraespecie
de interés clinico. El "Western blot” mostré el reconocimiento parcial de las bandas proteicas mas abundantes del
veneno (~20-28 y ~41-47 kDa) y un muy débil reconocimiento de bandas de ~30,9-33,3 kDa, sugiriendo limitaciones
del antiveneno venezolano para el reconocimiento de grupos con posibles actividades hemorragica, coagulante
y/o fosfolipasas A,, 1o cual implica la necesidad de evaluar el potencial neutralizante de este antiveneno contra las
principales actividades inducidas por este veneno y comprobar la efectividad real de este producto terapéutico.
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Abstract

Bothrops venezuelensis Sandner-Montilla, 1952 is recognized by the World Health Organization as one of the
snakes of high medical importance in South America. In Venezuela, even though it is considered an aggressive
species and that is distributed in densely populated areas, its venoms have been poorly studied. In addition, its
toxinological potential is unknown even in geographical areas of high endemicity like the Monagas state, as well
as its recognition by the antivenom Venezuelan. This study biochemically, toxinologically, and immunologically
characterized the venom of B. venezuelensis from Monagas state, evaluating its electrophoretic profile, its
lethal, hemorrhagic, indirect hemolytic, coagulant, fibrino(geno)lytic and proteolytic activities on casein, BAEE,
and gelatin, in addition to its immuno-neutralization by the Venezuelan antivenom. The results evidenced the
characteristic toxinological profile of the Bothrops genus, however, when compared with previous studies, they
highlight a high lethal, hemorrhagic, and indirect hemolytic potential, as well as important inter and intraspecies
variations of clinical interest. The western blot showed the partial recognition of the most abundant protein bands
of the venom (~20-28 and ~41-47 kDa) and the very weak recognition of bands of ~30.9-33.3 kDa, suggesting
limitations of the Venezuelan antivenom for the recognition of groups with possible hemorrhagic, coagulant and/or
phospholipase A, activities, which implies the need to evaluate the neutralizing potential of the Venezuelan antivenom
against the main activities induced by this venom and verify the real effectiveness of this therapeutic product.
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CARACTERIZACION DEL VENENO DE LA SERPIENTE BOTHROPS VENEZUELENSIS

Introduccion

Bothrops venezuelensis es reconocida
por la OMS como una de las serpientes de
mayor importancia médica en Suramérica,
(WHO, 2017) donde se restringe a Colombia
y Venezuela (Mendoza y col., 2012).
En Venezuela esta especie conocida
popularmente como tigra mariposa,
exhibe una amplia distribucién geografica
circunscrita a sistemas orograficos al norte
del rio Orinoco, extendiéndose desde el
oriente a través de las costas venezolanas
a las regiones andinas en el occidente
del pais (Mendoza y col., 2012; Rengifo
y col., 2019) y es considerada una de las
principales responsables por los accidentes
ofidicos reportados al Ministerio de Salud.

Los envenenamientos inducidos por
las serpientes de este género implican un
cuadro clinico que puede incluir edema,
hemorragia, coagulopatias y mionecrosis
(Rengifo y col., 2019), consecuencia de
la presencia en sus venenos de enzimas
hidroliticas como fosfolipasas A, (PLA,),
hialuronidasas, serino proteasas y
metaloproteasas, entre otras (Nunez y col.,
2009; Calvete y col., 2011). Sin embargo,
desde hace mas de 50 anos se conoce
que existe una importante variabilidad
bioquimica inter e intraespecie en la
composicion de sus venenos, segun la
localizacion geografica y sus caracteristicas
ontogénicas (Sousa y col., 2013) lo cual
hace necesario la caracterizacion de estos
venenos, aspecto de relevancia clinica,
farmacoldgica y biotecnoldgica (WHO,
2017). A pesar de estas consideraciones,
los estudios de esta especie se han
restringido a la caracterizacion del veneno
de ejemplares procedentes del tramo
central de la Cordillera de la Costa (Distrito
Capital y los estados Aragua y Miranda)
(Lopez y col., 1999; Sanchez y col., 2014;

Giron y col., 2018), desconociéndose su
toxicidad, su variabilidad bioquimica,
asi como la efectividad del antiveneno
venezolano en la mayoria de los estados
de distribucion de esta especie, incluyendo
areas geograficas de alta endemicidad
como el estado Monagas (De Sousa y col.,
2013). Tomando esto en consideracion,
este estudio caracterizé toxinoldogica,
bioquimica e inmunoldgicamente el veneno
de la serpiente B. venezuelensis del Macizo
del Turimiquire del estado Monagas.

