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RESUMEN

Bothrops colombiensis es una de las serpientes venenosas
predominantes en Venezuela, abarca todo el oriente, centro,
occidente y algunas regiones del sur del pais, al norte del rio
Orinoco, desde el nivel del mar hasta unos 2.500 metros de al-
tura. Esta amplia distribucion geografica en los ofidios veneno-
sos ha sido asociada a variabilidad en la composicién de sus
venenos, caracteristica que influye en la fisiopatologia obser-
vada en las victimas y en la capacidad neutralizante de los an-
tivenenos, esto implica la necesidad de caracterizar toxicologi-
camente los venenos de importancia médica para colectar da-
tos experimentales que permitan mejorar el manejo clinico y
seleccionar venenos representativos para la produccién de an-
tivenenos. Este estudio planted la caracterizacion toxinologi-
camente del veneno de Bothrops colombiensis de Paracotos
(Edo. Miranda), region geografica no evaluada, estimando sus
actividades letal, hemorragica, edematizante, coagulante, des-
fibrinante y necrosante, asi como su perfil electroforético. Los
resultados obtenidos evidenciaron un perfil toxinolégico similar
a lo usualmente descrito para este género, aunque con varia-
ciones cuantitativas como una elevada actividad edematizante,
una baja actividad hemorragica y un importante efecto neuroté-
xico, observado por primera vez en esta especie. La posible in-
cidencia de estos resultados en el cuadro clinico, tras el acci-
dente por esta especie, hace necesario documentar esta situa-
cion con estudios clinicos y evaluar el potencial neutralizante
de la terapia antiofidica existente. Adicionalmente, la escasa
actividad hemorragica evidenciada sugiere que el veneno eva-
luado no posee una carga antigénica representativa del poten-
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cial hemorragico del género Bothrops, por lo que no deberia
ser empleado como Unico representante de su especie para
la produccién de antivenenos en Venezuela.

Palabras clave: Bothrops colombiensis, caracterizaciéon toxi-
nologica, hemorragia, efecto neurotéxico.

ABSTRACT

Bothrops colombiensis is one of the predominant venomous
snakes in Venezuela; its range covers the whole Eastern,
Central and Western Regions and some Southern regions of
the country, to the North of the Orinoco river, from sea level
up to 2500 meters in height. This wide geographic distribution
of a venomous snake has been associated to the variability of
the venom composition, which influences both the physiopa-
thology observed in the victims and the neutralizing capacity
of antivenoms. This fact justifies the characterization of ven-
oms of medical importance, in order to gather experimental
data that will allow to improve the clinical management and to
choose representative venoms for antivenom production. This
study proposed the toxinological characterization of Bothrops
colombiensis snake venom from Paracotos, Miranda State, a
geographical region not evaluated, as for venoms, in order to
estimate it's lethal, hemorrhagic, edema-forming, coagulant,
defibrinating and necrotizing activities and also its electropho-
retic profile. The results show a toxinological profile similar to
the one described for this genus, even though with some high-
lighted quantitative variations such as high edema-forming ac-
tivity, a low hemorrhagic effect and a high neurotoxic effect,
which has been observed for the first time on this Venezuelan
species. The relevance of these results in the clinical context
makes it necessary to document these with clinical studies
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and the evaluation of the neutralizing capacity of the an-
tivenom. In addition, the scarce hemorrhagic activity suggests
that the evaluated venom does not seem to have an antigenic
charge which properly represents the hemorrhagic potential of
Bothrops genus and it should not be used alone for the an-
tivenom production in Venezuela.

Key words: Bothrops colombiensis, toxinological characteriza-
tion, hemorrhage, neurotoxic effect.

INTRODUCCION

En Venezuela, el envenenamiento por mordedura de ser-
piente constituye un problema de salud publica [4, 8], los exper-
tos sefalan una incidencia de 7000 accidentes al afo, de los
cuales un 70 a 80% son atribuidos a serpientes del género
Bothrops [8, 18]. Dentro de este género, Bothrops colombiensis
es la especie predominante en Venezuela, abarca todo el oriente,
centro, occidente y algunas regiones del sur del pais, al norte del
rio Orinoco, desde el nivel del mar hasta unos 2500 metros de al-
tura, aunque se restringe a areas tropicales y subtropicales, prin-
cipalmente aquellas representadas por bosques humedos, piede-
montes y margenes de los rios, lo que la convierte en una de las
especies principalmente asociada al accidente ofidico [13].

