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Figura 12. Extraccion de veneno de adultos de Bothrops asper. Técnica de
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Popayan. Fotografia: Mora, D. 2008.
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Figura 13. Extraccion de veneno de neonatos de B. asper. Bothrops asper (N°
CIBUC — Se 000 193); hembra de 38 cm LT. Ejemplar de la Reserva Natural
de las Aves el Pangan, Corregimiento Junin, Municipio Barbacoas, Narifio.
Cortesia CIBUC © Fotografia: Mora, D. 2009.

Figura 14. Curva de calibracion para cuantificacion de proteinas de B. asper
de ElI Tambo Cauca y B. cf. asper del Valle del Patia, Cauca. Seroalbumina
Bobina (BSA). La curva de calibracion se modificé para cantidades pequefias
de reactivo y de veneno, por ser un método desnaturalizante.

Figura 15. Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida de veneno de
adultos y neonatos de las poblaciones de B. asper y B. cf. asper del
suroccidente de Colombia y B. asper de la Costa Pacifica de Costa Rica.
Margen superior del gel: veneno de adultos de B. asper de El Tambo, Cauca
(BaT1-4); adultos de B. cf. asper del Valle del Patia (BaP5-8); pool de veneno
de adultos de B. asper de la Costa Pacifica de Costa Rica (PCR13); neonato
de B. asper de ElI Tambo (BaT10); juvenil de B. cf. asper del Valle del Patia
(BaP9), neonatos de B. asper de Barbacoas, Narifio (BaN11-12); pool de
veneno de neonatos de B. asper de la Costa Pacifica de Costa Rica (PCR15).
Numeracion al interior de la imagen: bandas proteicas. Margen izquierdo:
marcador de masa molecular Page Ruler SM0671 (MW) en kDa. Las
proteinas fueron separadas en gel en gradiente (10-15%) bajo condiciones de
reduccion y tefiidos con azul de coomassie.

Figura 16. Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida de veneno de
adultos y neonatos de las poblaciones de B. asper y B. cf. asper del
suroccidente de Colombia, B. asper de la Costa Pacifica y del Caribe de
Costa Rica. Margen superior del gel: A. veneno de adultos de B. asper de El
Tambo, Cauca (BaT1-4); adultos de B. cf. asper del Valle del Patia (BaP5-8);
pool de veneno de adultos de B. asper de la Costa Pacifica de Costa Rica
(PCR13); neonato de B. asper de El Tambo (BaT10); juvenil de B. cf. asper
del Valle del Patia (BaP9), neonatos de B. asper de Barbacoas, Narifio
(BaN11-12); pool de veneno de neonatos de B. asper de la Costa Pacifica de
Costa Rica (PCR15). B. Pool de veneno de adultos del Caribe de Costa Rica
(CCR14) y pool de neonatos (CCR16). Numeracion al interior de la imagen:
bandas proteicas. Margen izquierdo marcador de masa molecular Page Ruler
SM0671 (MW) en kDa. Las proteinas fueron separadas en un gel al 12% bajo
condiciones de reduccion y tefiidos con azul de coomassie.

Figura 17. Fenograma de similitud, construido en el programa NTSYS pc. 2.1,
a partir de datos binarios extraidos de los perfiles electroforéticos. Numeracién
al margen derecho del fenograma: muestras de veneno de los ejemplares. Adultos
(BaT1-4) y neonato (BaT10) de B. asper de El Tambo, Cauca; adultos (BaP5-
8) y juvenil (BaP9) de B. cf. asper del Valle del Patia, Cauca; neonatos de B.
asper de Barbacoas, Narifio ( ); pool de veneno de adultos (PCR13)
y pool de veneno de neonatos (PCR15) de B. asper de de la Costa Pacifica
de Costa Rica; pool de veneno de adultos (CCR14) y pool de neonatos
(CCR16) del Caribe de Costa Rica. Los numeros romanos (I y 1) y las letras
(a-f) al interior del fenograma muestran los grupos y subgrupos formados. El
valor r, corresponde al coeficiente de correlacion cofenética y expresa el
grado de distorsion entre la matriz original y la matriz cofenética obtenida a
partir de los valores del fenograma. El Coeficiente de Jaccard en una escala
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de 0.10 a 1, donde los valores mas cercanos a 1, tienden a expresar el grado
de similitud maxima.

Figura 18. Perfil cromatogréafico de proteinas por HPLC, fase reversa. Pool de
venenos de especimenes adultos de B. asper de la Costa Pacifica de Costa
Rica. Un miligramo de proteinas de veneno total fueron aplicados a una
columna RP10 C18, bajo las siguientes condiciones de cromatograficas: (5%
B) por 10 min, 5-10% B por 20 minutos, 10-20% B por 45 min, 20- 45% B por
80 min, 45-70% B por 20 minutos y 70% B por 10 min.

Figura 19. Perfil cromatogréafico de proteinas por HPLC, fase reversa. Pool de
venenos de especimenes adultos de B. asper de El Tambo, Cauca. Un
miligramo de proteinas de veneno total fueron aplicados a una columna RP10
C18, bajo las siguientes condiciones de cromatogréaficas: (5% B) por 10 min,
5-10% B por 20 minutos, 10-20% B por 45 min, 20- 45% B por 80 min, 45-
70% B por 20 minutos y 70% B por 10 min.

Figura 20. Perfil cromatografico de proteinas por HPLC, fase reversa. Pool de
venenos de especimenes adultos de B. cf. asper del Valle del Patia. Un
miligramo de proteinas de veneno total fueron aplicados a una columna RP10
C18, bajo las siguientes condiciones de cromatograficas: (5% B) por 10 min,
5-10% B por 20 minutos, 10-20% B por 45 min, 20- 45% B por 80 min, 45-
70% B por 20 minutos y 70% B por 10 min.

Figura 21. Comparacion de cromatogramas obtenidos por RP-HPLC, fase
reversa de un pool de venenos de especimenes adultos de B. cf. asper y B.
asper del suroccidente de Colombia y de la Costa Pacifica de Costa Rica. A.
Verde: B. asper de la Costa Pacifica de Costa Rica y azul: B. asper de El
Tambo, Cauca. B. Verde: B. asper de la Costa Pacifica de Costa Rica y azul:
B. cf. asper del Valle del Patia, Cauca. C. Azul: B. asper de El Tambo, Cauca
y verde: B. cf. asper del Valle del Patia, Cauca.

Figura 22. Perfil cromatogréafico de proteinas por HPLC, fase reversa de un
pool de venenos de especimenes neonatos de B. asper de la Reserva
Natural de las Aves el Pangan, Barbacoas, Narifio. Un miligramo de proteinas
de veneno total fueron aplicados a una licrosfera de RP10 C18, bajo las
siguientes condiciones de cromatogréficas: (5% B) por 10 min, 5-10% B por
20 minutos, 10-20% B por 45 min, 20- 45% B por 80 min, 45-70% B por 20
minutos y 70% B por 10 min.

Figura 23. Comparacion de cromatogramas obtenidos por separacion de
proteinas por HPLC, fase reversa de un pool de venenos de especimenes
neonatos de Barbacoas, Narifio versus adultos de B. asper de El Tambo,
Cauca y de la Costa Pacifica de Costa Rica. A. Verde: B. asper neonatos de
Barbacoas Narifio y azul: B. asper adultos de El Tambo, Cauca. B. Verde: B.
asper adultos de la Costa Pacifica de Costa Rica y azul: B. asper neonatos de
Barbacoas, Narifio.

Figura 24. Controles de Inmunoelectrotransferencia. Pool de veneno de
adultos de B. asper de la Costa Pacifica de Costa Rica (PCR) y B. asper de
El Tambo, Cauca (CIBUC-000 020) (BaT4). A. Control con suero normal
equino (SNE). B. Control con suero anticoral, producido por el Instituto
Clodomiro Picado (Costa Rica). Marcadores de masa molecular en kDa, sobre
las margenes izquierda y derecha (MW). Las proteinas fueron separadas en
gel de poliacrilamida (12 %) bajo condiciones de reduccion.
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Figura 25. Andlisis de Inmunoelectrotransferencia de veneno de B. asper y B.
cf. asper del suroccidente de Colombia y B. asper de la Costa Pacifica de
Costa Rica, que muestra la inmunoreactividad del antiveneno monoespecifico
anti-B. asper Pacifico (Costa Rica). Cada carril contiene 20 pg de veneno.
Adultos de Ba-T (1-4), adultos de Ba-P (5-8), pool de veneno de adultos de B.
asper de la Costa Pacifica de Costa Rica (13), neonato de Ba-T (10), juvenil
de Ba-P (9), neonatos de Ba-N (11 y 12) y pool de veneno de neonatos de B.
asper de la Costa Pacifica de Costa Rica (14). Marcador de masa molecular
Page Ruler SM0671 en kDa, al margen izquierdo (MW). Las proteinas fueron
separadas en gel de poliacrilamida en gradiente (10-15%) bajo condiciones de
reduccion.

Figura 26. Andlisis de Inmunoelectrotransferencia de veneno de B. asper y B.
cf. asper del suroccidente de Colombia y B. asper de la Costa Pacifica de
Costa Rica, que muestra la inmunoreactividad del antiveneno monoespecifico
anti-B. asper Caribe (Costa Rica). Cada carril contiene 20 pg de veneno.
Adultos de Ba-T (1-4), adultos de Ba-P (5-8), pool de veneno de adultos de B.
asper de la Costa Pacifica de Costa Rica (13), neonato de Ba-T (10), juvenil
de Ba-P (9), neonatos de Ba-N (11 y 12) y pool de veneno de neonatos de B.
asper de la Costa Pacifica de Costa Rica (14). Marcador de masa molecular
Page Ruler SM0671 en kDa (MW), al margen izquierdo. Las proteinas fueron
separadas en gel de poliacrilamida en gradiente (10-15%) bajo condiciones de
reduccion.

Figura 27. Curvas de evaluacion para anticuerpos especificos contra
antigenos de B. asper y B. cf. asper del suroccidente de Colombia. Los
antivenenos fueron diluidos en factor 3 y testeados por ELISA contra veneno
de A. Adultos de B. asper de El Tambo, Cauca. B. Adultos de B. cf. asper de
la Valle del Patia, Cauca. C. Neonatos de B. asper de Barbacoas, Narifio.
W Monoespecifico anti-B. asper Caribe. ® Monoespecifico anti-B. asper
A Pacifico. Polivalente. * Suero normal equino (SNE). Cada punto
representa la media + SD de tres repeticiones.

Figura 28. Gréfico de medias. Muestra la variacion intragrupos e intergrupos
con base en las medias de absorbancia. A. Variacion en el reconocimiento de
los venenos de Ba-T (1.00), Ba-P (2,00) y Ba-N independientemente del tipo
de suero. B. Variacion del reconocimiento de los sueros monoespecifico anti-
B.asper Caribe (1.00), monoespecifico anti-B.asper Pacifico (2.00) vy
Polivalente (3.00) independientemente de la procedencia de los venenos. p <
0,05, Programa SPSS v 12.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Sobre el margen
derecho de cada gréfica, los valores de absorbancia (abs). Las lineas hacia
arriba y hacia abajo de las cajas muestran la desviacion estandar; la linea
horizontal en las cajas representa la media de las absorbancias.

Figura 29. Representacion grafica de los datos obtenidos para la
determinacion de la Dosis Letal 50 de A. B. asper de El Tambo, Cauca. B. B.
cf. asper del Valle del Patia, Cauca. Linea azul: linea de regresion, linea
verde: puntos experimentales.

Figura 30. Actividad proteolitica. A. Venenos de B. asper de El Tambo, Cauca
(Ba-T) y B. cf. asper del Valle Patia, Cauca (Ba-P). B. Venenos de B. asper de
la Reserva Natural de las Aves el Pangan, Barbacoas, Narifio (Ba-N).
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Figura 31. Curvas dosis — respuesta. Determinacion de la Dosis Hemorragica
Minima (DHM) para la poblacion de B. cf. asper del Valle del Patia, Cauca.
Cada una de las curvas representa el nUmero de ensayos.

Figura 32. Curvas dosis — respuesta. Determinacion de la Dosis Hemorragica
Minima (DHM) para la poblacion de B. asper de El Tambo, Cauca. Cada una
de las curvas representa el nUmero de ensayos.

Figura 33. Curvas dosis — respuesta. Determinacion de la Dosis Coagulante
Minima (DCM) para la poblacion de B. asper de El Tambo, Cauca Cada una
de las curvas representa el nimero de ensayos.

Figura 34. Curvas dosis — respuesta. Determinacion de la Dosis Coagulante
Minima (DCM) para la poblacion de B. cf. asper del Valle del Patia, Cauca.
Cada una de las curvas representa el nimero de ensayos.

Figura 35. Hemorragia gingival. Agente B. cf. asper. Cortesia: Hospital
Universitario San José®©, Popayéan, Cauca. Fotografia: Ayerbe, S. 2008.
Figura 36. Efectos producidos por envenenamiento de B. asper. A. Gangrena,
sindrome compartimental. B. Sindrome compartimental. Cortesia: Hospital
Universitario San José ©, Popayan, Cauca. Fotografia: Ayerbe, S. 2008.
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GLOSARIO

ANAFILAXIS: conjunto de manifestaciones que ocurren en el sujeto sensibilizado
minutos después de exponerse a un antigeno.

ANTICUERPOS: proteinas del tipo inmunoglobulinas sintetizadas por el organismo
en respuesta a un antigeno y capaces de reaccionar especificamente con el.
ANTIGENO: sustancia capaz de provocar una respuesta inmune.
CORTICOESTEROIDES: grupo de compuestos quimicamente relacionados con el
colesterol y producidos por las glandulas suprarrenales; que reducen la inflamacién y
la alergia y suprimen las defensas inmunes del cuerpo.

LIOFILIZADO: sustancia procesada por medio del frio y del vacio, con el fin de
mantener durante largo tiempo sus propiedades.

TOXINA: sustancia toxica derivada del tejido de animales, plantas o microorganismos
con efecto deletéreo sobre otros seres vivos, por contacto directo con la piel sana o
superficies mucosas de los tractos digestivo o respiratorio.