Materiales y Métodos
VENENO

Se utiliz6 una mezcla de veneno
cristalizado obtenido, por el ordeno
manual, de cinco individuos adultos de
B. venezuelensis procedentes del Macizo
del Turimiquire en el estado Monagas. El
veneno se mantuvo a 4 °C en un desecador
al vacio, con CaCl, como agente desecante,
hasta su evaluacion.

ANTIVENENO

Se empled el antiveneno polivalente
producido en la Universidad Central de
Venezuela (Biotecfar C. A, Caracas, Venezuela)
(Lote 171). Este tiene presentacion liquida
y esta constituido por fragmentos F(ab’),
de inmunoglobulinas equinas, obtenidas
con venenos de los géneros Bothrops,
Porthidiumy Crotalus. Segun el fabricante
este producto neutraliza al menos 2 mg
de veneno de B. colombiensisy 1,5 mg
de veneno de C. durissus cumanensis por
miililitro.

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se emplearon ratones blancos cepa
BALB-c sin distincion de sexo, con un peso
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entre 18-20 g, procedentes del Bioterio
del Instituto de Biomedicina, Facultad de
Medicina, Universidad Central de Venezuela.

PERFIL ELECTROFORETICO

El perfil electroforético del veneno, en
presencia (4:1) y ausencia de una mezcla
comercial de inhibidores de proteasas
(Sigma® Cat. P-2714), se realizd en geles
de poliacrilamida (12,5%) bajo condiciones
disociantes de acuerdo con el método de
Laemmli (1970).

ACTIVIDAD LETAL

Se determind la dosis letal media (DL, )
del veneno por la via intraperitoneal de
acuerdo con el método de Spearman-
Karber (WHO, 2017).

IDETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HEMORRAGICA

Se evalu6 por la inyeccion intradérmica
de dosis seriadas del veneno en ratones,
empleando la metodologia recomendada
por la OMS (WHO, 2017). Los resultados
se expresaron como dosis hemorragica
minima (DHM), definida como la cantidad
de veneno que induce un area hemorragica
de 10 mm de diametro

IDETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA
INDIRECTA

Se evalu6 en placas agar-sangre-yema
de huevo. Los resultados se expresaron
como dosis hemolitica indirecta minima
(DHIM), cantidad de veneno que induce
un halo hemolitico de 20 mm de diametro
(WHO, 2017).

IDETERMINACION DE LA ACTIVIDAD COAGULANTE

Se evalu6é empleando plasma humano
citratado (9:1) como sustrato. Los
resultados se expresaron como dosis

coagulante minima (DCM), definida como
la menor cantidad de veneno que induce
la coagulacion del plasma en 1 min (WHO,
2017).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
FIBRINOGENOLITICA

Se evalud por la observacion en SDS-
PAGE (12,5 %) del efecto del veneno, por
un lapso de 30 min, sobre las cadenas del
fibrinogeno de acuerdo con el método de
Gay y col. (2005).

IDETERMINACION DE LA ACTIVIDAD FIBRINOLITICA

Se evalu6é por el método de placas
de fibrina de Marsh y Arocha-Pinango
(1972). Los resultados se expresaron como
actividad fibrinolitica, definida como el area
de lisis inducida por microgramo de veneno
(mm?/ug).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESTERASICA

Se empleod el método cinético propuesto
por Tu y col. (1965) empleando el sustrato
BAEE. Los resultados se expresaron como
actividad especifica (U/mg), definida como
los micromoles de sustrato hidrolizados en
un minuto por 1 mg de veneno.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
PROTEOLITICA SOBRE GELATINA

Se evalu6é empleando zimografia
en gel de acuerdo con el método de
Terra y col. (2009). Adicionalmente, para
evaluar el compromiso especifico de
serino y/o metaloproteasas en el veneno,
previo a la zimografia se incubaron dosis
independientes del veneno (6 ng), en bano
Maria a 37 °C durante 30 min, con 12 mM
PMSF (fenil-metil-sulfonil fluoruro) y 20 mM
EDTA-Na, (etilen di-amino-tetra acetato de
sodio).
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
PROTEOLITICA SOBRE CASEINA

Se evalud por la observacion en SDS-
PAGE (12,5 %) del efecto del veneno,
durante 30 min, sobre las cadenas de la
caseina segun el método de Gay y col.
(2005).