El envenenamiento por este género se caracteriza por la
presencia de dafios locales rapidos y prominentes que inclu-
yen: hemorragia, edema y necrosis; seguidos de alteraciones
sistémicas entre las que se encuentran: hemorragias, coagulo-
patias, colapso cardiovascular e insuficiencia renal aguda [32],
las cuales son la consecuencia del efecto aditivo y/o sinérgico
de una variedad de enzimas presentes en los venenos, como
fosfolipasas (PLA:), esterasas, exonucleasas, 5 nucleotidasas,
L-aminoacido oxidasas, hialuronidasas, ribonucleasas, serino
proteasas y metaloproteasas, entre otras, las cuales represen-
tan entre un 90-95% del peso seco del veneno [6, 7, 36]. A
esta complicada constitucion bioquimica se suman constantes
evidencias de variaciones en la constitucion de los venenos de
acuerdo a su localizacion geogréfica y caracteristicas ontogé-
nicas [3, 5-7, 28, 38, 39]. Estas variaciones, conforme a su
magnitud e implicaciones bioquimicas, pueden tener repercu-
siones en el cuadro fisiopatoldgico desarrollado en las victimas
y sobre el potencial neutralizante de los antivenenos, unico tra-
tamiento especifico disponible [3, 22, 29, 37, 38]. En conse-
cuencia, las regiones con una abundante herpetofauna vene-
nosa, como es el caso de Venezuela, deben realizar esfuerzos
para identificar las serpientes de importancia médica, caracteri-
zar ampliamente sus venenos y reconocer los factores implica-
dos en la morbilidad y mortalidad de los accidentes ofidicos, de
manera de establecer pautas para mejorar el tratamiento de
las victimas y fortalecer las etapas de disefio, produccion y
control de los antivenenos con base a la realidad del ofidismo
en las regiones implicadas [8, 38, 40]. El objetivo de este estu-
dio fue caracterizar toxinologicamente el veneno de Bothrops
colombiensis de Paracotos (Edo. Miranda).
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MATERIALES Y METODOS

Veneno

Se utilizé una mezcla de veneno cristalizado, obtenido a
partir del ordefio manual de cinco individuos adultos (4 hem-
bras y 1 macho) de Bothrops colombiensis, recolectados en la
localidad de Paracotos municipio Guaicaipuro en el estado Mi-
randa (Venezuela) y mantenidos en cautiverio en el serpenta-
rio de la Facultad de Farmacia de la Universidad Central de
Venezuela. Dicho veneno fue conservado hasta su evaluacion
en refrigeracion a 4°C en un desecador al vacio (Duran®, Mod.
Tam, Alemania).

Animales de experimentacion

Se emplearon ratones blancos (Mus musculus), cepa
NIH, sin distincién de sexo, con pesos pre-establecidos para
cada prueba y procedentes del Bioterio del Instituto Nacional de
Higiene “Rafael Rangel”, Ciudad Universitaria, Caracas- Vene-
zuela.

Perfil electroforético

La electroforesis del veneno se realizé en geles de po-
liacrilamida al 12,5%, en condiciones no reducidas (SDS-PA-
GE) de acuerdo al método de Laemmli [21]. Se emplearon ali-
cuotas de 7 puL de soluciones de veneno y mezclas de vene-
no/EDTA-Na,; (5 mM) y veneno/Benzamidina (1 mM) a una
concentracion de 2 pg/uL en un buffer constituido por 10%
duodecilsulfato de sodio (SDS), 1% de glicerol, 0,02% de azul
de bromofenol y Tris 0,5 M pH 6,8. Las bandas de proteinas
fueron visualizadas con azul de Coomasie y su masa molecu-
lar se estim6 empleando como referencia una mezcla de pe-
sos moleculares de amplio rango (BIO-RAD® Cat. 161-0318).