TOXINOLOGIA: ciencias interdisciplinar de la biologia, que se encarga del estudio de
los productos metabdlicos especiales conocidos como venenos y sus aplicaciones
tecnoldgicas, producidos por bacterias, hongos, plantas y animales.



RESUMEN

Se compard la variacion proteica del veneno de cinco poblaciones, cuatro de la
especie Bothrops asper, dos de ellas al suroccidente de Colombia, una de la Costa
Pacifica del Departamento de Narifio y otra del Departamento del Cauca, las otras
dos poblaciones una de la Costa Pacifica y la otra del Caribe de Costa Rica y la
guinta poblacion de Bothrops cf. asper del Valle del Rio Patia en el Departamento del
Cauca también. La composicion proteica de los venenos de B. asper de El Tambo,
Cauca y Barbacoas, Narifio, sugiere que las poblaciones son similares; pero difieren
de los venenos de B. cf. asper del Valle del Patia y de B. asper de Costa Rica,
siendo la poblacion del Caribe de Costa Rica la que mostré6 menor grado de similitud
frente a todas las anteriores. En general, durante el cambio de estado neonato a
adulto, la variacion ontogénica se reflejé principalmente en el incremento de
concentracion y / o disminucion en abundancia de proteinas que posiblemente
corresponden a metaloproteinasas y fosfolipasas en los adultos. Todos los
ejemplares adultos presentaron una elevada concentracion de proteinas de masa
molecular entre 11 - 48.4 kDa; por su parte los neonatos presentaron mayor nimero
de proteinas de masa molecular entre 30 y 60 kDa. Los perfiles cromatograficos
mostraron mayor complejidad del veneno de B. asper de la Costa Pacifica de Costa
Rica con relacion a los perfiles de las poblaciones del suroccidente Colombiano; sin
embargo, estas Ultimas se caracterizaron por presentar altas concentraciones de lo
que probablemente serian metaloproteinasas, aspecto que explicaria la fuerte
actividad hemorragica encontrada tanto en la poblacion del Valle del Patia como en
la de ElI Tambo. Con respecto a los efectos bioldgicos evaluados, la letalidad del
veneno de la poblacion B. cf. asper del Valle del Patia duplicé a la de B. asper de El
Tambo. De igual forma la actividad proteolitica del veneno fue mayor en la poblacion
del Valle del Patia (0.31 pug + 0.2) que en la de El Tambo (0.22 ug + 0.1) y Barbacoas
(0.12 pg + 0.02); mientras que la actividad coagulante fue mayor en la poblacion de
El Tambo (0.378 pg + 0.05) que en la del Valle del Patia (0.962 pug + 0.1). En
términos de inmunoreactividad, aunque se refleja reactividad cruzada del antiveneno
monoespecifico anti-B. asper tanto del Pacifico como del Caribe de Costa Rica frente
a las tres poblaciones del suroccidente Colombiano, el suero polivalente mostro
mayor reconocimiento de los antigenos.

PALABRAS CLAVE:
TOXINOLOGIA — MANUALES

VENENOS DE B. Asper. INVESTIGACIONES
VENENOS



ABSTRACT

We compared the venom protein variation of five populations, four populations of the
specie Bothrops asper, two of them from the southwestern Colombia, one from the
Pacific Coast of Narifio department, and other from the Pacific Coast of Cauca
department; for the other two populations, one is from the Pacific slope and the other
one is from the Caribbean slope of Costa Rica, and the fifth population of Bothrops cf.
asper from the Valle del Rio Patia in the Cauca department. The venom protein
composition of B. asper from El Tambo, Cauca and Barbacoas, Narifio, suggests that
populations are similar, but these differ from the venoms of B. cf. asper in Valle del
Rio Patia and B. asper from Costa Rica, the population from the Caribbean slope of
Costa Rica was different than all previous ones. In general, during the change of
newborn to adult state, ontogenetic variation was reflected mainly in increase on
concentration and / or decrease in abundance of proteins that may correspond to
metalloproteinases and phospholipases in the adults. All adult specimens showed a
high protein concentration with molecular mass between 11 - 48.4 kDa; on the other
hand, newborns had the highest number of proteins with molecular mass between 30
and 60 kDa. The chromatographic profiles of B. asper from the Pacific slope of Costa
Rica showed greater complexity of the venom than the profiles of the populations
from southwestern Colombia; however, the last ones were characterized by high
concentrations of metalloproteinases probably, that would explain the strong
hemorrhagic activity found in the populations from the Valle del Patia and El Tambo,
Cauca. Regarding the biological effects assessed, the venom lethality of the
population B. cf. asper from the Valle del Patia doubled the lethality of B. asper from
El Tambo. Similarly, venom proteolytic activity was higher in the population from Valle
del Patia (0.31 mg + 0.2) than from ElI Tambo (0.22 mg + 0.1) and from Barbacoas
(0.12 g + 0.02); whereas the clotting activity was higher in the population from El
Tambo (0378 g + 0.05) than from Valle del Patia (0.962 mg + 0.1). Although the
immunoreactivity results showed cross-reactivity of monospecific antivenom anti-B.
asper from Pacific and the Caribbean slope of Costa Rica against the three
populations of the Colombian southwestern, the polyvalent serum showed the
greatest antigens recognition.



1. INTRODUCCION

El ofidismo es un problema de salud publica en muchos paises del mundo y alcanza
un promedio entre 4000 a 5000 casos al afio en Colombia. Estas cifras pueden estar
subestimadas, puesto que la deficiencia de los sistemas estadisticos regionales, y la
carencia completa de registros de accidentes por mordedura de serpientes en los
centros hospitalarios, han generado ambigiiedad en las dimensiones de las cifras
(Ayerbe et al. 1979, Charry 2003, Ruiz de Torrent et al. 2004).

En Colombia se han descrito cerca de 380 especies de ofidios, de los cuales el 10 a
15% son venenosos y se distribuyen en las familias Viperidae y Elapidae (Angel
1987, Pérez y Moreno 1989). Dentro de la familia Viperidae, el género Bothrops esta
conformado por 37 especies de Centro y Suramérica, las cuales son variables tanto
ecoldgica como geograficamente (Campbell y Lamar 2004, Ayerbe 2008, Fenwick et
al. 2009). Aunque todas estas especies representan peligro para el hombre, Bothrops
asper muestra la mas alta incidencia de mordeduras en América del Sur (80-90%),
resultado de su amplio rango de distribucién, abundancia relativa y habitats cripticos
0 con cierto grado de intervencion (Bolafios 1982, Otero 2009, Sasa et al. 2009).

La region suroccidental de Colombia presenta accidentes orograficos como el Macizo
Colombiano y el Nudo de los Pastos, los nacimientos de las cuencas del Rio Cauca,
Magdalena y Patia, est4 atravesada por la Cordillera de los Andes y forma parte de
uno los centros de endemismo del Choc6é Biogeografico. Por lo tanto, los
Departamentos de Narifio y Cauca, los cuales se encuentran en esta region, se
caracterizan por presentar una alta biodiversidad y variedad de ecosistemas; ademas
se convierte en un area favorable para la especiacion, desarrollo y reproduccion de
especies (Salaman 1994, Navia 2005).

Cerca del 80% del total de las especies de serpientes reportadas para Colombia, se
encuentran en el suroccidente Colombiano (Ayerbe y Latorre 2009). Pese a la gran
diversidad de ofidios, B. asper [Garman, 1884] y B. cf. asper son responsables de la
mayor tasa de morbilidad en esta region (Ayerbe 2000 y 2001, Navia 2005, Ayerbe y
Latorre 2009). Poblaciones de B. asper se encuentran sobre la vertiente oeste de la
Cordillera Occidental, hacia la Costa Pacifica de Cauca y Narifio (Pérez y Moreno
1989, Castro et al. 2005, Ayerbe 2008), y poblaciones de B. cf. asper entre el
sudoeste de la Cordillera Central y el sudeste de la Occidental en el Valle del Patia
(Ayerbe et al. 2007). Por lo tanto las diferencias geograficas entre los dos
Departamentos y la distribucion de las poblaciones, podrian reflejar diferencias
proteicas del veneno.

Se ha documentado que la interaccion de factores geograficos, genéticos y
ecoldgicos, juega un papel importante en la variacion intraespecifica de los venenos
(Chippaux et al. 1991, Quintana et al. 2000, Méalaga et al. 2000, Alape et al. 2008).
Asi, el aislamiento geogréfico puede favorecer tanto la diferenciacion ecosistémica
del ambiente, como el aislamiento reproductivo. Esto, a su vez facilita o dificulta el
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intercambio genético entre las poblaciones, y consecuentemente los cambios en su
estructura y diversidad genética, podrian repercutir sobre aspectos autoecologicos y
fisiologicos, como la eficacia bioldgica y la sintesis proteica (Klug y Cummings 1999,
Griffiths et al. 2005).

Esta variacion en la composicion de los venenos produce efectos locales y
sistémicos particulares, que requieren un tratamiento clinico propio para cada caso
(Quevedo et al. 2000, Ruiz de Torrent et al. 2000, Alvarado et al. 2004, Pirela et al.
2006), pues en la seroterapia antiofidica la variabilidad intraespecifica de los venenos
resulta en una variacion terapéutica del envenenamiento (Chippaux et al. 1991;
Nufiez et al. 2009). Ademas, muchos de los accidentes bothropicos son dificiles de
manejar dados los efectos fisiopatologicos y las diferentes complicaciones clinicas
gue pueden tener sobre los pacientes (Gutiérrez y Lomonte 1989, Pineda y Renjifo
2000, Ayerbe 2008, Otero 2009).

Por otra parte, actualmente la toxinologia se ha convertido en un area de
investigacion activa, debido a la necesidad de mejorar la terapia del accidente ofidico
y al interés por encontrar herramientas bioquimicas, diagnosticas y terapéuticas a
partir de las enzimas presentes en los venenos (Ayerbe et al. 2003, Quevedo et al.
2000). Sin embargo, a pesar de que en el Departamento del Cauca existen estudios
sobre epidemiologia y toxinologia de ofidios, no se han realizado estudios
relacionados con la variacion proteica en el veneno de las serpientes, teniendo en
cuenta las diferencias geograficas bajo las que se encuentran las poblaciones al sur
de Colombia; hecho que debe ser considerado para su manejo diferencial y como
fundamento para la produccion de sueros antiofidicos mas efectivos y especificos
para el pais.

Con base en lo anterior se hace prioritario analizar la variacion proteica y los efectos
biolégicos de los venenos de B. asper del suroccidente Colombiano, y compararlos a
su vez con los venenos de la especie en Costa Rica, donde ha sido bien estudiado
(Alape et al. 2008, Alape et al. 2009), a fin de realizar comparaciones apropiadas con
los venenos de nuestra regién. La suma de estos componentes puede resultar en
una diferenciacion de la letalidad del veneno, donde es posible ver como el conjunto
y abundancia relativa de las proteinas, constituyen una de las secreciones biolégicas
gue representa no solo la innovacién critica de la evolucion de los ofidios, sino
también un rol importante en la diversificacion de las serpientes (Alape et al. 2008).

Este estudio mostré variacion intraespecifica, geogréfica y ontogénica del veneno de
las poblaciones del suroccidente Colombiano y de Costa Rica. A partir de perfiles
electroforéticos, cromatogréaficos, de inmunoreactividad y de la determinacion de
algunas actividades biologicas, se contribuy0 a la caracterizacion proteica del veneno
de las poblaciones de B. asper de El Tambo (Cauca), Barbacoas (Narifio) y de B. cf.
asper del Valle del Patia (Cauca). Por lo tanto, ésta investigacion aporté y dio
continuidad a los estudios realizados sobre la especie en Centroamérica (Alape et al.
2008), norte (Otero et al. 2002a, 2002b; Otero 2009) y suroccidente de Colombia
(Ayerbe 2008, Ayerbe y Latorre 2009).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la variacion de las proteinas de los venenos de cuatro poblaciones de B.
asper procedentes de la Reserva Natural de las Aves el Pangan, Barbacoas (Narifio);
El Tambo (Cauca); de la Costa Pacifica y del Caribe de Costa Rica, y una poblacion
de Bothrops cf. asper del Valle del Patia (Cauca).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizar a nivel proteico los venenos de las poblaciones de B. asper de
Cauca, Narifio y Costa Rica, y de B. cf. asper del Valle del Patia.

* Analizar intra e interpoblacionalmente la composicion proteica de los venenos de
B. asper de Cauca, Narifio y Costa Rica, y de B. cf. asper del Valle del Patia.

» Comparar a nivel interpoblacional la variacion de las DL50 de B. asper y B. cf.
asper.

» Determinar las actividades proteolitica, hemorragica y coagulante del veneno de
las tres poblaciones del suroccidente Colombiano.

» Determinar la inmunoreactividad de los venenos de B. asper y B. cf. asper del
suroccidente de Colombia.
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3. ANTECEDENTES

Los estudios toxinologicos se han desarrollado desde los afios setenta (Rodriguez
2001). Institutos como el Clodomiro Picado (Costa Rica), Bioclon (México), Butantan
(Brasil) y de Biomedicina de Valencia (Espafia), entre otros, han investigado sobre
variacion proteica, letalidad, actividad biol6égica de los venenos, epidemiologia y
tratamiento de accidentes ofidicos de especies Bothropicas. En Colombia, el Instituto
Nacional de Salud (Bogota) y los grupos investigacion: Ofidismo y Escorpionismo
(Medellin) y de investigaciones Herpetoldgicas y Toxinolégicas (Popayan), han
desarrollado estudios que incluyen purificacion de proteinas, caracterizaciones
bioguimicas e inmunoquimicas, estudios epidemioldgicos y de citotoxicidad (Otero et
al. 2002b, Yasno 2005, Navia 2005, Ayerbe y Latorre 2009).

3.1 Estudios de variacion proteica. Alagén et al. (1980) en México, determinaron la
composicion enzimatica del veneno de B. asper por medio de electroforesis en gel,
identificando cinco enzimas, a saber, fosfolipasas, hialuronidasas, N-benzoil-L-
arginina y N-benzoil-L-tirosina etil hidrolasas, y fosfodiesterasas. Ademas, purificaron
y caracterizaron parcialmente tres fosfolipasas tipo A, por cromatografia de
exclusion; concluyendo que tienen 97, 96 y 266 aminoacidos respectivamente, y
todas se caracterizan por presentar residuos de Glutamina y Asparagina en alta
proporcion.