REACTIVIDAD INMUNOLOGICA (WESTERN
BLOT)

El Wester blot se realiz6 a partir de
la separacion de las proteinas en 40 g
del veneno en una SDS-PAGE al 12,5 %
empleando el método de Terray col. (2009).

Analisis estadistico

Los resultados para las actividades
letal, hemorragica, coagulante, hemolitica
indirecta, fibrinolitica y esterasica se
expresaron como la media aritmética =
desviacion estandar de tres evaluaciones
independientes, empleando estadistica
descriptiva a un intervalo de confianza del
95 % (P<0,05).

Resultados
PERFIL ELECTROFORETICO

El perfil electroforético del veneno de B.
venezuelensis en presencia de inhibidores
de proteasas evidencio la presencia de
bandas proteicas en el rango de 6-200 kDa.
Estas se distribuyeron en tres grupos ~20-
33; 41-49 y >69 kDa (Figura 1), con una
predominancia de bandas entre los ~20-
28 y ~41-47 kDa. Al comparar este perfil
con el obtenido en ausencia de inhibidores
de proteasas, se observo en este ultimo la
desaparicion de las bandas en los rangos
~20-33; 41-50y los 69-177 kDa (Figura 1).

AcTtivipAp LETAL

Se obtuvo una DL,  de 3,51 + 0,91 mg/
kg (n= 3) (Tabla I).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
HEMORRAGICA

El veneno indujo actividad hemorragica
en piel de ratén, con una DHM de 0,97 =
0,18 ug (n = 3) (Tabla I).

IDETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA
INDIRECTA

El veneno indujo hemdlisis indirecta,
con una DHIM de 0,66 *+ 0,24 ug (n = 3)
(Tabla I).
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Figura 1. Perfil electroforético del veneno de la serpiente
Bothrops venezuelensis (Macizo del Turimiquire. Estado
Monagas). 30 pg del veneno en ausencia o en presencia de
una mezcla de inhibidores de proteasas (4:1) (Sigma® Cat.
P-2714), se evalud en geles poliacrilamida (12,5 %) con SDS.
Carril 1: Marcadores de masa molecular (BIO-RAD®. Cat. 161-
0318). Carril 2: veneno con inhibidores. Carril 3: veneno sin
inhibidores. Tincién: azul de coomasie R 250. La evaluacién
se realizé por duplicado
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Tabla I. Comparacién de las actividades letal, hemorragica, coagulante y hemolitica indirecta del veneno de B. venezuelensis
(Macizo del Turimiquire. Edo. Monagas) con reportes previos para este género en Venezuela

Especie DL, DHM DCM DHIM Ref .
. . erencia
(Procedendia) (mg/kg) (ng/raton) @ (T]

B. atrox. (Serrania del Cuao. Edo. Salazary col.,

nas) 8,3 42+0,5 NE NE 2007
B. arox. ] 4,0 27 +04 NE NE Salazary col.,
(Parguasa Edo. Bolivar) 2007
B. atrox. (Pto. Ayacucho. Edo. Duque y col.,

nas) 3,07 +£0,52 5,28 + 0,37 766 + 048 2,75 + 0,36 2014,
B. colombiensis. 11,6 5,3 NE NE Giron y col.,
(El Guapo. Edo. Miranda) 2008
B. colombiensis Girény col.,
(Caucagua. Edo. Miranda) 58 116 NE NE 2008
B fensi D Y 2015
(Paracotos. Edo. Miranda) 492+0,16 34,6 +6,25 <1 NE uquey vargas,
B. Isabelae Rodriguez-Acosta
(Edo. Truijillo) 59 11,5+ 1,20 OM NE y col., 2010
B. venezuelensis. .
(Region Central. 6,39 OM oM NE Sanchezy col.,
Cordillera de la Costa) 2014
B. venezuelensis. Girény col.,
(Edo. A ) 14 214 +084 0,6 £ 0,06 NE 2018
B. (Baruta. Edo. 8,3 12 +0,34 2,1 £0,39 NE Giron y col,
Miranda) 2018
B, venezuelensis 4 14040  48+047 NE Giron y col.,
(La Boyera. Edo. Miranda) 2018
B. venezuelensis Girény col.,
1 etica. Edo. Miranda) 16,2 1,2+0,45 1,9+0,57 NE 2018
B. venezuelensis* 3,51+091 097+0,18 783+045 0,66 + 0,24 Este estudio