Determinacion de la dosis letal cincuenta (DLso)

La DLsp se determin6 de acuerdo al método de Spear-
man-Karber [40]. Grupos de cuatro ratones por dosis, con pe-
sos entre 18 y 20 gramos (g), fueron inyectados por via intra-
peritoneal con 0,2 mL de soluciones del veneno conteniendo
75, 150, 300, 600 y 1200 pg/mL en NaCl al 0,85%. Luego de
48 horas (h) se registré el nimero de animales muertos por
dosis. Durante la evaluacién de esta actividad se registraron
los signos de toxicidad aguda evidenciados en los ratones.

Determinacion de la actividad hemorragica

Grupos de cuatro ratones por dosis, con pesos entre 22
y 24 g, fueron inyectados por via intradérmica en la regién ab-
dominal con 0,1 mL de soluciones del veneno conteniendo
150, 300, 600 y 1.120 uyg/mL en NaCl al 0,85%. Un grupo adi-
cional de cuatro ratones se inyectd con 0,1 mL del vehiculo y
constituyé el control del experimento. A las 2 h. se evaluo el
area hemorragica inducida por cada tratamiento, los resulta-
dos se expresaron como dosis hemorragica minima (DHM)
definida como la cantidad de veneno que indujo un area he-
morragica de 10 mm de diametro [19].
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Determinacion de la actividad desfibrinante

La actividad desfibrinante se estimé por la inducciéon de
incoagulabilidad en la sangre de ratones. Grupos de cuatro ra-
tones por dosis, con pesos entre 22 y 24 g, fueron inyectados
por via intravenosa con 0,2 mL de soluciones del veneno con-
teniendo 5; 10; 20 y 40 pg/ml en NaCl al 0,85%. Un grupo adi-
cional de cuatro ratones se inyect6 con 0,2 mL del vehiculo y
se empled como control. Luego de 1 h, los animales se aneste-
siaron con éter y se extrajeron 200 puL de sangre a través de
un corte en la arteria braquial. Las muestras se colocaron indi-
vidualmente en tubos de ensayo secos y a las 2 h. se evalué la
coagulacién de las mismas. Los resultados se expresaron
como dosis desfibrinante minima (DDM), definida como la me-
nor cantidad de veneno que indujo la incoagulabilidad de la
sangre por grupo tratado [19].

Determinacion de la actividad coagulante

La actividad coagulante se estimdé empleando plasma
humano citratado (9:1) como sustrato, el cual se distribuy6 a
razén de 0,1 mL en tubos de ensayo de plastico, se afiadio
0,1 mL de buffer Tris-HCL 0,01 M pH 7,3/NaCl 0,15 M a
cada tubo y se incubaron en bafio Maria (Gallenkamp®, Mo-
del 2, Inglaterra) a 37°C. durante 1 min. Post incubacion se
adicion6 al plasma 0,1 mL de soluciones del veneno conte-
niendo 20; 40; 80; 160 y 320 pug/mL en NaCl al 0,85% (4 tu-
bos por tratamiento) o 0,1 mL de NaCl 0,85% (control de
vehiculo), las mezclas se llevaron al bafio Maria a 37°C du-
rante 1 min, se adicioné 0,05 M de CaCl, y se midi6 el tiem-
po de coagulacion con la ayuda de un cronémetro (Casio®,
HS-5, Japon). Los resultados se expresaron como dosis coa-
gulante minima (DCM) definida como la menor cantidad de
veneno que indujo la coagulacion del plasma en la menor
unidad de tiempo posible [11].

Determinacion de la actividad mionecrosante

La actividad mionecrosante se estimé por la cuantifica-
cion de la enzima creatina fosfoquinasa (CK) en suero [17].
Una dosis subletal del veneno equivalente a 40 pg/0,1 mL de
NaCl al 0,85% se administré por via intramuscular a un grupo
de cuatro ratones con un peso entre los 18-20 g. Un grupo adi-
cional de cuatro ratones se inyect6 con 0,1 mL del vehiculo y
se empleé como control. A las 3 h. los animales se anestesia-
ron con éter y se extrajeron 500 yL de sangre a través de un
corte en la arteria braquial. Las muestras en tubos eppendorf
se centrifugaron a 1.240 g durante 10 min. (Centrifuga Sor-
val®, GLC-1, China) y se separ6 el suero, donde se cuantificd
la enzima CK empleando un kit diagnostico (Stanbio Labora-
tory®. Procedimiento N°. 2910). Se determind la actividad de la
enzima CK (U/L) definida como la cantidad de enzima que oxi-
da un pmol/L/min. de NADP. Los resultados se expresaron
como la magnitud del incremento de la enzima CK en el grupo
tratado con el veneno respecto al control.