Una diferenciacion bioquimica y biologica de los venenos de Bothrops atrox,
Bothrops asper, Bothrops marajoensis y Bothrops moojeni realizada por Assakura et
al. (1992) en Brasil, mostr6 que estas especies pueden ser distinguidas y
reconocidas tanto por la composicion de su veneno como por sSus patrones
electroforéticos proteinicos caracteristicos.

Malaga et al. (2000) en el Pert determinaron la existencia de variaciones en la
composicion, concentracion proteica y actividad del veneno de Bothrops atrox con
base en la ontogenia. Encontraron que los venenos de juveniles presentan mayor
concentracion proteica y mayor nimero de bandas proteicas que los adultos, algunas
actividades enzimaticas como la amidolitica, fosfolipasica y L-aminoacido oxidasa
también fueron mas altas en los juveniles; mientras que las actividades coagulante y
proteolitica incrementaron con la edad de los ejemplares.

Quevedo et al. (2000) a partir del veneno de Bothrops atrox de Colombia obtuvieron
cinco fracciones, una de las cuales presenté actividad fosfolipasica; ésta fue
purificada encontrando 8 isoenzimas de tipo PA;, cuyos pesos moleculares variaban
entre 16.000 y 18.000 Da; de esta manera afirmaron que el nimero de isoenzimas
puede estar relacionado con el alto contenido de la enzima en el veneno, y que
ademas varia teniendo en cuenta el proceso de purificacion y la localidad de
procedencia de la especie.
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Lerma et al. (2004), mediante analisis cromatografico de los venenos de Bothrops
pictus, B. rodengheri y Bothriopsis oligolepis, encontraron diferencias significativas
con respecto a su composicion y actividad enzimética, y concluyen que los venenos
de las serpientes peruanas de la region amazonica y de la costa 6 selvas tropicales
presentan variaciones en cinco actividades enzimaticas, siendo notable la ausencia
de hialuronidasa en el veneno de B. rodengheri.

En Costa Rica Alape et al. (2008) estudiaron el veneno de dos poblaciones de B.
asper procedentes del Caribe y de la Costa Pacifica de Costa Rica. Encontraron
entre 27 y 30 proteinas diferentes, distribuidas en 8 grupos de toxinas:
metaloproteinasas, fosfolipasas A,, serina proteinasas, L-amino acido oxidasas,
desintegrinas, fragmentos ricos en desintegrina/ cisteina, lectinas tipo C vy
secreciones proteicas ricas en cisteina. Su estudio, mostrd variacion ontogeénica,
individual y geogréfica; y explica que factores genéticos, ecoldgicos y geogréficos
influyen sobre la expresion proteica en los venenos de las serpientes.

Nufiez et al. (2009), caracterizaron el proteoma de B. atrox de Colombia, Brasil,
Ecuador y Peru, por medio de estudios de venomica y antivenomica. Manifiestan la
existencia de dos fenotipos geograficamente diferenciados, y sugieren el
pedomorfismo como respuesta a una tendencia selectiva durante la expansion de la
especie hacia el sur trans — amazonico, a través del corredor de los Andes. Ademas,
encontraron una alta reactividad cruzada del suero polivalente producido en Costa
Rica frente a los venenos analizados.

Los estudios que existen sobre variacion proteica de venenos de serpientes en
Colombia son escasos y ninguno en Narifio y Cauca. La mayoria de los estudios
relacionados con serpientes en la region se basan en estudios morfolégicos o
ecologicos con implicaciones sistematicas y geograficas (Castro et al. 1995,
Campbell y Lamar 2004, Anganoy et al. 2009).

3.2 Estudios de actividad bioldgica y letalidad de los venenos. En Perd, Bonilla y
Zabaleta (1997) a partir del veneno de Bothrops hyoprorus purificaron parcialmente
la enzima fosfolipasa A y caracterizaron sus actividades hemolitica, fosfolipasica y
citotoxica; encontraron que la actividad citotoxica fue evidente a altas
concentraciones y sugieren que las moléculas diferentes a fosfolipasas A serian las
responsables del efecto citotoxico del veneno.

Marufiak et al. (2006), investigaron la accion del veneno de Bothrops jararacussu de
Argentina sobre la coagulacion sanguinea, por medio de métodos in vivo e in vitro,
que permitieron determinar la actividad coagulante, fibrinolitica, defibrinante y la
letalidad del veneno, encontrando que sus resultados se diferenciaban de los
realizados para otras especies de Bothrops, incluso dentro de la misma especie, con
distribucion en otras regiones sudamericanas.

Quintana et al. (2000) estudiaron la variabilidad del veneno de dos poblaciones de
Bothriechis schlegelii del suroeste y norte de Antioquia (Colombia); encontraron que
las variaciones en los efectos farmacoldgicos, enzimaticos y en las propiedades
inmunoquimicas del veneno estan relacionadas con el aislamiento geografico.
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Adicionalmente, correlacionaron sus hallazgos con las variaciones morfométricas de
las poblaciones.

Saldarriaga et al. (2003), compararon ontogénicamente las actividades
farmacoldgicas e inmunoquimicas de los venenos de ejemplares de B. asper y B.
atrox procedentes de Antioquia y Meta respectivamente. Encontraron que los
venenos de los neonatos y los juveniles muestran alta actividad letal, hemorragica,
coagulante y edematica, mientras que los adultos presentan una alta actividad
hemolitica; y observaron que los sueros polivalentes producidos en Costa Rica
muestran reactividad cruzada frente a los venenos de todos los especimenes.

Yasno (2005), evaluo la citotoxicidad eritropoyética en ratones y el efecto genotoxico
del veneno de B. asper de El Tambo (Cauca, Colombia) en eritrocitos de sangre
periférica de ratones, mostrando que el veneno contiene compuestos citotoxicos
capaces de producir muerte celular y bloguear el sitio normal de la division, de
manera inversa a la concentracion del veneno; por otro lado, mostré que el veneno
presenta compuestos genotoxicos que inducen a quiebres en el ADN, efecto
reflejado en el incremento proporcional de micronucleos en los eritrocitos a mayores
concentraciones del veneno.

Navia (2005) determiné las dosis letales 50 para tres poblaciones de B. asper del
Departamento del Cauca procedentes de las Cuencas del Pacifico, del Rio Patia vy
del Rio Cauca respectivamente. Evaluo la incidencia epidemioldgica para la region a
partir de historias clinicas del Hospital Universitario Nivel 11l “San José” de Popayan.
Aungue las diferencias encontradas entre las tres poblaciones de B. asper, no son
significativas, la que presentd mayor letalidad también representd el mayor nimero
de registros (51), de un total de 82 accidentes ofidicos durante un periodo de 6 afos
(1998 a 2003) en 20 Municipios de los 42 existentes en el Departamento.

Alape et al. (2009) en su estudio sobre el proteoma de B. asper, con base en los
hallazgos ontogénicos y geograficos, concluyen que los neonatos tanto del Caribe
como del Pacifico de Costa Rica son mas letales e inducen hemorragia y protedlisis,
mientras que los adultos presentan una alta actividad miotdxica. Ademas, afirman
gue dada la variacién de los componentes del veneno, existe la necesidad de usar
pools en la produccion de antiveneno y proporcionar mezclas inmunogénicas
adecuadas para tratamientos terapéuticos mas efectivos.

3.3 Estudios de epidemiologia y tratamiento del accidente ofidico. Castro et al. (1999)
analizaron extractos de plantas tropicales para el manejo clinico de los accidentes y
la neutralizacion de algunos de sus efectos a través de la seroterapia. Otero et al.
(2002b) mediante caracteristicas bioquimicas y diferentes pruebas toxinolégicas,
determinaron la capacidad neutralizante de cuatro antivenenos polivalentes frente a
los efectos farmacologicos y enzimaticos del veneno de B. asper y Porthidium
nasutum de Antioquia y Chocd y afirman que el suero procedente del Instituto
Nacional de Salud (Colombia) fue el de mayor potencia neutralizante. Por otra parte,
Duque et al. (2007) investigaron sobre diferentes sustancias activas en animales,
Utiles para el tratamiento de los accidentes ofidicos.
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En el Departamento del Cauca Ayerbe et al. 1977 y 1979, Ayerbe (2001) y Ayerbe y
Latorre (2009) han desarrollado estudios sobre epidemiologia y prevencion del
accidente ofidico. Entre los afios 2000 y 2008 se reportaron 382 casos por accidente
ofidico, sin contar los que por diversas razones no llegan a los centros hospitalarios
por lo que es posible que la cifra sea superior; concluyen que el accidente ofidico
afecta principalmente al sector rural y productivo, generando un impacto social y
econdmico importante. Para Narifio no se cuenta con este tipo de informacion ya
gue no se han realizado estudios retrospectivos 6 de epidemiologia que indiquen la
incidencia y morbilidad por ofidismo en la region.
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4. MARCO TEORICO
4.1 Bothrops asper (Garman 1884)
4.1.1 Posicion taxondmica

Reino: Animal

Filum: Chordata

Clase: Reptilia

Orden: Squamata

Suborden: Serpentes u Ophidia
Familia: Viperidae

Subfamilia: Crotalinae

Género: Bothrops

Especie: Bothrops asper

4.1.2 Distribucion y habitat. B. asper ocupa las tierras bajas de México, América
Central y el Noreste de América del Sur, se encuentran poblaciones insulares en la
Isla Violines (Costa Rica), Gorgona (Colombia) y Trinidad (Sasa et al. 2009); en
Colombia la especie se distribuye sobre la vertiente oeste de la Cordillera Occidental
a lo largo de la Costa Pacifica hasta el Ecuador y hacia el norte hasta Venezuela
(Figura 1) (Pérez y Moreno 1989, Campbell y Lamar 2004, Ayerbe 2008, Otero
2009). Habita desde nivel del mar hasta los 2500 metros de altitud, aunque la
mayoria se encuentran por debajo de los 1800 metros, entre los 0 y los 600 m
(Vargas 1970, Moreno 2005, Sasa et al. 2009); es conocida vulgarmente como taya
equis, terciopelo, barba amarilla, mapand, boquidora, dama, cuatronarices y
“Western Lancehead” (Otero 2009, Campbell and Lamar 2004).

B. asper es de habitos crepusculares y nocturnos, refugiandose durante el dia en
huecos naturales de troncos y raices, a lo largo de quebradas; ademéas es una
especie ampliamente adaptable que habita bosques humedos tropicales, bosques
premontanos, vegetacion riparia y suele encontrarse cerca a cultivos, rastrojos,
potreros, cuerpos de agua y asentamientos humanos (Charry 2003, Sasa et al.
20009).

4.1.2.1. Distribucion de B. asper en el Departamento del Cauca. Se distribuye en la
cuenca del Pacifico (Figura 2), ocupando alturas que oscilan de 0 a 2000 msnm. De
acuerdo con Navia (2005) limita al norte con el Departamento del Valle del Cauca, al
oriente con la cima de la Cordillera Occidental, al oeste con el Océano Pacifico, las
Islas de Gorgona, Gorgonilla y al sur con el Departamento de Narifio. También existe
una poblacién insular en la isla Gorgona (Sasa et al 2009, Ayerbe y Latorre 2009).
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Figura 1. Bothrops asper. Mapa fisico de América Central y Norte de Sur América
gue muestra la distribucidon geografica de B. asper (circulos cerrados) (Modificado de
Alape et al. 2008). Recuadro inferior derecho: Ejemplar juvenil de la Reserva Natural
de las Aves EIl Pangan, Barbacoas, Narifio, Colombia. Fotografia: Mora, D. 2006.

Brazil

Figura 2. Distribucion geografica de la poblacion de B. asper en el Departamento del
Cauca. Izquierda: Cuencas hidrograficas del Departamento del Cauca con escala del
rango altitudinal (msnm). Demarcacion azul: Cuenca en la que se distribuye la
poblacién. Modificado de Ayerbe y Latorre (2009). Derecha: Bothrops asper (N°
CIBUC-Se-000 004), 130 cm LT. Cortesia CIBUC®, Popayan. Fotografia: Mora, D.
2008.
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4.2.1.2. Distribucion de B. asper en el Departamento de Narifio. Se distribuye en la
cuenca del Rio Iscuande-Micay, en la cuenca del Rio Mira y en parte de la cuenca
del Rio Patia, sobre la vertiente oeste de la Cordillera Occidental, hacia la Costa
Pacifica del Departamento de Narifio. De acuerdo con la revision realizada en la
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Coleccion Zooldgica de la Universidad de Narifio PSO-CZ (Anexo A) se registraron
un total de seis ejemplares de la especie provenientes de diferentes Reservas (La
Planada y la Reserva Natural Rio Nambi) ubicadas en el municipio de Ricaurte, el
cual limita con el municipio de Barbacoas de donde provienen los ejemplares
capturados para el estudio (Figura 3).

Figura 3. Distribucién geogréfica de la poblaciéon de Bothrops asper de Barbacoas,
Narifio. lIzquierda: Cuencas hidrograficas del Departamento de Narifio. Modificado de
Salazar (1996). Demarcaciéon amarilla: Cuencas en las que se distribuye la poblacion.
Derecha: Bothrops asper (N° CIBUC-Se-000 193), hembra de 38 cm LT. Cortesia
Reserva Natural de las Aves el Pangan®, Narifio Fotografia: Mora, D. 2009.
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4.1.3 Caracteristicas morfoldgicas y habitos alimenticios. Los adultos presentan una
longitud que varia entre los 110-223 cm en hembras y 99.5-193 cm en machos
respectivamente (Soldrzano y Cerdas 1989). Sus colmillos retractiles ubicados en la
parte anterior de la maxila dotados de un conducto central cerrado (denticion
solenoglifa) pueden alcanzar hasta 2.8 cm; su cabeza es de forma triangular con
escamas supracefalicas pequefias y carenadas al igual que el resto del cuerpo; es
considerada eurifaga pues su dieta es variada, se alimenta principalmente de
mamiferos como ratones y conejos pequefios, reptiles como lagartos y serpientes,
aves de las familias Thraupidae y Troglodytidae, y anuros de especies como
Pristimantis achatinus, Leptodactylus savagei y Rhinella marina (Charry 2003, Hoyos
et al. 2003, Sasa et al. 2009).