DL, dosis letal cincuenta. DHM: dosis hemorrdgica minima. DCM: dosis coagulante minima. DHIM: dosis hemolitica indirecta
minima. NE: no evaluado. OM: otra metodologia. *Los resultados representan la media + desviacién estandar (n= 3, P<0,05).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
COAGULANTE

El veneno evaluado indujo la coagulacion
directa del plasma humano, con una DCM
de 7,83 = 0,45 ng (n= 3) (Tabla I).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
FIBRINOGENOLITICA

El veneno de B. venezuelensis degrado
parcialmente el fibrindgeno, glicoproteina
dimérica conformada por tres cadenas
polipeptidica: alfa (o), beta () y gamma
(y). Esta actividad fue selectiva sobre la

cadena a, se inici6 con 0,03 ug de veneno,
mientras que la degradacion fue completa
con concentraciones = 0,5 ug (Figura 2).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
FIBRINOLITICA

El veneno evaluado indujo la degradacion
directa del gel de la fibrina, con una actividad
de 19,47 = 3,75 mm?/jug (n= 3) (Tabla II).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESTERASICA

El veneno en estudio indujo la degradacion
del BAEE, con una actividad especifica de
158,87 = 18,65 U/mg (n= 3) (Tabla I).
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Figura 2. Actividad fibrinogenolitica del veneno de
Bothrops venezuelensis (Macizo del Turimiquire. Estado
Monagas). carril: 1. marcador de masa molecular (BIO-RAD®.
cat. 161-0317). carril 2: 100 pg de fibrinégeno. carriles 3 al 10:
fibrinégeno (100 p.g) vs. concentraciones seriadas de veneno
(3: 0,0078 pg. 4:0,0156 pg. 5: 0,03 pg. 6: 0,06 pg. 7: 0,125
ud. 8:0,25 pg. 9: 0,5 pg. 10: 1 pg). tincién: Azul de Coomasie
R-250. la evaluacién se realiz6 por duplicado

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
PROTEOLITICA SOBRE GELATINA

Las proteinas en el veneno evaluado
indujeron el desarrollo de bandas de
degradacion en el gel entre los ~43-180
kDa (Figura 3).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
PROTEOLITICA SOBRE CASEINA

En el caso de la actividad proteolitica
sobre caseina, glicoproteina dimérica
conformada por tres cadenas polipeptidicas
alfa (o), beta (3) y kappa (x), el veneno
evaluado degrado la cadena f3 a bajas
concentraciones (0,16 ug), mientras que en
el caso de las cadenas a y k la degradacion
se inici6 con 0,31 ugy fue total con 2,5 ug
del veneno (Figura 4).

REACTIVIDAD INMUNOLOGICA (WESTERN
BLOT)

La transferencia de las bandas proteicas
del veneno, desde el gel de poliacrilamida a
la membrana de nitrocelulosa se confirmo
con la tincion de rojo Ponceau (Figura 5A).
Completado el Western blot se observo
una reactividad intensa para las proteinas
de alta masa molecular (> 60 kDa), el
reconocimiento parcial de ciertas proteinas
con una masa entre los ~20-28 y 41-47 kDa
y el muy débil reconocimiento de grupos
entre los 30,9-33,3 kDa (Figura 5B).

Discusion

El perfil electroforético del veneno de B.
venezuelensis en presencia de inhibidores
de proteasas evidencio la presencia de
bandas distribuidas entre los ~6-200 kDa
(Figura 1).