Determinacion de la actividad edematizante

Grupos de cuatro ratones por dosis, con pesos entre 18
y 20 g se inyectaron en la almohadilla plantar de una de sus
extremidades posteriores, con 50 uL de soluciones del vene-
no conteniendo 5; 10; 20; 40 y 80 pug/mL en NaCl al 0,85%.
La extremidad contralateral se inyectd con 50 uL del vehiculo
y se emple6é como control. Luego de 1 h, los animales se sa-
crificaron bajo anestesia con éter, se seccionaron las extremi-
dades tratadas a la altura de la articulacion tarsal con un bis-
turi y se pesaron en balanza analitica (Mettler®, H10, Suiza).
Los resultados se expresaron como dosis edematizante mini-
ma (DEM) definida como la cantidad de veneno que indujo un
edema del 30% [19].

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media aritmética
+ la desviacion estandar de tres evaluaciones independientes,
empleando estadistica descriptiva con un intervalo de con-
fianza del 95% (P<0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

La variacion en la composicién de los venenos de ser-
pientes es un factor asociado a las caracteristicas ontogénicas
de los individuos y a su distribucién geografica, incluso en regio-
nes cercanas como se ha demostrado en diferentes especies
del género Bothrops en Venezuela [31, 39]. Esta variacién en la
composicion de los venenos puede tener repercusiones, tanto
en el cuadro clinico evidenciado en las victimas como en la po-
tencia neutralizante de los antivenenos, e implica la necesidad
de caracterizar los venenos de importancia médica, como es el
caso del veneno de B. colombiensis, una de las especies princi-
palmente asociada al accidente ofidico en Venezuela [13].

En este estudio, el andlisis electroforético del veneno,
con y sin inhibidores de proteasas (EDTA y Benzamidina),
mostrd la presencia de proteinas distribuidas aproximada-
mente entre los 5-171 kDa, con una elevada densidad de
bandas proteicas por debajo de los 36 kDa. El empleo de inhi-
bidores de proteasas permitié exponer la presencia de un gru-
po minoritario de constituyentes con masas moleculares entre
los 50-171 kDa (FIG. I), los cuales son susceptibles de ser
degradados en solucidén a consecuencia de la actividad pro-
teolitica del veneno. La constitucion de proteinas del veneno
de B. colombiensis (Paracotos) difiere de lo reportado en es-
tudios previos para venenos de esta especie procedentes del
Guapo y Caucagua (Edo. Miranda) [31], para los cuales se re-
firid la presencia de proteinas entre los 15-97 kDa. Dichas di-
ferencias podrian ser consecuencia de la reconocida varia-
cion en la composicion de los venenos, aspecto relacionado a
la edad/tamario de los ejemplares, carga genética de la po-
blacién, habitos alimenticios y habitat, entre otras condiciones
[6, 7, 14-16, 35, 37, 38].
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FIGURA 1. PERFIL ELECTROFORETICO (SDS-PAGE) DEL
VENENO DE LA SERPIENTE Bothrops colombiensis (Para-
cotos. Edo. Miranda)

Marcadores de Peso Molecular (BIO-RAD®. Catalog # 161-0318):
Miosina (211,475 kDa). B galactosidasa (118,579 kDa). Albumina de
suero bovino (78,995 kDa). Ovalbumina (53,045 kDa). Anhidrasa
carbénica (36,881 kDa). Inhibidor de tripsina (28,643 kDa). Lisozima
(17,809 kDa). Aprotinina (6,435 kDa).VT: veneno total. EDTA-Nay:
etilen-di-amino-tetra acetato sédico. Bzd: benzamidina Gel tefiido con
azul de coomasie.