Se caracteriza por presentar una alta variacion morfolégica, con patrones de
coloracién que van desde café claro o habano hasta gris claro u oscuro, y sobre el
dorso con manchas caracteristicas en forma de equis café oscuras o negras en
contraste con el color total del cuerpo; presenta una franja postorbital oscura del
ancho de 1 a 2 escamas, que se extiende desde detras del ojo al angulo de la boca;
ventralmente es de color crema uniforme o con manchas oscuras (Charry 2003,
Campbell y Lamar 2004, Boada et al. 2005, Sasa et al. 2009, Saldarriaga et al.
20009).
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4.2 Bothrops cf. asper.
4.2.1 Posicion taxondmica

Reino: Animal

Filum: Chordata

Clase: Reptilia

Orden: Squamata

Suborden: Serpentes u Ophidia
Familia: Viperidae

Subfamilia: Crotalinae

Género: Bothrops

Morfoespecie: Bothrops cf. asper

4.2.2 Distribucién y habitat. Conocida como equis patiana o cacica (Figura 4). Su
poblacién se distribuye entre el sudoeste de la Cordillera Central y el sudeste de la
Cordillera Occidental, en la cuenca alta del Rio Patia (Ayerbe 2008), la cual
comprende desde el Corregimiento El Hoyo, donde se unen los rios Quilcacé y
Timbio para dar origen al Rio Patia, hasta el punto donde se unen los rios San Jorge
y Guachicono con el Rio Patia propiamente dicho (Las Juntas) (Lobo 1993). Limita al
norte con la cuenca del Rio Cauca, al este con la cima de la Cordillera Central y el
Macizo Colombiano, al Oeste con la cima de la Cordillera Occidental y su pie de
monte Oriental, y al sur con el Departamento de Narifio (Navia 2005).

4.2.3 Caracteristicas morfolégicas y habitos alimenticios. Se sospecha que puede ser
una especie distinta para el género Bothrops (Ayerbe et al. 1990). Actualmente sus
caracteristicas morfolégicas y morfométricas se estan describiendo. Los habitos
alimenticios de la especie aun son desconocidos ya que no se han realizado estudios
relacionados con la dieta de estos ejemplares.

Figura 4. Distribucion geogréfica de la poblacién de Bothrops cf. asper del Valle del
Patia, Cauca. lzquierda: Cuencas hidrograficas del Departamento del Cauca con
escala del rango altitudinal (msnm). Demarcacion amarilla: Cuenca en la que se
distribuye la poblacion. Modificado de Ayerbe y Latorre (2009). Derecha: Bothrops cf.
asper (N° CIBUC-Se-000 064), 160 cm LT. Cortesia CIBUC ©, Popayan. Fotografia:
Mora, D. 2008.
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4.3 EL VENENO DE LAS SERPIENTES

El sistema venenoso de las serpientes como estructura de depredacion y defensa,
cuya funcion primaria es debilitar, inmovilizar o matar presas antes de ser ingeridas
(Ayerbe et al. 2003) ha tenido grandes implicaciones en diversos campos de la
ciencia, principalmente en la medicina, por la alta incidencia de accidentes ofidicos
sobre la poblacion humana y la elaboracién de sueros antiofidicos a partir de los
venenos de Vipéridos y Elapidos (Gutiérrez and Ledn 2009).

Los venenos de las serpientes son compuestos de alta complejidad, producto de
miles de afios de evolucion, de los cuales aun se desconoce las funciones o
acciones farmacologicas de algunos de sus componentes (Charry 2003, Duque et al.
2007). Se caracterizan por ser liquidos turbios, viscosos, de color variable, desde
verde o amarillo hasta incoloro; estan conformados por cantidades variables de agua
(aproximadamente el 90%), sales, lipidos, carbohidratos, un gran numero de
péptidos de masa molecular baja, proteinas y toxinas con o sin actividad enzimatica,
y en general contienen aproximadamente un 25% de solidos totales, los cuales
confieren a los venenos dicha viscosidad (Castro et al. 1999, Ruiz de Torrent et al.
2000).

Las toxinas que componen el veneno de las serpientes son proteinas de masa
molecular generalmente menor a 30 kDa; y todas las toxinas de los venenos de las
serpientes del género Micrurus tienen masas moleculares < a 10 kDa (Chippaux et
al. 1991, Pastrana et al. 2003). Entre las proteinas que los conforman estan las
fosfolipasas, fosfomonoesterasas, alfa-aminoacidooxidasas, acetilcolinesterasas,
metaloproteinasas, NAD nucleosidasas, hialuronidasas, quinasas, proteasas, toxinas
poliproteicas, cardiotoxinas, neurotoxinas, las cuales tienen receptores especificos
gue actian sobre las membranas celulares (Lakhotia et al. 2002, Marufiak et al.
2006).

Los venenos pueden ser de tres tipos vasculotdxicos, miotdxicos y neurotéxicos; los
venenos vasculotéxicos producidos fundamentalmente por los géneros Bothriechis,
Bothrocophias, Bothriopis, Bothrops, Lachesis y Porthidium actian directamente
sobre las proteinas celulares, destruyéndolas de forma casi inmediata; mientras que
los neurotéxicos producidos por los géneros Crotalus, Micrurus y Pelamis, ocasionan
paralisis corporal, falla pulmonar y cardiaca al actuar sobre los neuroreceptores
(Ayerbe 2008, Ministerio de Salud 2005, Vazquez 1994); los géneros Crotalus y
Pelamis también presentan efecto miotoxico afectando directamente a los miocitos y
generando insuficiencia renal aguda por mioglobinuria (Pineda y Renjifo 2002,
Ayerbe 2008).

Particularmente, el veneno de las serpientes del género Bothrops, es una mezcla
compleja de proteinas y enzimas farmacologicamente activas (Lerma et al. 2004) que
actian como moléculas esenciales en el cumplimiento de diferentes funciones
fisiolégicas, de predacion y defensa (Harvey et al. 2004, Ruiz de Torrent et al. 2005,
Pérez et al. 2008). Pueden inducir de la aglutinacion celular y de glébulos rojos, a
través de una glicoproteina llamada hemoaglutinina o lecitina, caracterizada por
presentar sitios de unidn a receptores de azlcar en la membrana celular. Muchos de
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estos componentes, por medio de diferentes mecanismos de transporte, traspasan la
membrana celular y ocasionan diversos efectos fisiopatologicos y grados de
envenenamiento bothrépico, como resultado de la variacion en la concentracion y
composicion del veneno (Koscinczuk et al. 2002, Alvarado et al. 2004).

4.3.1 Variacion intraespecifica del veneno. La especificidad de las proteinas y los
efectos farmacoldgicos de los venenos, no solo dependen de la distribucion
anatomica de los receptores, la cantidad de receptores disponibles o de la cantidad
de toxina introducida, sino también del lugar de procedencia del espécimen, su
estado de crecimiento, la estacion del afio y el tiempo transcurrido desde la anterior
inoculacion de veneno (Chippaux et al. 1991, Pastrana et al. 2003). Con base en lo
anterior Chippaux et al. (1991) propone diferentes tipos de variacion intraespecifica
del veneno, a saber, variacion geografica, individual, estacional, variacion ontogénica
y sexual. De alli que muchos de los estudios sobre venenos, tanto intra como
interespecie, tengan en cuenta estos tipos de variacion (Quintana et al. 2000,
Saldarriaga et al. 2003, Alape et al. 2008).

Desde la década de los 80 se ha reportado la variacion geogréfica del veneno de B.
asper (Aragon —Ortiz y Gubensek 1981). Recientemente, Alape et al. (2008) y
Assakura et al. (1992) también documentaron la variacion intraespecifica del veneno
de B.asper. De acuerdo con sus estudios, el veneno de esta especie varia
dependiendo de su distribucion geogréafica y consecuentemente presenta actividades
enzimaticas y patrones electroforéticos distintos; incluso se presentan diferencias a
nivel de las abundancias relativas de las familias proteicas tal como también lo indica
Juérez (2007) al comparar la composicién proteica de los venenos de B. asper de la
Costa Pacifica y del Caribe de Costa Rica.

La variacion intraespecifica de los venenos es un factor determinante en los cuadros
clinicos presentados por los pacientes victimas de accidentes ofidicos; y por lo tanto,
el analisis de dicha variaciébn puede permitir un manejo terapeutico mas adecuado,
desde el punto de vista diagnostico y de la produccion de antivenenos mas efectivos
(Chippaux et al. 1991, Quintana et al. 2000).

4.3.1.1 Veneno de Bothrops asper. B. asper presenta un tipo de veneno
vasculotoxico y proteolitico (Figura 5), cuyas enzimas son las responsables de las
alteraciones locales manifestadas generalmente en los accidentes bothropicos (Dunn
1944, Angel 1987).

Figura 5. Veneno de Bothrops asper. Cortesia CIBUC®, Popayan. Fotografia: Mora,
D. 2008.
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4.3.1.1.1 Proteinas del veneno de B. asper. El veneno de B. asper contiene proteinas
de alta masa molecular; enzimas, como hialuronidasas, fosfolipasas, hidrolasas y
fosfodiesterasas, pero predominan las enzimas hidroliticas (Alagén et al. 1980);
ademas de hemorraginas (metaloproteinasas), las cuales son polipéptidos,
caracterizadas por su accion vascular directa que ocasiona separacion de las
uniones endoteliales (Rodriguez 2001).

A partir del fraccionamiento de venenos de la familia Viperidae han sido separadas y
purificadas diferentes proteinas con o sin actividad enzimatica, como la fosfolipasa
A, isoenzima presente en el veneno de B. asper, que cataliza la hidrdlisis especifica
de los enlaces éster en la posicion del carbono 2 de 1, 2 —diacil-fosfoglicéridos. Esta
enzima acida desempefia un papel importante en el metabolismo de lipidos y como
anticoagulante, ademas ha sido ampliamente usada para estudiar la estructura de
lipoproteinas 0 membranas biolégicas y como modelo de interacciones proteina —
lipido (Alagon et al. 1980, Quevedo et al. 2000; Salcedo 2005).

Igualmente en el veneno de la especie se han encontrado proteinas de alta masa
molecular, miotoxinas algunas con actividad fosfolipasica (Gutiérrez y Lomonte 1989,
Rodriguez 2001, Huatuco et al. 2004), desintegrinas, serina proteinasas, lectinas tipo
C y L- amino acido oxidasas (Alape et al. 2008).

Las miotoxinas bothropicas son de naturaleza basica, y constituyen un grupo de
proteinas estructural y antigénicamente relacionadas con las fosfolipasas. Se
caracterizan por producir dafio al sarcolema y aunque se afirma que algunos
componentes pueden estar involucrados en la union especifica al sarcolema, el
punto de unidn a la membrana muscular, ain es desconocido (Huatuco et al. 2004).

Todos estos compuestos generan una accion farmacologica particular, incluyendo
efectos como la accién proteolitica y sobre la coagulacién sanguinea, entre otras
actividades y efectos biolégicos que se discutirdn mas adelante.

4.3.1.2 Actividad biolégica del veneno de B. asper. La complejidad del veneno de la
especie como consecuencia de la presencia de toxinas, proteinas enzimaticas y no
enzimaticas, desencadena un complicado cuadro de alteraciones fisiopatologicas
gue incluyen efectos locales y sistémicos (Castro et al. 1999, Otero 2009). Ademas,
muchos de estos compuestos, al igual que en diferentes especies del género
Bothrops, destruyen la cubierta endotelial de los vasos sanguineos, las proteasas
desencadenan la produccién de histamina y bradiquinina y afectan el mecanismo de
conducciéon del miocardio (Vargas 1970, Rodriguez 2001, De Roodt et al. 2004,
Marufiak et al. 2006).

Entre las actividades y efectos biolégicos del veneno de B. asper la formacion de
edema es generada por: a). La accion directa de los componentes del veneno sobre
la microvasculatura, incrementando la permeabilidad de los capilares y las vénulas y
b). La presencia de miotoxinas en el veneno, las cuales generan infiltracion de
leucocitos e incremento de IL-6 y a su vez desencadenan procesos inflamatorios que
terminan en la actividad edemética del veneno. Esta actividad también puede
generar graves alteraciones por la pérdida de fluidos, e incluso ocasionar la
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compresion de los tejidos, necrosis, isquemia y consecuentemente sindrome
compartimental, como resultado del dafio vascular ocasionado por la liberacion de
mediadores endogenos de la histamina, las cianinas y las prostaglandinas (Gutiérrez
et al. 1986, Gutiérrez y Lomonte 1989, Lomonte et al. 1993).

Las enzimas proteoliticas se constituyen en componentes importantes de los
venenos de la familia Viperidae, actian degradando los componentes proteicos de la
membrana basal de la microvasculatura, y posteriormente producen disrupcion de
células endoteliales por lo que se relaciona con la actividad hemorragica. Se ha
documentado que los venenos de B. asper de diferentes areas geograficas
presentan variacion intraespecifica respecto a la actividad proteolitica. Asi, B. asper
de la Costa Pacifica de Costa Rica muestra una actividad de 87 + 5 U/mg, mientras
gue B. asper del Caribe tiene una actividad proteolitica de 76 + 5 U/mg (Lomonte y
Gutiérrez 1983).

El mecanismo de accidn sobre la coagulacion se produce por agregacion plaquetaria
consecutiva a la lesion vascular, potenciada por la endopeptidasa del veneno, que
provoca activacion de los factores plaquetarios, por la activacion del paso de
protrombina a trombina, de fibrinbgeno a fibrina y la inactivacién del factor XIlI,
generando finalmente una coagulopatia (Pineda y Renjifo 2002, Araujo 2003,
Pastrana et al. 2003).

Las metaloproteinasas, son uno de los componentes principales que desencadenan
la actividad hemorragica del veneno de B. asper, causada por la degradacion de
proteinas de la membrana basal en la pared de los vasos sanguineos, accién que
genera la pérdida de la integridad de los capilares, la extravasacion y los efectos
hematotoxicos del veneno (Gutiérrez y Lomonte 1989, Rodriguez 2001). Las
manifestaciones hemorragicas generadas por B. asper ocurren en varios 6rganos y
pueden ser responsables de hipovolemia, hipotension, hipoperfusion tisular, choque
cardiovascular y severos accidentes cerebrovasculares en los pacientes (Gutiérrez et
al. 2009).