Esto sugiere la presencia en el veneno
de constituyentes tipo fosfodiesterasas (94-
140 kDa), L aminoacido oxidasas (85-150
kDa), hialuronidasas (~73 kDa), serino
proteasas (27-64 kDa), PLA, (13-18 kDa) y
las diferentes clases de metaloproteasas:
PI (20-30 kDa), PII (30-60 KkDa) y PIII (60-
100 kDa), entre otras (Nunez y col., 2009;
Calvetey col., 2011), con predominancia de
serino y/o metaloproteasas de las clases PI
y PII (Figura 1).

Por otra parte, la degradacion de
proteinas observada al comparar los perfiles
electroforéticos en presencia y ausencia de
los inhibidores de proteasas, evidencia
la elevada actividad autocatalitica de las
proteasas presentes en el veneno evaluado
la cual, de acuerdo a la masa molecular de las
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Tabla I1. Comparacion de las actividades letal, hemorragica, coagulante y hemolitica indirecta del veneno de B. venezuelensis
(Macizo del Turimiquire. Edo. Monagas) con reportes previos para este género en Venezuela

Especie Actividad fibrinolitica .
. 2 Referencia
(Procedencia) (mm?/g)
B. atrox. (Serrania del Cuao.
Edo. Amazonas) 5,1 £0,70 Salazar y col., 2007
B. atrox. (Parguasa. 10+ 1,10 Salazar y col., 2007
Edo. Bolivar) = y .
B. atrox. (Pto. Ayacucho.
Edo. Amazonas) NE Duque y col.,2014
B. colombiensis. o
(El Guapo.Edo. Miranda) 14 + 2,10 Giron y col., 2008
B. colombiensis o
(Caucagua.Edo. Miranda) 29+ 3,10 Giron y col., 2008
B. colombiensis
(Paracotos.Edo. Miranda) NE Duque y Vargas, 2015
B. Isabelae (Edo. Trujillo) 50 + 3,90 Rodriguez-Acosta y col., 2010
B. venezuelensis. (Region .
Central. Cordillera de la Costa) oM Sanchezy col., 2014
B. venezuelensis. (Edo. Aragua) 7.3 +3,4 Giron y col., 2018
B. venezuelensis o
(Baruta. Edo. Miranda) 30,1 +£8,9 Girén y col., 2018
B. venezuelensis o
(La Boyera. Edo. Miranda) 9,5+4,9 Girén y col., 2018
B. venezuelensis o
(Lagunetica. Edo. Miranda) 33,7+ 1,84 Giron y col., 2018
B. venezuelensis* 19,47 + 3,75 Este estudio

NE: no evaluado. OM: otra metodologia. *Los resultados representan la media + desviacién estandar (n= 3, P<0,05)
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Figura 3. Actividad proteolitica sobre gelatina del veneno de
Bothrops venezuelensis (Macizo del Turimiquire. Estado
Monagas) y modulacién de la actividad en presencia de inhibidores
de proteasas. Carril 1: Marcador de masa molecular (Invitrogen® Cat.
10748-010). Carril 2: 6 ug veneno de B. venezuelensis. Carril 3: 6
pg veneno de B. colombiensis vs. 20 mM EDTA-Na2. Carril 4: 6
pg veneno de B. colombiensis vs. 12 mM PMSF. Tincién: azul de
coomasie R-250. La evaluacion se realizd por duplicado.

Figura 4. Actividad proteolitica del veneno de Bothrops
venezuelensis (Macizo del Turimiquire. Estado Monagas) sobre
casefna. Carril: 1. Marcador de masa molecular (BIO-RAD®. Cat.
161-0317). Carril 2: 100 pg caseina. Carriles 3-9: caseina (100 pg)
vs. concentraciones seriadas del veneno (3: 0,04 pg. 4: 0,08 pg. 5:
0,16 pg. 6:0,31 pg. 7: 0,63 pg. 8: 1,25 pg. 9: 2,5 pg). Tincién: azul de
coomasie R-250. La evaluacién se realizé por duplicado.
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Figura 5. Inmuno-reconocimiento del veneno de Bothrops venezuelensis (Macizo del Turimiquire,
estado Monagas) por un antiveneno comercial venezolano. A. Evaluacion de la transferencia de proteinas. 1:
Electroforesis del veneno/inhibidores de proteasas (Sigma® Cat. P-2714) (4:1). 2: Membrana de nitrocelulosa
post transferencia tefiida con rojo Ponseau. B. Western-blot. 1: Marcadores de masa molecular (BIO-RAD®.
Cat.161-0318). 2: Electroforesis del veneno/inhibidores de proteasas (Sigma® Cat. P-2714) (4:1). 3: Bandas
de inmuno-precipitacién veneno-antiveneno. 40 ug veneno/antiveneno polivalente venezolano Lote 171
(1/250). Anticuerpo secundario: anti IgG de caballo (1/1000) (Santa Cruz Biotechnology Lote A0711).
Revelado: 4-cloro-o-naftol/di amino benzamidina (DBA). La evaluacién fue realizada por duplicado.