En la caracterizacion toxinolégica del veneno de B. co-
lombiensis (Paracotos, Edo. Miranda), se observd que éste in-
dujo actividades letal, hemorragica, desfibrinante, edematizan-
te, necrosante y coagulante sobre plasma humano (TABLA 1),
estos resultados estan en concordancia con lo reportado para
la mayoria de las serpientes de este género [10, 22, 31, 37],
aunque con algunas variaciones cuantitativas al comparar con
estudios previos (TABLA II).

En la determinacién de la actividad letal se obtuvo una
DLso de 4,92 + 0,16 mg/kg (n=3). Adicionalmente, durante la
evaluacién de esta actividad se registraron los signos de toxici-
dad evidenciados en los ratones tratados, los mas relevantes
fueron: contractura en extremidades anteriores y paralisis flaci-
da de las posteriores con una dosis de 6 mg/kg, mientras que
con dosis del veneno entre los 11-13 mg/kg se observé adicio-
nalmente la presencia de exoftalmos, pardlisis flacida de las
extremidades anteriores, convulsiones ténico-clénicas y opisto-
tonos, lo cual sugiere la presencia de constituyentes neurotéxi-
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] TABLA |
PERFIL TOXINOLOGICO DEL VENENO DE Bothrops
colombiensis DE PARACOTOS-EDO. MIRANDA,

VENEZUELA
Actividad Evaluada Dosis
DLso (mg/kg) 4,92 +0,16
DHM (pg/ratén) 34,62 + 6,25
DEM (pg/ratén) 0,62 + 0,04
DDM (pg/ratén) 3,5
DCM (ug) 0.5

DLso: dosis letal cincuenta, via IP. DHM: dosis hemorragica minima.
DEM: dosis edematizante minima. DDM: dosis desfibrinante minima.
DCM: dosis coagulante minima.

cos en el veneno. Estas observaciones coinciden con repor-
tes previos de potencial neurotdxico en algunos venenos de
este género como B. jararacussu, B. erythromelas, B. jarara-
ca, B. moojeni 'y B. neuwiedie los cuales indujeron el bloqueo
neuromuscular, en modelos nervio-musculo in vitro, con la in-
hibicion de la respuesta muscular a la acetilcolina y al cloruro
de potasio [41]. Por otra parte, en la caracterizacion de la
fraccion | del veneno de la especie B. venezuelensis (Vene-
zuela), obtenida por exclusién molecular (Sephadex G100®),
se reportd que ésta indujo signos clinicos similares en ratones
[24]. Mientras que en el caso de B. asper (Costa Rica) se ais-
|6 una serino proteasa responsable en ratones de alteracio-
nes tipo pérdida del reflejo de enderezamiento, opistétonos y
rotacion intermitente sobre el eje del cuerpo [30].

Al comparar la DLs, obtenida con estudios previos (TA-
BLA 1I), se observé que el veneno de B. colombiensis (Para-
cotos) present6 un indice de letalidad dentro de lo usualmen-
te reportado, con algunas notables excepciones como B. co-
lombiensis del Guapo (Edo. Miranda) [14] y B. atrox (Edo.
Amazonas) [31] los cuales presentan un menor indice de leta-
lidad que el veneno de B. colombiensis (Paracotos) o B. jara-
raca [26] y B. neuwidii (Bolivia) [37], los cuales exhibieron una
muy potente actividad letal.

En el caso de la actividad hemorragica, el veneno de B.
colombiensis (Paracotos) exhibié un escaso potencial hemo-
rragico (DHM: 34,62 ug) al compararlo con estudios previos
para este género (TABLA Il). Adicionalmente, se debe referir
que con dosis del veneno <5ug, rango en el que se encuen-
tra la mayoria de los reportes de DHM para este género (TA-
BLA 1), no se observé el desarrollo de lesién hemorragica en
los ratones tratados. La escasa actividad hemorragica eviden-
ciada en este estudio es similar a la reportada para algunos
venenos del género Crotalus suramericano, venenos recono-
cidos por su menor actividad hemorragica, como C. d. terrifi-
cus (Colombia) el cual exhibié una DHM de 31,9 + 6,1 pg [29],
y sugiere que el veneno evaluado presenta una menor con-
centracion de las enzimas responsables por esta actividad, la
cual es reconocida como uno de los efectos mas caracteristi-
co de este género [17, 32].
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TABLA Il
COMPARACION DE LAS ACTIVIDADES TOXICAS DEL VENENO DE B. colombiensis (PARACOTOS, VENEZUELA)
CON ESPECIES DEL GENERO Bothrops DE OTRAS LATITUDES