El efecto hemolitico se produce directamente por accion de la fosfolipasa A sobre la
membrana del hematie o a través de la transformacién de la lecitina en lisolecitina,
gue actia como sustancia hemolitica (Pastrana et al. 2003), esta enzima también
puede inducir accion cardiotoxica, miotoxicidad, efecto anticoagulante y actividad
inductora de edema (Lazo et al. 1998), y conducir a una serie de drasticos eventos
degenerativos que culminen con necrosis selectiva de las células de los tejidos
blanco (Yasné 2005).

El efecto mionecroético se caracteriza porque las fibras necroéticas presentan masas
de miofribrillas amorfas alternando con espacios vacios; este efecto ocurre como
respuesta directa a la accion de las miotoxinas las cuales afectan la integridad de la
membrana plasmatica del musculo esquelético o como consecuencia indirecta de la
isquemia que se desarrolla en el musculo esquelético por accion directa del veneno
sobre la microvasculatura (Gutiérrez y Lomonte 1989).
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4.3.1.3 Dosis Letal 50 (DL50) del veneno de B. asper. La dosis letal es la cantidad en
miligramos, en este caso de veneno, que al ser aplicado a una poblacion
experimental, ocasiona en un periodo determinado de tiempo y en funcién de su
naturaleza quimica, la muerte del 50% de la poblacion (Instituto Clodomiro Picado
2010). Los resultados se expresan en términos de miligramos de veneno por gramo
de peso, 0 en microgramos por peso total en gramos del animal. Ademas el valor de
la DL50 es inversamente proporcional a su poder de letalidad, asi, cuanto menor es
la DL50 de una sustancia, mayor es su grado de toxicidad (Yasno 2005, Instituto
Clodomiro Picado 2010).

Existen diferentes variables que influyen sobre la determinacion de la dosis letal 50,
como la ruta de inoculacion (Kococholaty et al. 1968), los factores de dilucién y los
niveles (numero de concentraciones) utilizados; asi, a mayor distancia en el factor
de dilucion mayor serd la varianza asociada al sistema. De igual manera el nimero
de ratones (n) utilizados por cada nivel de veneno y el n total de la prueba, e incluso
variables de caracter biolégico como las cepas de ratones (reproducibilidad en las
cepas usadas) y el peso de los mismos se convierten en factores criticos durante la
estimacion de la dosis (Solano et al. In prep).

La dosis minima letal 50 del veneno de B. asper reportada por Assakura et al. (1992)
esta entre 70 a 77 pg/raton; sin embargo la DL50 obtenida en diferentes poblaciones
de B. asper particularmente del Departamento del Cauca esta entre 95.2-119.5
pg/raton segun Navia (2005) y entre 105.9-116.1 pg/raton segun Yasné (2005), lo
gue indica la variacion interpoblacional del veneno de la especie. Es necesario tener
en cuenta que la via de inoculacion fue la misma (intraperitoneal); la variacién entre
las dosis letales de las poblaciones del Cauca puede atribuirse al tamafio de muestra
de ratones utilizados por nivel y en total, a la diferencia en peso de los mismos y su
cepa de procedencia.

4.4 EL ACCIDENTE OFIDICO

Conocido también como ofidiotoxicosis, ofitoxemia 6 simplemente mordedura de
serpiente. Es el cuadro clinico que comprende un conjunto de sintomas y signos
como resultado de la inoculacién de sustancias venenosas 0 no, producto de la
mordedura de una serpiente venenosa 0 no y que pueden ocasionar severos dafos a
tejidos y 6rganos e incluso llegar hasta la muerte (Lévano y Fernandez 2004, Ayerbe
2008).

Se presentan diferentes grados de envenenamiento, leves, moderados y graves, los
cuales estan determinados por el tamafio del ofidio, la especie, la cantidad de
veneno inoculado, la via de inoculacion, la profundidad de la mordedura, la edad,
susceptibilidad y salud del paciente y el periodo de tiempo antes de la aplicacion del
tratamiento (Aguirre 2004).

Estudios sobre ofidismo en el Departamento del Cauca durante los periodos
comprendidos entre 1993 - 1997 y 2000 — 2008, concluyen que El Tambo presenta
el mayor numero de accidentes ofidicos, principalmente por la alta densidad de
serpientes en este municipio (Ayerbe 2000, Ayerbe 2009).
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4.4.1 Accidente bothrépico. Este envenenamiento es causado por las serpientes de
los géneros Bothriechis, Bothrocophias, Bothriopsis, Bothrops, Porthidium y
corresponde a los accidentes ofidicos de mayor importancia epidemiolégica en el
pais. El cuadro clinico se caracteriza por manifestaciones locales importantes como
dolor intenso, edema de caracter precoz y progresivo; frecuentemente se presentan
equimosis, sangrado por los sitios de inoculacion del veneno, linfadenitis regional,
parestesias, hipotermia y con menor frecuencia necrosis de tejidos, formacion de
abscesos o0 desenvolvimiento de sindrome compartimental, dejando como
consecuencia la pérdida funcional o anatdmica del miembro afectado (Ayerbe 1995 y
2008).

Las manifestaciones sistémicas incluyen coagulopatias, hemorragias como
gingivorragias, hematuria, hematochesis y hematemesis, epistasis, hipotension
arterial, shock mixto, convulsiones, ictericia, septicemia, coagulacion intravascular
diseminada, nauseas, vomitos, sudor, oliguria o anuria, sintomas neurologicos
secundarios a causa de hemorragia intracraneal; muerte por insuficiencia renal
aguda, hemorragia en el sistema nervioso central y a nivel de los pulmones,
microtrombosis capilar pulmonar masiva, trombosis coronaria 6 taponamiento
cardiaco e incluso aborto en las mujeres embarazadas (Ayerbe 1995, Castro et al.
1999, Araujo 2003, Pinho y Pereira 2001, Otero 2009)

Particularmente B. asper desencadena edema (Figura 6 A) en el 95% de los casos,
hemorragia local (34%), hemorragias y equimosis durante los primeros 5 a 30
minutos, ampollas y flictenas (12%) (Figura 6 B), dermonecrosis y mionecrosis (10%)
entre las seis u ocho horas después de la mordedura, defibrinogenacién en el 60 a
70% de los casos, la cual suele presentarse entre los 30 a 60 minutos de ocurrido el
accidente (Otero 2009). Entre los hallazgos paraclinicos estan, elevacion de los
indicadores de fase aguda (proteina C reactiva), paracoagulacion por efecto de
enzimas similares a la trombina con sindrome de coagulacién intravascular
diseminada (CID); trombocitopenia, prolongacion de los tiempos de coagulacion (TC)
y aumento de los productos de degradacion del fibrinbgeno (PDF) (Ayerbe 2008).

Figura 6. (A) Edema en pierna izquierda encontrados en un accidente bothropico
moderado (Araujo 2003). (B) Flictenas a lo largo del miembro afectado. Cortesia
Hospital Universitario San José, Popayan (Ayerbe 2008).
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4.4.2 Sueros antiofidicos o antivenenos. Son el tratamiento especifico y efectivo para
este tipo de lesiones, siendo la via intravenosa la ideal (98%); pueden ser mono o
polivalentes; los monovalentes actlan para un género especifico de serpientes,
mientras que los polivalentes sirven para el tratamiento de diferentes géneros de la
misma familia (Lévano y Fernandez 2004). Sin embargo, como se obtienen a partir
de la inmunizacion de equinos, pueden desencadenar alteraciones alérgicas llegando
incluso a ocasionar la muerte del paciente, y por lo tanto estas reacciones deben ser
blogueadas con adrinalina, antihistaminicos y corticoides (Aguirre 2004).

En Colombia circulan sueros producidos en Costa Rica, Brasil, Venezuela y México,
a partir de venenos de poblaciones de serpientes de dichos paises y
consecuentemente la eficacia del tratamiento para los accidentes nacionales no es la
misma (Otero et al. 1992). Alape (2002) también afirma que los sueros antiofidicos
preparados con venenos de una region neutralizan eficazmente solo los venenos de
esa region y por lo tanto se deben producir sueros antiofidicos con venenos de
ejemplares procedentes de la misma region donde se usan.

4.5 IMPORTANCIA DE LAS SERPIENTES

La proteccion de las serpientes en nuestro entorno es relativamente nula, y hablar de
conservacion de las serpientes para muchos podria sonar absurdo. Al privarlas de su
habitat se interrumpe la cadena trofica de varios animales que las incluyen en su
dieta alimenticia, y al mismo tiempo se genera el crecimiento de poblaciones
(roedores) que pueden ocasionar graves pérdidas en el sector agricola y perjuicios
sobre la salud humana (Vélez 2006).

Serpientes no venenosas como Clelia clelia, la llamada cazadora negra, es ofiofaga,
pues se alimenta de serpientes venenosas como Bothrops asper, lo cual hace de ella
una serpiente de gran utilidad para el control de las mismas poblaciones de ofidios.
No obstante, el hombre debido a su concepcién sobre las serpientes como animales
mortales, ha ocasionado la muerte indiscriminada e indiferente de todas las
serpientes (Angel 1987).

Ademas, a pesar de su importancia en el mantenimiento del equilibrio de los
ecosistemas, las serpientes también son victimas de la persecucion humana, con el
fin de adquirirlas como mascotas, para elaborar accesorios o platos de cocina (Angel
1987). No todos los ejemplares provienen de zoocriaderos, sino que son extraidos
directamente de su habitat natural, y las autoridades ignorantes de su proteccion
toleran este comercio; como por ejemplo en Medellin la venta de carne de boa es
relativamente alta (Vélez 2006).

4.6 METODOS PARA EVALUAR LA VARIACION PROTEICA

4.6.1 Electroforesis. Es una técnica que detecta cambios en las propiedades fisicas
de las proteinas cuando un aminoécido es sustituido por otro (Griffiths et al. 2005).
Se caracteriza por sus propiedades uniformes, es de facil preparacion, reproducible y
permite medir la tasa de migracion de moléculas en un medio que contiene liquido
cuando se le aplica un campo eléctrico (Garcia 2000). El proceso inicia cuando se
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aplican las muestras en los pozos y la corriente eléctrica pasa por el sistema durante
un tiempo apropiado, haciendo migrar las moléculas; finalmente el papel o el gel
puede tratarse con colorantes selectivos para visualizar los componentes separados
(Klug y Cummings 1999).

Factores como la potencia del campo eléctrico, la accién del tamiz molecular del
medio (papel, almidén, gel) en que se realiza la migracién, el pH, la fuerza ionica, la
homogeneidad de la muestra, el gradiente de potencial, el tiempo de corrido y la
concentracion de la poliacrilamida afectan la tasa de migracion de las moléculas
(Garcia 2000, Lecca 2003).

Esta técnica ha sido utilizada para separar diferentes moléculas, un ejemplo son las
proteinas, las cuales son separadas en funcion de las diferencias en tamafio y en
carga eléctrica. Las variaciones nucleotidicas en un gen estructural generan la
sustitucion de un aminoécido cargado, alterando la carga eléctrica total de la
proteina, y esta diferencia en la carga se puede detectar como un cambio en la tasa
de migracion de la proteina en un campo electroforético (Klug y Cummings 1999).

4.6.1.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida. La electroforesis de proteinas en gel
con una matriz de poliacrilamida, se conoce como electroforesis en poliacrilamida
(PAGE, “polyacrilamide gel electrophoresis”); es una de las técnicas mas usadas
para caracterizar mezclas complejas de proteinas, ademas es un meétodo rapido y
econdmico a nivel de muestra, puesto que se requieren pequefias cantidades de
proteina. Los geles de poliacrilamida son un excelente medio de soporte para
separaciones electroforéticas ya que presentan una serie de propiedades idoneas
como: son quimicamente inertes, transparentes y estables en un rango amplio de
pHs, temperatura, fuerza ionica, elasticidad, porosidad controlable y compatibilidad
con una gran variedad de compuestos quimicos (Bollag y Edelstein 1991, Lomonte
2005).

Assakura et al. (1992), afirma que esta técnica ha permitido reconocer y distinguir
especies de serpientes de la familia Viperidae, gracias a la particularidad de los
patrones electroforéticos proteinicos, siendo posible visualizar bandas polipeptidicas
con su respectiva masa molecular, tal como lo muestra Alagon et al. (1980) con el
veneno de Bothrops asper.

4.6.2 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). La técnica se fundamenta en
el uso de una presion alta sobre la sustancia a analizar (fase movil), la cual permite el
paso de dicha sustancia a través de la fase estacionaria con mayor poder de
retencion, puesto que sus componentes son del tamafio de micrones para aumentar
la eficiencia en la separacion de las biomoléculas (Palma et al. 2006, Bussi 2007).

Esta técnica es indispensable para la purificacion de biomoléculas, de péptidos u
oligonucledtidos sintetizados quimicamente y de compuestos organicos de baja
masa molecular (Palma et al. 2006). Entre las ventajas que tiene la técnica se
encuentran: gran sensibilidad, determinaciones cuantitativas exactas, determinacion
de compuestos no volatiles, reduccién en los tiempos de purificacion y como
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resultado se incrementa el porcentaje y rendimiento de la separacion de las
sustancias analizadas (Bussi 2007).

4.6.3 Inmunoelectrotransferencia o Western Blotting. Esta técnica puede acoplarse
con la electroforesis en gel de poliacrilamida; se fundamenta en el marcaje de
anticuerpos con enzimas para la deteccion de cantidades muy bajas de antigenos o
anticuerpos. La técnica es de gran utilidad en el analisis de mezclas antigénicas y
provee informacion relacionada con la masa molecular de los antigenos que
reaccionan (Lomonte 2005).

Los perfiles electroforéticos son transferidos a una membrana de nitrocelulosa
mediante un campo eléctrico, quedan inmovilizados sobre su superficie por uniones
no covalentes y son accesibles a la interaccion con anticuerpos; inicialmente los
anticuerpos reconocen al antigeno, luego un conjugado anti-inmunoglobulina/enzima
detecta los anticuerpos unidos al antigeno y le confiere un coloreado precipitable
(Lomonte 2005).