bandas degradadas, podria estar asociada
principalmente a la catalisis de PLA,, serino
y/o metaloproteasas (PI, PII y/o PIII). La
expresion de esta actividad autocatalitica,
bajo las condiciones de disolucién de
la electroforesis convencional ha sido
reportada con otros venenos de este género
como B. colombiensis (Duque y Vargas,
2015) e implica la necesidad de incluir en
estas determinaciones los inhibidores de
proteasas, de manera de poder realizar
estimaciones y comparaciones adecuadas
del contenido proteico de los mismos.

La caracterizacion del veneno de B.
venezuelensis evidencio el desarrollo de
actividades: letal, hemorragica, hemolitica
indirecta y coagulante, lo cual coincide con

el perfil caracteristico de los venenos del
gaénero Bothrops en Venezuela (Salazar
y col., 2007; Girén y col., 2008; Duque y
col., 2014; Sanchez y col., 2014; Duque y
Vargas, 2015; Gir6n y col.; 2018), aunque
al comparar con estudios previos para este
género resaltan importantes variaciones
cuantitativas (Tabla I).

En el caso de la actividad letal el
veneno objeto de este estudio exhibié uno
de los mayores indices de letalidad, en
comparacion con los venenos de B. atrox
del estado Amazonas (Serrania del Cuao)
(Salazary col., 2007), B. isabelae del estado
Trujillo (Rodriguez-Acosta y col., 2010), B.
colombiensis del estado Miranda (El Guapo
y Caucagua) e incluso al comparar con la
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mayoria de sus homologos listados en la
Tabla I (Gir6n y col., 2008; 2018).

En la evaluacion de la actividad
hemorragica, la DHM estimada para el
veneno evaluado es notablemente inferior
a la reportada para otras especies de
importancia médica en Venezuela como
B. atrox (Girén y col., 2008; Rodriguez-
Acosta y col., 2010; Duque y col., 2014),
B. colombiensis (Girony col., 2008; Duque
y Vargas, 2015) y adicionalmente pudiera
considerarse analoga solo a la reportada
para venenos homoélogos del estado
Miranda (Gir6n y col., 2018) (Tabla I). Esta
elevada actividad hemorragica, sugiere una
importante concentracion de enzimas tipo
metaloproteasas en el veneno evaluado,
grupos capaces de inducir la disrupcion
enzimatica de los constituyentes de la
membrana basal y de la matriz extracelular
que rodea las células endoteliales de los
capilaresy las vénulas y que adicionalmente
se han relacionado a la rapida extensién de
los componentes del veneno del area de
inyeccion a la circulacién sistémica, aspecto
que adquiere un rol clave en la patogénesis
de las complicaciones locales y sistémicas
resultantes de estos envenenamientos (Anai
y col., 2002) y podria implicar que tras el
envenenamiento con la especie estudiada
los signos de intoxicacion sistémica
pudieran expresarse rapidamente y de
forma mas severa durante las primeras
horas del envenenamiento en comparacion
con otros venenos de este género en
Venezuela.