Especie DLsg DHM DEM DDM DCM Actividad
(mg/kg) (ug/ratén) (ug/ratén) (ug/ratén) (ug) necrosante*®

B. jararaca Argentina [1] NE 0,85 NE NE NE
B. jararacusso
Argentina [1] NE 1,5 NE NE NE
B. neuwidii
Argentina [37] 3,29 0,56 + 0,04 NE 26+0,6 oM NE
B. jararaca. Brasil [26] 2,28 0,43 NE NE NE NE
B. neuwidii. Bolivia [37] 1,23 7019 NE 20+04 OoM 1,68 (50)
B. atrox. Colombia [37] 4,47 1,4 +0,42 NE 2,2+0,01 oM 3,26 (50)
B. asper. Costa Rica [5] 3,35-4,23 0,8+0,1 1,7+0,1 5 NE NI
B. atrox. Ecuador [22] 4,59-7,41 3,71 NE 1 oM 3,57 (50)
B. brazili. Pert [33] 4,76-6,37 3,71+ 0,41 1,18 NE NE 4 (13,50)
B. atrox. Pert [33] 3,55 6,45+0,43 2,95+1,11 2,5 oM 4 (56,30)
B. pictus. Peru [33] 2,31-3,34 1,06+0,15 0,52+0,13 10 oM 4 (15,4)
B. barnetti. Peru [33] 2,30-3,07 0,75+0,26 1,13+0,05 25 oM 4 (40,4)
B. atrox. Pert [37] 4,35 1,4 £0,07 NE 1,7+0,4 oM 2,56 (50)
B. atrox. Serrania del Cuao. Edo. Amazonas.
Venezuela [31] 8,3 42+0,5 NE NE oM NE
B. atrox. Edo. Bolivar-Venezuela [31] 4,0 2704 NE NE oM NE
B. Isabelae. Trujillo Venezuela [31] 59 11,5+1,2 NE NE oM NE
B. atrox. Pto. Ayacucho Edo. Amazonas.
Venezuela [10] 3,07+0,52 5,28+0,37 0,84 +0,16 5 oM NE
B. colombiensis. El 11,6 NE NE NE NE
Guapo. Venezuela [14]
B. colombiensis. 5,8 11,6 NE NE NE NE
Caucagua. Venezuela [14]
B. colombiensis. 4,92+0,16 34,62+6,25 0,62+0,04 3,5 0,5 4 (40)

Paracotos Venezuela

DLso: dosis letal cincuenta, via IP. DHM: dosis hemorragica minima. DEM: dosis edematizante minima. DDM: dosis desfibrinante minima. DCM:
dosis coagulante minima. NE: no evaluado. NI: no indicado. OM: otra metodologia. *Magnitud del incremento de la enzima CPK en el grupo tratado
con el veneno respecto al control. En paréntesis cantidad de veneno evaluado (ug).

La actividad hemorragica de los venenos del género
Bothrops es consecuencia de la accion de las reconocidas
hemorraginas o metaloproteasas hemorragicas. Este grupo
enzimatico esta constituido casi en su totalidad por metalo-
proteasas dependientes de zinc, las cuales degradan los
constituyentes de la membrana basal y de la matriz extracelu-
lar que rodea las células endoteliales de los capilares y de las
vénulas [2, 25]. De acuerdo a su dominio de composicién, es-
tas enzimas son clasificadas en tres grupos: (1) la Clase PI
con una masa molecular entre 20-30 kDa, compuestas por un
dominio catalitico y consideradas factores débilmente hemo-
rragicos; (2) la Clase Pll con masa molecular de 30-50 kDa y
constituidas por dos dominios: el catalitico y el tipo desintegri-
na, este ultimo les confiere una mayor actividad hemorragica
en comparacion con la clase PI; y (3) la Clase PlIl con una
masa entre 50-100 kDa, constituidas por tres dominios: el me-

taloproteasa, el tipo desintegrina y el rico en cisteina, esta
ultima clase se considera que reune las toxinas hemorragi-
cas mas potentes [16, 23, 25].