4.6.4 Métodos inmunoenzimaticos: ELISA para cuantificacion de anticuerpos. Es una
técnica inmunoenzimatica heterogénea, simple y versétil, donde la actividad de la
enzima no es afectada por la reaccion antigeno- anticuerpo, siendo importante contar
con una fase de separacion entre reactivos unidos y reactivos libres. Se basa en el
marcaje de anticuerpos con enzimas, permitiendo su cuantificacion; consiste en unir
el antigeno a la fase solida, el cual es reconocido por los anticuerpos presentes en la
mezcla (sueros antiofidicos) y los anticuerpos a su vez son detectados mediante un
conjugado anti-inmunoglobulina/enzima. Esta metodologia complementa el analisis
de inmunoelectrotransferencia, pues es de caracter cuantitativo (Lomonte 2005).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 AREAS DE ESTUDIO

5.1.1 Reserva Natural de las Aves El Pangan, Narifio. Ubicada en el municipio de
Barbacoas, Departamento de Narifio, al suroccidente de Colombia sobre la vertiente
Oeste de Cordillera Occidental de los Andes, entre 01°21'N y 78°04'W (Figura 7).
Hace parte de las tierras bajas del Pacifico Colombiano, reconocidas como parte del
Choc6 biogeografico (Conservacion Internacional 2006), comprende las zonas de
vida de bosque pluvial tropical y bosque pluvial premontano, con una altitud entre
550 y 1.900 m. Presenta una temperatura promedio de 24°C, una precipitacion media
anual de 6512 mm, con régimen bimodal de fuertes lluvias entre los meses de Abril,
Mayo, Septiembre, Octubre y Noviembre y una humedad del 90% (ProAves 2005).

Figura 7. Reserva Natural de las Aves El Pangan, Municipio Barbacoas,
Departamento Narifio (Fuente: este estudio).




Los dos ejemplares que representaron la poblacion de B. asper de Narifio (Ba-N),
fueron colectados uno en el punto conocido como la Manzana y el otro a pocos
metros del sendero la Sabaleta. Ambos puntos se encuentran en un perimetro
cercano a la cabafa de la Reserva.

5.1.2 Municipio de ElI Tambo, Cauca. Esta localizado hacia el occidente, a 33
kilometros de la ciudad de Popayan (Figura 8), con una ubicacion geografica
227°15" Ny 7640'04” W y una altitud de 1745 m.s. n.m. Presenta una temperatura
media de 18°C, esta dividido en tres regiones: la regién del alto Cauca, region de la
cuenca alta del Rio Patia y region del Rio Micay. Su relieve es montafioso, incluye
pie de montafia, colinas y superficie aluvial; cuenta con importantes elevaciones: los
cerros de Altamira, Don Alfonso, Mechengue, Napi, Pan de Azlcar, Santana y
Munchique; y hoyas como la del rio Cauca que drena a la vertiente del Atlantico y las
de los rios Patia y Huisité en el Pacifico (http://eltambo-cauca.qgov.co).

La muestra de la poblacién de B. asper de Cauca, correspondié a la vertiente oeste
de la Cordillera Occidental en el Municipio El Tambo (Ba-T), en los corregimientos de
Huisitd, Playa Rica y Nueva Granada.

Figura 8. Municipio El Tambo, Departamento Cauca (Fuente: este estudio).
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5.1.3 Valle del Rio Patia. El Valle del Rio Patia comprende la zona de influencia del
curso alto del Rio Patia (0 © 14’ N) en el Departamento del Cauca y en el extremo
norte del Departamento de Narifio (Figura 9). Su clima es altamente estacional, la
precipitacion anual es menor a 900 mm vy tiene una altitud entre 600 y 900 m. Esta
rodeado por bosque nublado y bosque himedo premontano de las Cordilleras
Central y Occidental, este valle presenta una biota Unica propia de las zonas aridas y
ha permanecido aislado de habitats similares un tiempo suficiente para que la
especiacion ocurra en su flora y fauna (Lobo 1993, Diaz et al. 2006).

El Rio Patia, que fluye desde el Macizo Colombiano hacia el occidente, al entrar en
territorio de Narifio pierde la amplitud de su valle y forma la fosa Patiana, que separa
la Cordillera Centro-Oriental de la Cordillera Occidental en la Hoz de Minam4, una
elevacion de 400 m, el cual es un imponente cafidon de mas de 1 km de profundidad y
sesenta km de largo; luego gira en direccion Noroeste para salir a la Llanura del
Pacifico, donde su cauce forma amplios meandros en zona selvatica (Lobo 1993,
Diaz et al. 2006).

Figura 9. Valle del Rio Patia, Cauca- Narifio (Fuente: este estudio).
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La muestra de la poblacion de B. cf. asper del Valle del Patia (Ba-P), corresponde al
suroriente del Municipio de EI Tambo, corregimiento San Joaquin, Veredas
Pomorroso y Versalles, y al Municipio la Sierra, vereda Frontino bajo en el
Departamento del Cauca

5.2 TRABAJO DE CAMPO

Se realiz6 una salida de campo de 17 dias a la Reserva Natural de las Aves el
Pangan, con busquedas diurnas y nocturnas empleando ganchos de sujecion, de
presion y bolsas de tela (Scrocchi y Kretzschmar 1996). Con el fin de corroborar e
identificar la especie, en campo se realizaron las respectivas observaciones fisicas y
morfologicas tal y como las describe Castro et al. (2005). Una vez capturados los
ejemplares, fueron colocados en recipientes plasticos para su transporte hasta el
serpentario del Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Cauca
(CIBUC).

Entre los habitats revisados en la Reserva Natural de las Aves el Pangan se
incluyen: zonas abiertas o claros (Figura 10 A y B), plataneras (Figura 10 C) y bordes
de bosque (Figura 10 D). Entre los microhabitats donde se realizaron las busquedas
estan: troncos (Figura 11 A), construcciones de pequefias cabafas abandonadas
(Figura 11 B y C) donde se observé crecimiento sucesional temprano, cuevas
formadas entre las raices de los arboles o las rocas (Figura 11 D), hojarasca (Figura
11 E), y a lo largo de las quebradas o alrededor de la formacion de estanques o
lagunetas, (Figura 11 F). El Anexo B muestra los lugares de muestreo y el esfuerzo
horas/hombre en la Reserva Natural de las Aves el Pangan.

Figura 10. Habitats de la Reserva Natural de las Aves el Pangan donde se
efectuaron las busquedas. (A, B) Zonas abiertas o claros. (C) Plataneras. (D)
Bordes de bosque. Fotografia: Mora, D. 2009.

Figura 11. Microhabitats de la Reserva Natural de las Aves el Pangan. (A) Troncos.
(B, C) Cabanas o estaciones abandonadas. (D) Cuevas. (C) Hojarasca. (F) Orillas de
las quebradas. Fotografia: Mora, D. 2009.
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5.3 TRABAJO DE LABORATORIO

5.3.1 Tamafio de muestra. Los venenos de 4 ejemplares adultos y de un juvenil
menor de un afio de Bothrops cf. asper de la Cuenca alta del Rio Patia (Cauca) y de
4 individuos adultos y de un neonato de B. asper de El Tambo (Cauca) fueron
extraidos y facilitados por el serpentario del CIBUC. En la Reserva Natural de las
Aves el Pangan (Narifio) se capturaron dos individuos neonatos. El estado de
crecimiento fue definido con base en la longitud del cuerpo asi: Neonatos < 40 cm,
jovenes menores de un afio < 60 cm, juveniles 60-98 cm en machos y 60-110 cm en
hembras, adultos > 98 cm y 110cm en machos y hembras, respectivamente
(Solérzano y Cerdas 1989, Sasa 2002).

5.3.2 Extraccion del veneno. Se realiz6 manualmente bajo condiciones de asepsia,
mediante la técnica de inmovilizacién y recepcion en embudo y tubo eppendorf, esta
técnica consisti6 en inmovilizar a la serpiente con ayuda de ganchos sencillos y
ganchos de presion; después de que la serpiente mordiera el parafiim dispuesto
sobre un embudo de vidrio unido a un tubo eppendorf, se masajeo la region de las
glandulas del veneno para estimular su produccion (Figura 12); una vez obtenido se
congeld a una temperatura minima de -20°C (Guerrer o-Vargas 2002).
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Figura 12. Extraccion de veneno de adultos de Bothrops asper. Técnica de
inmovilizacién y recepcién en embudo y tubo eppendorf. Cortesia CIBUC®, Popayan.
Fotografia: Mora, D. 2008.

Para los neonatos de B. asper de la Reserva Natural de las Aves el Pangan fueron
necesarias dos extracciones mas, por la baja cantidad de veneno obtenido durante la
primer extraccién (cada una con un espacio de tiempo de 30 dias con el fin de que la
serpiente recuperara la tasa de produccion del veneno oportunamente), para ello se
implement6 el uso de dos tubos eppendorf unidos con el fin de facilitar el manejo del
veneno y evitar la minima perdida del mismo (Figura 13).

Durante la extraccidén del veneno se registraron diferentes datos, relacionados con el
volumen de veneno, datos que fueron complementados con la talla y el peso de cada
uno de los individuos, tal como se indica en el Anexo C.

Figura 13. Extraccion de veneno de neonatos de B. asper. Bothrops asper (N°
CIBUC — Se 000 193); hembra de 38 cm LT. Ejemplar de la Reserva Natural de las
Aves el Pangan, Corregimiento Junin, Municipio Barbacoas, Narifio. Cortesia
CIBUC °© Fotografia: Mora, D. 20009.

5.3.3 Caracterizacién proteica del veneno

5.3.3.1 Cuantificacion de proteinas por el método de Biuret. Inicialmente se realizé la
limpieza del veneno, para ello las muestras previamente descongeladas se diluyeron
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con agua destilada en tubos eppendorf, posteriormente todas las muestras fueron
vorterizadas y centrifugadas en una centrifuga marca Labnet a 21.38 x g durante 15
minutos a 8C, con el fin de separar los componente s inactivos del veneno y obtener
la concentracidon de proteinas a partir del sobrenadante, el pellet fue desechado.

La cuantificacion de proteinas se realizo mediante el método de Biuret (Anexo D,
muestra las condiciones originales del método) bajo algunas modificaciones (Tabla
1), con el objetivo de trabajar con volimenes menores (3ml) teniendo en cuenta las
bajas cantidades de veneno obtenidas a partir de los ejemplares. La curva de
calibracion (Figura 14) se realizd con la concentracion de BSA (3 mg/ml) requerida
por el método, partiendo desde 0 pug hasta 4500 pg. Una vez obtenida la curva de
calibracion, a partir de los sobrenadantes de cada muestra se tomaron 100 pl, los
cuales se llevaron con volumenes iguales de agua (1400 pul) y de reactivo de Biuret
(1500 pl) hasta un volumen de 3000 pl.

Tabla 1. Factores de carga modificados para la curva de calibracién BSA.

Patron Patron Agua Reactivo de
BSA BSA (1) Biuret (1)
(o) @mg/m) -+ i

0 o - 1500 1500

1 300 100 pl 1400 1500

2 1050 350 pl 1150 1500

3 1950 650 pl 850 1500

4 3000 1000 pl 500 1500

5 3600 1200 pl 300 1500

6 4500 1500 - 1500

Posteriormente los tubos se dejaron en reposo a temperatura ambiente durante 30
minutos, se observd una gama de colores entre azul y purpura debido a los enlaces
peptidicos en la proteina con el cobre en medio alcalino, y después se realizaron las
respectivas lecturas espectrofotométricas a una absorbancia de 540 nm como lo
sugiere el método; el espectrofotometro fue calibrado con todos los reactivos
excluyendo el veneno. Es importante tener en cuenta que el color es estable por dos
horas, después de ese tiempo el color se torna menos intenso.
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Figura 14. Curva de calibracién para cuantificaciéon de proteinas de B. asper de El
Tambo Cauca y B. cf. asper del Valle del Patia, Cauca. Seroalbumina Bobina (BSA).
La curva de calibracion se modificO para cantidades pequefias de reactivo y de
veneno, por ser un método desnaturalizante.

0,4
y =8E-05x + 0,0061
R?=0,000
3,35

o
W

0,25 -

o
(=]

Absorbancia (540 nm)
(=]
=

o
il

0,05 - =

0 T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000

BSA (ug)

Los venenos se repartieron en pequefias alicuotas en tubos eppendorf y fueron
liofilizados en un equipo marca Labconco, con el fin de facilitar la manipulacion de las
muestras en cada una de las pruebas posteriores (electroforesis, cromatografia,
inmunoreactividad y actividades biologicas) y para evitar etapas de
descongelamiento o congelamiento drasticos que ocasionarian un eventual deterioro
de las moléculas (Lecca 2003). Los venenos de los individuos neonatos y del juvenil
menor de un afio no fueron cuantificados proteicamente y por lo tanto, éste veneno
fue extraido y liofilizado directamente.

Se realiz6 una prueba de t-Student con respecto al promedio (Microsoft Office Excel
2007), con el fin de determinar si la cuantificacion proteica de los venenos del
suroccidente Colombiano se ajustaba al promedio reportado para la especie en
Costa Rica).

5.3.3.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida. Se realizaron geles de poliacrilamida
al 12% y geles en gradiente de 10% a 15%, buffer compactador: 3.0 g Tris, pH 8.8,
buffer separador: 18.15 g Tris, pH 6.8 (Laemmli 1970); para la preparacién de las
soluciones stock, el veneno fue pesado en una microbalanza marca CAHN C-33 con
precision en miligramos y llevado con agua estéril a una concentracion de 4 pg/ul
(Lomonte 2005).
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Para el gel al 12% se tomaron de cada muestra 5 ul (20 pg de proteina) y se adiciono
2.5 pl de amortiguador de muestras reductor (solucion concentrada 2x) a cada una,
bajo las mismas proporciones se cargé el marcador Page Ruler SM0671 (4-20% Tris-
glicina SDS-PAGE); el gel fue corrido durante una hora y media a 150 v. Para los
geles en gradiente, se tomaron 7.5 pl (30 ug de proteina) de muestra, con excepcion
de dos muestras; dada la limitacion del veneno de los neonatos de El Tambo se
tomaron 6 ul (24 pg de proteina), mientras que de los neonatos del Pacifico de Costa
Rica por la baja sefial de su patron electroforético, se tomaron 10 pl (40 pg de
proteina); tanto el marcador como el voltaje de corrida fueron los mismos que en el
gel anterior. Todos los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie (Lomonte 2005).