En el caso de la actividad hemolitica
indirecta, al comparar con estudios previos,
se puede referir que esta es una de las
actividades menos estudiadas en los
venenos venezolanos, a pesar de ser un
indicador de enzimas tipo PLA, calcio
dependientes. Adicionalmente al comparar

la DHIM obtenida para el veneno de
B. venezuelensis, con los estudios en
la Tabla I, se puede referir que esta es
aproximadamente cuatro veces menor a la
reportada para el veneno de B. atrox (Pto.
Ayacucho, estado Amazonas) (Duquey col.,
2014), el cual de acuerdo con sus autores
es al menos cinco veces mas hemolitico
que el de algunos homologos de Colombia
y Brasil. Esto sugiere la presencia de una
elevada concentracion de enzimas tipo PLA,
en el veneno evaluado y permite referir que
el accidente causado por especimenes de
B. venezuelensis (Serrania del Turimiquire,
estado Monagas) podria involucrar una
importante actividad miotoxica (local y/o
sistémica), asi como un relevante efecto
edematizante, los cuales se debe esperar
sean potenciados por la elevada actividad
hemorragica del veneno, efectos que en
conjunto podrian incrementar el riesgo de
compromiso local en las victimas.

En cuanto a la actividad coagulante del
veneno en estudio, esta es notablemente
inferior a la reportada en evaluaciones
previas con venenos homoélogos (Tabla
I) (Girén y col., 2008). Sin embargo, no
se debe subestimar esta menor actividad
ya que esta es similar a la descrita para
otras especies del género Bothrops, como
B. atrox (Tabla I) (Duque y col., 2014) y
sugiere la presencia en el veneno evaluado
de activadores del factor X y/o protrombina
(Girén y col., 2008; Sousa y col., 2018).

Adicionalmente el veneno evaluado
indujo la degradacion directa del
fibrindbgeno y la fibrina. En el caso de la
actividad fibrinogenolitica al comparar con
estudios previos realizados con venenos
de homologos del estado Miranda (Giron y
col., 2018) o B. Isabelae (Rodriguez-Acosta
y col., 2010) se puede referir un patréon
de degradacion similar, caracterizado
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por su efecto selectivo sobre la cadena o
del fibrindbgeno. En cuanto a la actividad
fibrinolitica se puede referir un elevado
potencial fibrinolitico para el veneno objeto
de este estudio en comparacion con lo
reportado en evaluaciones con venenos de
B. atrox (Amazonas y Bolivar) (Salazar y col.,
2007), B. colombiensis (El Guapo, estado
Miranda) e incluso venenos homologos de
los estados Miranda (La Boyera) y Aragua
(Tabla II) (Girén y col., 2018).

La mayoria de las enzimas responsables
por estas actividades han sido clasificadas
como o, B o y fibrinégenasas, segun la
cadena del fibrinégeno/fibrina sobre la cual
actiien mas rapidamente e incluyen enzimas
tipo: 1) Metaloproteasas dependientes de
zinc, capaces de hidrolizar rapidamente la
cadena Aa del fibrinbgeno (Gay y col., 2005),
2) serino proteasas, que incluyen enzimas
tipo trombina (degradan las cadenas o y/o
B) y las 3) fibrino(ge)liticas, para las que
se ha descrito usualmente actividad tipo
B-fibrinogenasa (Ledn y col., 2011). En el
caso particular de B. venezuelensis no se
han identificado las enzimas responsables
por las actividades fibrino(geno)litica, sin
embargo, estudios previos empleando
inhibidores de serino proteasas refieren
que estas actividades son dependientes
de enzimas tipo metaloproteasas (Giron y
col., 2018).

Por otra parte, el veneno en estudio
mostro actividad sobre BAEE, gelatina y
caseina. En cuanto a la degradacion del
BAEE, este efecto se ha reportado en
estudios previos con venenos homologos
(Lopez y col., 1999; Girén y col., 2018),
sin embargo, la magnitud determinada en
el veneno objeto de este estudio es 1,32
veces menor a la reportada por Lopez y col.
(1999) y 4,21 veces menor a lo reportado
por Girén y col. (2018). Adicionalmente se

puede referir que las enzimas responsables
por este efecto corresponden a serino
proteasas con actividad hemostatica,
asociada principalmente a activadores del
factor V, fibrinogenolitica, fibrinolitica y/o
liberadores de quinina, entre otros (Tu
y col., 1965). Todo esto, permite sugerir
que existe una importante variabilidad
bioquimica en la constituciéon de serino
proteasas en venenos B. venezuelensis
y adicionalmente el resultado obtenido
coincide con la menor actividad coagulante
del veneno evaluado en comparacion con
sus homologos (Tabla I) (Girony col., 2018).