En el caso del veneno de B. colombiensis (Paraco-
tos), el perfil electroforético obtenido evidenci6é que precisa-
mente, las proteinas con una masa =38 kDa representan
un grupo minoritario (FIG. 1) lo cual sugiere una escasa
presencia de hemorraginas de las clases Pll y Plll y podria
explicar su atipico potencial hemorragico. Estos resultados
coinciden con lo reportado en estudios protedmicos pre-
vios, los cuales han documentado en algunos especimenes
adultos de B. atrox (Colombia/Venezuela) y B. colombien-
sis (Venezuela) una baja proporcién de hemorraginas tipo
Pl (4,8-20%), simultaneo a una elevada composicién por-
centual de hemorraginas tipo Pl (21-65%), en contraste a lo
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usualmente reportado en los venenos del género Bothrops
donde las hemorraginas tipo PIllI representan entre un 54-
69% de las proteinas del veneno total [6, 7].

Esta escasa actividad hemorragica en el veneno B. co-
lombiensis (Paracotos. Edo. Miranda), es de relevancia clini-
ca, ya que sugiere que en los accidentes con esta especie
podria esperarse un cuadro clinico donde no predominen las
alteraciones hemorragicas como equimosis, petequias, gin-
givorragias, epistaxis o hematurias. En consecuencia este
veneno no deberia ser empleado como Unico representante
de su especie para la produccion de antivenenos en Vene-
zuela, ya que no posee una carga antigénica que represente
adecuadamente el potencial hemorragico del género
Bothrops, ademas estudios protedmicos recientes han repor-
tado una escasa reactividad cruzada entre metaloproteasas
de la clase Pl y PIll [38]. Por otra parte, considerando que
estudios previos han demostrado que las toxinas hemorragi-
cas estan comprometidas en la rapida distribucién de los
componentes del veneno del area de inyeccion a la circula-
cién sistémica [2], es factible que tras el envenenamiento
por B. colombiensis (Paracotos. Edo. Miranda) los signos de
intoxicacion sistémica pudieran expresarse de forma menos
severa en las primeras horas del accidente.

En el caso de la actividad desfibrinante se obtuvo una
DDM de 3,5 pg de veneno (TABLA I). Al comparar con estu-
dios previos (TABLA II) se observé un mayor potencial desfi-
brinante para el veneno de B. colombiensis (Paracotos) que
en el veneno de especimenes de B. atrox (Pto. Ayacucho),
B. asper (Costa Rica) y B. pictus (Peru) [5, 10, 33], asi como
una menor actividad desfibrinante al compararlo con el de
especimenes de B. atrox del Ecuador y Peru [22, 37]. En el
caso de la actividad coagulante, se obtuvo una DCM de 0,5
pg de veneno (TABLA 1); sin embargo, no se pudo estable-
cer comparaciones con los estudios previos presentados en
la TABLA Il por diferencias metodologicas. Estas dos activi-
dades son responsables de las coagulopatias observadas
en victimas humanas, las cuales representan las manifesta-
ciones clinicas mas frecuentemente observadas en los acci-
dentes con serpientes del género Bothrops [2, 31] y son la
consecuencia de la accidn conjunta de una variedad de enzi-
mas que afectan el sistema de coagulacion sanguinea y la
agregacion plaquetaria [20, 34], en el caso particular de B.
colombiensis se ha reportado la presencia de enzimas con
actividad tipo trombina, fibrinolitica, tipo factor Xa, activado-
res de protrombina, L-aminoacido oxidasa y 5'nucleotidasa
[6, 12, 14, 27, 31].