Como patrones de comparacién se cargaron: un pool de venenos de 11 adultos y
uno de 20 neonatos de B. asper de la Costa Pacifica de Costa Rica (Distrito de
Sabanillas, Acosta) y un pool de venenos de 15 adultos y uno de 20 neonatos de B.
asper del Caribe de Costa Rica (Distrito Quesada, San Carlos). Tanto los venenos de
los individuos del suroccidente de Colombia, como los de la Costa Pacifica de Costa
Rica se colocaron en el mismo gel, organizados por estado de crecimiento y
procedencia.

La deteccioén de las bandas y la masa molecular de las mismas fueron determinadas
por medio del Software de andlisis de imagen ImageQuant TL version 2005. A partir
de la masa molecular de las bandas presentes en dos o0 mas individuos se obtuvo un
valor promedio, el cual reflej6 la masa molecular para la banda especifica + la
desviacion estandar (SD); mientras que la masa molecular para las bandas Unicas,
no incluyé SD. Con base en el porcentaje estimado de concentracién para cada
banda que proporciona el programa se hicieron las comparaciones respectivas. A
cada banda se le asigno una posible actividad farmacologica, comparando las masas
moleculares con las de los grupos proteicos encontrados por Alape et al. (2008).

Se expresaron porcentajes de comparacion intra e interpoblacional. Los porcentajes
de variacion ontogénica intrapoblacional se obtuvieron del numero de bandas
proteicas compartidas entre adultos y neonatos o juveniles, respecto al nUmero total
de bandas proteicas para toda la poblacion. Los porcentajes de comparacion
interpoblacional se obtuvieron del nimero de bandas proteicas compartidas entre las
poblaciones frente al nimero total de bandas para las poblaciones comparadas.

Se elaboré una matriz de presencias y ausencias (1 y 0, respectivamente) de las
bandas proteicas detectadas para todos los individuos, teniendo en cuenta el lugar
de procedencia de los especimenes y su estado de crecimiento. Dicha matriz fue
cargada en el programa NTSYS pc. 2.1, el cual permiti6 comparar los patrones
electroforéticos intra e interpoblacionalmente por medio de un fenograma, utilizando
el coeficiente de Jaccard (J). Este coeficiente muestra la similaridad entre los OTUS
(individuos de B. asper y B. cf. asper) en una escala de 0 a 1, donde 1 es el valor
maximo de similitud.

5.3.3.3 Cromatografia. Se realizaron cromatografias a partir de un pool de
ejemplares adultos de la poblacién de B. asper de El Tambo, Cauca y de B. cf. asper
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del Valle del Patia, Cauca; la separacién se realizé por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) de fase reversa, 1 miligramo de veneno fue disuelto en 250 ul de
solucion A, la muestra fue centrifugada a 13000 x g durante 5 minutos a temperatura
ambiente, a fin de limpiar el veneno y remover el material insoluble.

Para la separacion de las proteinas se us6 el sistema AGILENT ™ 1100 series y una
columna RP10 C;3 de 2.6 x 200 mm y 10 um tamafio de particula, eluido a 1.25
ml/min con un gradiente de 0.1% TFA, 5% acetonitrilo (solucién A) y de 0.1%, 95%
acetonitrilo (solucién B) (5% B por 10 min, seguido de 5-10% B por 20 min, 10-20% B
por 45 min, 20-45% B por 80 min, 45-70% B por 20 min, y 70% B por 10 min). La
deteccion de las proteinas fue a 215 nm. Con el fin de tener un patron comparativo,
también se realizd la separacion de las proteinas de un pool de venenos de
especimenes adultos de la Costa Pacifica de Costa Rica.

Los picos de cada cromatograma fueron numerados y comparados con los
resultados mostrados por Alape et al. (2008), lo que permitié asignarle a cada pico
una posible actividad farmacoldgica.

5.3.3.4 Inmunoelectroforesis o Western blotting. A partir de la separacion
electroforética de los antigenos (veneno), se realizé una transferencia a un medio de
soporte en forma de membrana (nitrocelulosa); para ello se ensamblé el “cassette”
de transferencia, se colocé junto con un bloque de enfriamiento y una barra
magnética en la camara, sobre un agitador magnético a baja velocidad; la
transferencia se realiz6 a 50 mAmp durante toda la noche (Lomonte 2005).

Las membranas fueron bloqueadas con caseina (2%) durante 30 minutos, y los
antigenos fueron inmunodetectados con suero monoespecifico anti-B. asper Pacifico
y monoespecifico anti-B. asper Caribe, manufacturados en el Instituto Clodomiro
Picado (Universidad de Costa Rica); como control se utilizO suero normal equino
(SNE) y suero anticoral; los cuales fueron diluidos 1/150 con caseina al 1%
preparada en PBS (salina bufferizada en fosfatos 0.12 M NaCl pH 7.2 + 0.2).

Después de incubacion durante hora y media con los sueros y los lavados
respectivos (Tween 20 al 0.05%), se agregdé Anti IgG-Equino conjugado con
peroxidasa (1/8000) durante hora y media. Para los controles con suero normal
equino también se utilizé conjugado con peroxidasa, pero para el control con suero
anticoral se utilizé conjugado con fosfatasa alcalina (1/10000), después de los
lavados se revelaron con sustrato precipitable para peroxidasa (30 mg de 4-Cl naftol
en 10 ml de metanol, 50 ml de amortiguador Tris pH 7.5 y 30 pl de peréxido de
hidrégeno) y para fosfatasa alcalina (SIGMA).

5.3.3.5 ELISA para cuantificacion de anticuerpos. Esta metodologia fue desarrollada
siguiendo el protocolo propuesto por Lomonte (2005); 144 Pozos se recubrieron
durante toda la noche, 48 de ellos con 0.5 pug de proteina/pozo (cantidad minima de
antigeno capaz de proporcionar la maxima sefial) de veneno de B. asper de El
Tambo Cauca, 48 con veneno de B. cf. asper del Valle del Patia, Cauca y 48 con
veneno de B. asper de Barbacoas, Narifio, diluidos en 100 pl de buffer 0.1 M Tris,
0.15 M NaCl, pH 9.0; posteriormente las placas fueron decantadas y bloqueadas con
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caseina (2%) en PBS. Después de realizar los respectivos lavados (PBS-Tween
0.05%, pH 7.2), se hicieron diluciones seriadas de los sueros a testear (factor 3),
suero monoespecifico anti-B. asper del Pacifico, Caribe, suero polivalente
(constituido por veneno de Lachesis stenophrys, Crotalus simus, Bothrops asper), en
caseina preparada al 2% en PBS y se agregaron 100 pl a los pozos por triplicado.

Las placas fueron lavadas seis veces con citrato de sodio 0.1 M pH 5 (amortiguador),
se procedio a agregar Anti-lgG conjugado con fosfolipasa, diluido 1:20000 con PBS y
se incub6 durante una hora. Las placas fueron lavadas nuevamente, se adicioné p-
nitrofenilfosfato a buffer de dietanolamina (0.001 M MgCl,, 0.09 M dietanolamina, pH
9.8) y se afiadieron 100 pl/ pozo del sustrato correspondiente a la enzima, finalmente
se incubo a temperatura ambiente hasta obtener un color adecuado (sefial de fondo
< 0.1 - 0.2 y sefiales maximas cercanas a 1.5 - 2.0). Las absorbancias fueron leidas
a 405 nm en un lector de microplacas (Multiskan Labsystems).

A partir de las absorbancias se elaboraron curvas de dilucion vs absorbancia; para
determinar el grado de reconocimiento de los sueros frente a los venenos de las
poblaciones. Cada punto de la grafica representdé la media + SD de las tres
repeticiones. Posteriormente, se construyd una matriz con las variables: venenos y
sueros antiofidicos, las cuales fueron testeadas con un andlisis de varianza (ANOVA)
de dos vias, con el fin de determinar si se presentaban o no diferencias significativas
intra e intergrupalmente. Luego, se realizd una prueba tipo Tukey para la variable de
los sueros, a fin de identificar cual de los sueros reconocia mas las poblaciones del
suroccidente de Colombia. Estas pruebas estadisticas se hicieron en el programa
SPSS v 12.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).

5.3.4 Actividades bioldgicas

5.3.4.1 Dosis letal 50 por el método de Finney. Este es un método parameétrico,
aceptado por la Organizacion Mundial de la Salud, el cual consiste en inyectar por
via intraperitoneal (I.P) un volumen de 0.5 ml de diluciones seriadas de veneno
cercanas a la dilucion de trabajo encontrada en ensayos preliminares. La via de
inoculacion fue la intraperitoneal, ya que es una via de inoculacién de absorcidon
rapida, evidencia mayor susceptibilidad del animal y del veneno inoculado, también al
ser una via de inoculacion frecuente entre las investigaciones se convierte en un
punto comparable.

Se prepard un pool de veneno de individuos adultos de la poblacion de B. asper de
El Tambo, Cauca y de B. cf. asper Valle del Patia, Cauca (los neonatos de la
poblacion del B. asper de Narifio no se tuvieron en cuenta para la determinacion de
la dosis letal por la baja cantidad de veneno disponible); de cada adulto se pesaron 6
mg de veneno y se diluyeron en 6 ml de PBS con una concentracién final de 1mg/mli
(solucion de trabajo).

A partir del promedio de las DL50 de B. asper de El Tambo, reportadas por Navia
(2005) 6.06 pg/g y por Yasno (2005) 6.52 ug/g, se preparé la solucion madre para
esta poblacion, utilizando PBS como diluyente; para la poblacién de B. cf. asper se
tom6 como referencia la DL50 reportada por Navia (2005) 5.96 pg/g. Para cada
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poblacion se evaluaron diez y nueve concentraciones respectivamente (sigma 1.2) y
por cada dosis se inyectaron lotes de seis ratones.

Para la prueba se utilizaron ratones albinos Mus musculus, sin distincion de sexo, de
la Cepa CD-1 (16 a 18 gr de peso corporal) suministrados por el Bioterio del Instituto
Clodomiro Picado de Costa Rica, los animales fueron alimentados con dieta para
ratones en iguales condiciones (ad limitum) y con acceso constante al agua (ad
libitum). Terminado el tiempo maximo de observacion (24 y 48 horas) se realizo la
eutanasia de los animales sobrevivientes mediante inhalacion de dioxido de carbono.

La DL50 fue calculada utilizando el paquete estadistico de Probitos (Finney 1971), el
cual suministra el valor de la DL50 expresada como pg de veneno por raton de 16-18
gramos Y los limites de confianza. La validez de la prueba radica en tener animales
durante toda la prueba bajo condiciones experimentales constantes de temperatura y
alimentacion (Monje 2007).

5.3.4.2 Determinacion de la actividad proteolitica. Se realiz6 de acuerdo a las
condiciones experimentales de Gutiérrez et al (2008) con algunas modificaciones.
Inicialmente se prepar6 un sustrato de azocaseina de 10 mg/ml en buffer Tris-HCI 50
Mm, NaCl 0.15 My Ca Cl, 5 Mm, pH 8.0 y tres soluciones de trabajo diluidas en el
mismo buffer, de 2 mg/ml para las dos poblaciones del Cauca (pool de veneno de
individuos adultos) y de 0.2 mg/ml para los neonatos de Narifio; a partir de las cuales
se evaluaron por triplicado cuatro concentraciones, 2000 pg, 500 ug, 10 pg y 5ug.

Posteriormente se mezclaron 90 ul de azocaseina con 20 pl de la solucion de veneno
respectiva; las muestras se incubaron a 37° C durante noventa minutos, la reaccion
fue detenida adicionando 200 pl de acido tricloroacético al 5% y terminado el tiempo
de incubacion, se centrifugd a 1830 x g durante cinco minutos. Se tomaron 150 ul de
sobrenadante y se mezclaron con 150 pl de NaOH 0.5 M, la absorbancia se
determiné en un lector de placas ELISA (Labsystems Multiskan RC) a una longitud
de onda de 450 nm; el blanco estuvo conformado por todos los reactivos
exceptuando el veneno.

La actividad proteolitica se expresé en Unidades/mg; para ello a partir de la relacién
entre el promedio de las absorbancias corregidas (de cada valor de absorbancia se
sustrajo el valor basal de la lectura del blanco) y el tiempo total de incubacién, se
obtuvo la variacion de la absorbancia por minuto; y con base en la variacion
reportada por Gutiérrez et al. (2008) donde una unidad proteolitica es definida como
un cambio de 0.2 en absorbancia por minuto, se obtuvo la actividad proteolitica para
cada poblacion.

5.3.4.3 Determinacion de la actividad hemorragica. Se realiz6 esta actividad
biolégica, ya que resulta en gran parte de la accidbn de metaloproteinasas
ocasionando la ruptura de la integridad de los microvasos sanguineos y posterior
extravasacion (Instituto Clodomiro Picado 2010). Se prepararon soluciones con
diferentes concentraciones (2 pg, 1 ug, 0.5 pg, 0.25 pg, 0.125 pg y 0.0625 pg) para el
pool de veneno de Ba-P y (8 ug, 4 ug, 2 ug, 1 pg, 0.5 pug, 0.25 ug, 0.125 ug) para Ba-
T, empleando PBS como diluyente. La dosis fue determinada en piel de ratones de la
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Cepa CD-1; se inyectaron grupos de 4 y 5 ratones con soluciones de veneno (0.1 ml)
por la via intradérmica, en la region abdominal.

Dos horas después los ratones fueron eutanizados mediante inhalacion de dioxido de
carbono, con el fin de remover la piel y medir el area hemorragica en la superficie
interna. El didmetro de la lesion hemorragica fue determinado mediante el siguiente
calculo:

Diametro= ZX(\/éreaEhemorrégi(a/ |_| )

Finalmente se construyé una curva dosis- respuesta (ug de veneno: eje de las
abscisas vs. mm diametro de lesion hemorragica, en el eje de las ordenadas) con el
programa Microsoft Office Excel 2007, empleando una escala logaritmica para la
dosis de veneno y una escala milimétrica para el diametro de la lesion. La dosis de
veneno que corresponde a un didmetro de 10 mm, corresponde a la dosis
hemorragica minima (Instituto Clodomiro Picado 2010).