En el caso de la actividad proteolitica
sobre gelatina, los resultados obtenidos
sugieren que esta actividad esta asociada
a metaloproteasas tipo PII y PIIl, ademas
de serino proteasas. Esta actividad ha sido
reportada en estudios previos con otras
especies de este género en Venezuela,
entre estos B. isabelae o B. colombiensis,
para los que se ha reportado que es
un efecto asociado a metaloproteasas
(Rodriguez-Acosta y col., 2010; Sanchez y
col., 2014), mientras que otros estudios con
especimenes de B. venezuelensis, del centro
de la Cordillera de la Costa, reportaron la
ausencia de actividad gelatinasa en el
lote de veneno empleado y sus fracciones
(Sanchez y col., 2014).

En el caso de la actividad proteolitica
sobre caseina, la degradacion total de las tres
cadenas del sustrato, coinciden con reportes
previos para venenos B. venezuelensis de
los estados Aragua y Miranda (Lagunetica)
(Girony col., 2018), sin embargo para estos
los autores evidenciaron dos patrones de
degradacion diferentes al observado en este
estudio, lo cual sugiere variaciones cuali y/o
cuantitativas en los grupos enzimaticos
responsables por este efecto (metalo y
serino proteasas) (Gay y col., 2005).
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En la evaluacion de la reactividad
inmunologica entre el veneno de B.
venezuelensis y el antiveneno venezolano,
el Western blot mostr6 la presencia en el
antiveneno de anticuerpos capaces de
reconocer principalmente antigenos de
alta masa molecular (> 60 kDa) como
L-aminoacido oxidasas y algunos grupos
de serino y metaloproteasas de la clase
PIll, entre otros. Ademas, sugiere una
débil a nula presencia de anticuerpos
capaces de reconocer proteinas como
PLA,, serino proteasas de baja masa
molecular y/o metaloproteasas de las
clases Pl y PII. Estos resultados coinciden
con observaciones realizadas en estudios
previos con venenos del género Bothrops,
para los cuales empleando Western blot y
antivendmica se reporté que antivenenos
comerciales de Brasil y Costa Rica
presentaron alta inmunogenicidad para
metaloproteasas del tipo PIIl (Nunez y
col., 2009; Calvete y col., 2011; Sousa y
col., 2013), mientras que algunas serino
proteasas, metaloproteasas tipo PI e
incluso PLA, solo fueron parcialmente
reconocidas (Nunez y col.,, 2009; Calvete
y col., 2011). Esto se ha atribuido a la
influencia de la masa molecular sobre
la inmunogenicidad (constituyentes >
30 kDa son altamente inmunogénicos)
(Ledny col., 2011); asi como a la ausencia
de epitopes en comun, por ejemplo en
el caso de las metaloproteasas se ha
propuesto que estos pudieran restringirse
a dominios especificos de las clases PII
(tipo desintegrina) o PIII (rico en cisteina)
(Sousa y col., 2013), mientras que las
Pl y las PLA, son consideradas toxinas
pobremente inmunogénicas, lo cual
también pudiera relacionarse a un elevado
polimorfismo. (Nunez y col., 2009; Calvete
y col., 2011; Sousa y col., 2013).

Conclusiones

Los resultados de este estudio exponen
por primera vez el potencial toxico del
veneno de B. venezuelensis de la region
oriental venezolana, este se caracterizo
por sus elevados efectos letal, hemorragico
y hemolitico indirecto. La discusion
comparativa de estos dos tltimos parametros
y la caracterizacion bioquimica sugieren una
importante variabilidad intra-especie en la
constitucion de serino y metaloproteasas.
Adicionalmente la limitada reactividad
cruzada evidenciada entre el antiveneno
venezolano y ciertos constituyentes del
veneno de B. venezuelensis, que pudieran
incluir PLA, y grupos con actividades
hemostaticas responsable de los efectos
mas caracteristicos del veneno, advierten
sobre la necesidad de evaluar el potencial
neutralizante del antiveneno venezolano
contra estas actividades, tal como lo
recomienda la Organizacion Mundial de la
Salud (WHO, 2017).
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