En la determinacién de la actividad mionecrosante
evaluada por la medicion de la enzima CK en suero, marca-
dor de lesidén que se encuentra en altas concentraciones en
el citoplasma de las células musculares (cardiacas y esque-
léticas) [9, 17], se observé a las 3 h. de exposicion al veneno
el incremento de los niveles de CK (2225,53 + 433,63 U/L),
en magnitud equivalente a 4 veces lo obtenido para el grupo
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control (595,88 + 83,24 U/L), lo cual evidencia el potencial
necrosante del veneno evaluado. Al comparar estos resul-
tados con los reportados en estudios previos (TABLA 1), se
not6 que el veneno de B. colombiensis (Paracotos) tiene
una menor actividad necrosante que venenos de B. Brazili
y B. pictus del Peru [33]; un mayor potencial miotoxico que
el de B. neuwidii (Bolivia) y B. atrox (Colombia y Peru) [22,
37] y un perfil miotéxico similar al de B. barnetti [33]. Esta
actividad constituye una de las manifestaciones clinicas
mas frecuentes en los accidentes moderados y severos
ocasionados por las serpientes de este género [18, 32], y
es la consecuencia de la accién de enzimas PLA; presentes
en los venenos y de la isquemia local que pueda desarro-
llarse en el musculo esquelético por la fuerte compresién
de los tejidos a consecuencia del edema [16].

En la evaluacion de la actividad edematizante se obtuvo
una DEM de 0,62 + 0,04 ug (TABLA I). Al comparar con los
estudios previos presentados en la TABLA I, se observo que
el veneno evaluado presenté una elevada actividad edemati-
zante, superando incluso a venenos clasificados como muy
edematizantes de B. jararaca y B. jararacussu con DEM de
0,85 y 1,5 pg, respectivamente [1]. Esta actividad es uno
de los efectos mas comunes de los venenos del género
Bothrops y es considerada consecuencia principalmente
de la accién de mediadores enddgenos como kininas,
prostaglandinas, histamina y serotonina liberados por pro-
teasas y PLA, presentes en los venenos [1, 16, 32].

Esta elevada actividad edematizante observada para el
veneno de B. colombiensis (Paracotos) es también de rele-
vancia clinica, ya que sugiere que en los accidentes con esta
especie podria esperarse un cuadro clinico que implique un
marcado efecto edematizante, lo cual podria incrementar en
las probabilidades de compromiso local en las victimas ya
que la isquemia local que pueda desarrollarse a consecuen-
cia del edema es un factor contribuyente a la miotoxicidad de
los venenos del genero Bothrops [16, 18, 32].

La relevancia de los resultados obtenidos en la carac-
terizacion del veneno de B. colombiensis (Paracotos), au-
nado con la escasa neutralizacion in vivo de los efectos lo-
cales reportada usualmente para los antivenenos [6, 10,
23, 28, 38] y la limitada inmuno-reactividad observada, en
la evaluaciéon de antivenenos comerciales de Brasil, Costa
Rica y Venezuela, mediante estudios protedmicos hacia di-
ferentes constituyentes de los venenos como desintegrinas,
metaloproteasas tipo Pl y PLA; [6, 7, 38], sugieren la nece-
sidad de evaluar el potencial neutralizante de los antivene-
nos disponibles en el pais, tal como recomienda la Organi-
zacion Mundial de la Salud [40]. Adicionalmente, las impor-
tantes variaciones observadas entre los perfiles toxinologi-
cos del veneno evaluado y sus homoélogos procedentes del
Guapo y Caucagua, también del Edo. Miranda (TABLA II),
resaltan la necesidad de caracterizar los venenos de impor-
tancia médica aun en regiones geograficas cercanas.



CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos evidenciaron para el veneno de

Bothrops colombiensis (Paracotos) un perfil toxinolégico carac-
terizado por una elevada actividad edematizante, escasa activi-
dad hemorragica y un importante efecto neurotéxico, ademas
del potencial miotdxico y procoagulante, caracteristicos de los
venenos del genero Bothrops, lo cual hace necesario reforzar el
seguimiento clinico del paciente para la prevencién de complica-
ciones, planificar estudios epidemiologicos en la region y eva-
luar el potencial neutralizante de la terapia antiofidica existente.
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