5.3.4.4 Determinacién de la actividad coagulante. Esta actividad fue determinada
sobre plasma humano; para ello se extrajeron aproximadamente 15 ml de sangre, a
los cuales se les afadio 1.6 ml de citrato de sodio y se centrifugaron a 2000 x g. Se
colocaron 200 pl de plasma citrado en tubos de vidrio y se procedi6 a incubar durante
3 a 5 minutos en bafio maria a 37°C. Posteriormente a cada tubo se le agregd 0.1 ml
de soluciones con diferentes concentraciones de veneno (8, 4, 2, 1, 0.5y 0.25 ug) las
cuales fueron disueltas en PBS. Para cada concentracion de veneno se trabajé por
triplicado, como controles negativos se utilizé 0.1 ml de PBS en plasma y el tiempo
de coagulacion se midié con un cronémetro.

A partir del promedio de los tiempos de coagulacion, se construy6 una curva dosis -
respuesta (g de veneno en el eje de las abscisas vs el tiempo de coagulacion en el
eje de las ordenadas) utilizando el programa Microsoft Office Excel 2007. Con base
en la ecuacién de la recta, obtenida del analisis de regresion, se determiné la dosis
de veneno que indujo la coagulacién del plasma en 60 segundos, tiempo que
corresponde a la dosis coagulante minima — plasma (DCM-P) (Instituto Clodomiro
Picado 2010).

5.4 ANALISIS ESTADISTICOS

La significancia entre las medias de las muestras experimentales, tanto para la
actividad coagulante como hemorragica, fue determinada por pruebas U de Mann
Whitney (muestras menores a 10 datos) con el programa PAST v 1.38 (Hammer et
al. 2001). Cuando se compararon mas de dos muestras, se realizaron analisis de
varianza, seguidos de una prueba post hoc de Tukey para comparar pares de
medias, utilizando el programa estadistico SPSS v 12.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL,
USA). Un valor de p menor a 0.05 fue considerado significante.
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5.5 CONVENIOS INSTITUCIONALES

La extraccion de veneno y la cuantificacion de proteinas fueron realizadas en el
Centro de Investigaciones Biomédicas-Bioterio de la Universidad del Cauca (CIBUC)
(Colombia), bajo el marco del Convenio Interinstitucional de colaboracion académica,
cientifica y cultural, establecido desde 1989 y vigente hasta la fecha entre la
Universidad de Narifio y la Universidad del Cauca. Los perfiles electroforéticos y
cromatogréficos, al igual que los ensayos de inmunoreactividad y las actividades
biolégicas, fueron desarrolladas en el Instituto Clodomiro Picado, de la Universidad
de Costa Rica (Costa Rica), bajo los términos de una pasantia (Anexo H).

5.6. PERMISOS AMBIENTALES

La investigacion fue amparada por el Permiso de Investigacion Cientifica en
Diversidad Biolégica No. 18 del 14 de Octubre de 2009, el Contrato de Acceso a
Productos Derivados para Investigacion Cientifica sin interés Comercial No. 32,
firmado en la Ciudad de Bogota el dia 3 de Diciembre de 2009 (Expediente RGE
0057 Radicado 4120-E184637 del 28 de Julio de 2009) y el Permiso para
Exportacion y/o Importacion de especimenes de la Diversidad Biologica no listados
en los apéndices de la convencion CITES otorgados por la Direccion de Licencias,
Permisos y Tramites Ambientales del Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo
Territorial, Colombia (Anexo H).

56



6. RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACION PROTEICA DEL VENENO

6.1.1 Cuantificacién de proteinas. Se determind la concentracién proteica para el
veneno de cada uno de los ejemplares adultos (Tabla 2). ElI promedio de
cuantificacion proteica para la poblacion Ba-T (17.86 g/dl), se ajustd tanto al
promedio reportado por el Instituto Clodomiro Picado (23.3 + 0.9 g/dl, datos sin
publicar) para B. asper de la Costa Pacifica (t caculado= 0. 876 <t ¢itico = 3. 282; p >
0.5), como al promedio de B. asper del Caribe de Costa Rica de 22.4 g/ dI (t caiculado=
0. 765 <t ¢ritico = 3. 282; p > 0.5). Los valores fueron transformados en g/dl para
términos de comparacion.

Tabla 2. Cuantificacion proteica del veneno por el método de Biuret. Poblacion B.
asper de El Tambo, Cauca (Ba-T): individuos 1 — 4; poblacion de B. cf. asper del
Valle del Patia, Cauca (Ba- P): individuos 5 — 8.

Absorbancia Concentracioén de

Poblacion Individuo Cadigo Ejemplar

1 lectura 2 lectura Proteinas (g/dl)
1 B. asper CIBUC-Se- 0,397 0,401 0,390 4,873
Ba-T 000 004
2 B. asper CIBUC-Se- 0,413 0,363 0,365 4,673
000 055
3 B. asper CIBUC-Se- 0,162 0,156 0,176 23,832
000 102
4 B. asper CIBUC-Se- 0,267 0,252 0,261 38,084
000 020
Ba—P 5 B. cf. asper CIBUC- 0,393 0,405 0,408 4,948
Se-000 133
6 B. cf. asper CIBUC- 0,269 0,267 0,281 3,323
Se-000 147
7 B. cf. asper CIBUC- 0,201 0,190 0,220 2,473
000 085
8 B. cf. asper CIBUC- 0,406 0,400 0,413 4,998
Se-000 113

En el caso de la poblacion Ba-P, el promedio de la cuantificacion proteica (3.93 g/dl)
no se ajusta con el reportado por el Instituto Clodomiro Picado para la poblacion de la
Costa Pacifica (t caculado= 31.04 > t ¢ritico = 3.282; p < 0.5), ni con el promedio de la
poblacion del Caribe de Costa Rica (t caiculado= 29.60 >t ¢ritico = 3.282; p < 0.5).
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6.1.2. Comparacion de perfiles electroforéticos

6.1.2.1. Variacién intraespecifica. Los patrones electroforéticos (Figuras 15 y 16)
muestran diferencias tanto a nivel intra como interpoblacional; siendo mayor la
variacion a nivel interpoblacional. En general, se observan bandas que se presentan
en el 50% de los individuos, cuyas masas moleculares se encuentran entre 116.8
kDa, 62 a 35 kDa y 33 a 9 kDa. Asi, proteinas de alta masa molecular como la 1
(116.8 kDa) se encuentran en la mayoria de los ejemplares adultos y algunos
neonatos de Colombia y del Caribe de Costa Rica (CCR); sin embargo esta ausente
en ejemplares adultos y neonatos del Pacifico de Costa Rica (PCR) y adultos del
CCR (Ver Tabla 3).

Figura 15. Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida de veneno de adultos

y neonatos de las poblaciones de B. asper y B. cf. asper del suroccidente de
Colombia y B. asper de la Costa Pacifica de Costa Rica.

MW BaTl BaT2 Bal3 BalT4 BaP5 BaP6 BaP7 BaP8 PCR13 BaTl0 BaP9 BaN1l BaN12 PCR15
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Margen superior del gel: veneno de adultos de B. asper de El Tambo, Cauca (BaT1-4);
adultos de B. cf. asper del Valle del Patia (BaP5-8); pool de veneno de adultos de B. asper
de la Costa Pacifica de Costa Rica (PCR13); neonato de B. asper de El Tambo (BaT10);
juvenil de B. cf. asper del Valle del Patia (BaP9), neonatos de B. asper de Barbacoas,
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Narifio (BaN11-12); pool de veneno de neonatos de B. asper de la Costa Pacifica de Costa
Rica (PCR15). Numeracion al interior de la imagen: bandas proteicas. Margen izquierdo:
marcador de masa molecular Page Ruler SM0671 (MW) en kDa. Las proteinas fueron
separadas en gel en gradiente (10-15%) bajo condiciones de reduccién y tefiidos con azul de
coomassie.

Proteinas de 10 a 15.7 kDa y 36.7 kDa se presentan en la mayoria de ejemplares
adultos y neonatos de todas las poblaciones, aunque aquellas que estan por debajo
de los 25 kDa estan ausentes tanto en adultos como en neonatos del CCR. La
proteina correspondiente a la banda 5 (48.4 kDa) se presenta en individuos adultos
del suroccidente de Colombia, de la PCR y en el juvenil de Ba-P, pero est4 ausente
en los neonatos de todas las poblaciones y los adultos del CCR.

Igualmente hay bandas que se presentan solamente en el 6.25% de los individuos,
las cuales contribuyen a la diferenciacion ontogénica del veneno. Asi, la banda 23
(54.3 kDa) se encuentra solamente en los neonatos de la PCR, mientras que la 30
(17.7 kDa) es propia de los adultos de esta misma poblacion; algunas bandas entre
42.2 y 209.4 kDa son propias de los neonatos del CCR, mientras que la banda 40
(136.2 kDa) es caracteristica de adultos de esta poblacion. La banda 45 (52 kDa) es
propia de los neonatos de Ba-T, y la 46 (26.5 kDa) y 48 (13.4 kDa) solo se presentan
en el juvenil de la poblacion de Ba-P. Todas las deméas bandas proteicas se
presentan entre el 12 y 44 % de los individuos, y permiten explicar el grado de
similitud entre las poblaciones.
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Figura 16. Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida de veneno de adultos y neonatos de las
poblaciones de B. asper y B. cf. asper del suroccidente de Colombia, B. asper de la Costa Pacifica y del Caribe de

Costa Rica.
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Margen superior del gel: A. veneno de adultos de B. asper de El Tambo, Cauca (BaT1-4); adultos de B. cf. asper del Valle del
Patia (BaP5-8); pool de veneno de adultos de B. asper de la Costa Pacifica de Costa Rica (PCR13); neonato de B. asper de
El Tambo (BaT10); juvenil de B. cf. asper del Valle del Patia (BaP9), neonatos de B. asper de Barbacoas, Narifio (BaN11-12);
pool de veneno de neonatos de B. asper de la Costa Pacifica de Costa Rica (PCR15). B. Pool de veneno de adultos del
Caribe de Costa Rica (CCR14) y pool de neonatos (CCR16). Numeracion al interior de la imagen: bandas proteicas. Margen
izquierdo marcador de masa molecular Page Ruler SM0671 (MW) en kDa. Las proteinas fueron separadas en un gel al 12%

bajo condiciones de reduccién y tefiidos con azul de coomassie.

60



NO

Tabla 3. Comparacion de bandas proteicas presentes y ausentes entre los
ejemplares de B. asper y B. cf. asper, teniendo en cuenta la poblacién de
procedencia y su estado de crecimiento. Las bandas obtenidas de los perfiles
electroforéticos, fueron detectadas y analizadas en el programa Image Quant TL
version 2005.

Banda
Masa Posible
molecular accion
(kDa) farmacolégica
116,8+ 5,1 SVMP
88,2+6,9 SVMP
62,5+ 3,0 SVMP
529+1,.1 SVMP
48,4+ 2,0 SVMP
40,0+ 0,9 SVMP
37,6 +0,2 SVMP
36,7+0,5 Ser
35,7+0,1 Ser
34,8+0,1 Ser
33,6 +0,2 Ser
31,5+0,3 Ser
28,9+0,6 Ser
27,1+0,3 Ser
23,1+18 Ser
15,7+0,5 PLA
12,1+0,4 PLA
11,0+ 0,3 PLA
9,9+0,3 PLA
34,1+0,1 Ser
32,6+0,3 Ser
30,4+0,7 Ser
54,3+0,0 SVMP
52,1+1,0 SVMP
64,0+ 1,7 SVMP
576+1,1 SVMP
448+25 SVMP
34,9 * Ser
12,3+ 0,7 PLA
17,7 * PLA
209,4 * SVMP
167,5* SVMP

=

+ + + +

+ +

+ + + +

+ +

+ + + + + + + +

+ +
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+ + + + + + + + + + + + + +

+ +

10

+ 4+ 4+ + + + + + 4+ 4+ + + + + O
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Costa Rica
Ba-P Ba-N PCR CCR
7 8 I 11 12 13 15 14 16
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- + + - - - - - -
+ -+ - - -+ - -
+ + + - - -+ - -
+ + + - - + - - -
+ + + - - + o+ - +
+ + - - - - - - -
+ + + + + + + - 4+
+ + + - - + - - -
+ + + + - - - - -
+ + + + + - -+ o+
+ + - - - + + 4+ o+
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+ + + - - + o+ - -
- - - - - + - - -
+ + + + - + - + 4+
- -+ - -+ o+ - -
+ + + - - -+ - -
+ + + + + + + - -
- - - - - + + - -
- -+ - - + + 4+ o+
- - - - - - - + +
- - - - - - + - -
- - - - - - - + +
- - - + + - - - -
- -+ + o+ - - - -
- - -+ 4+ - + - -
- - - - - + + - -
- - -+ 4+ - + - -
- - - - - + - - -
- - - - - - - - +
- - - - - - - - +
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Proteina Banda N° Suroccidente de Colombia Costa Rica

N° Masa Posible Ba-T Ba-P Ba-N PCR CCR
molecular accion

(kDa) farmacolégica 1 2 3 4 10 5 6 7 8 I 11 12 13 15 14 16
33 48,5* 0,2 SVMP e
34 42,2* SVMP - - ... oo oo e e+
35 359+0,1 SVMP T - - -+ o+
36 35,0* Ser T - - - -+
37 457 * SVMP S . ..o o Lo oo
38 539+19 SVMP T T U
39 319+1.2 Ser e
40 136,2 * SVMP e
41 76,5+7,0 SVMP T -+ -+ o+
42 576+26 SVMP T -+ -+ o+
43 21,4+0,9 Ser - -+ - -+ o+ o+ o+ - - - - - - -
44 351+0,1 Ser L s T
45 52,0* SVMP - - - -+ - ..o oo
46 26,5 * Ser T
47 9,0+0,1 Des + + + + 4+ - 4+ + + + + - - - - -
48 13,4* PLA - - - ... oo+ - e e e

La masa molecular + SD de las bandas no Unicas resulté del promedio de la masa molecular
de la banda para cada individuo. * La masa molecular no expresa el promedio + SD, ya que
corresponden a bandas Unicas (encontradas en solo uno del total de los individuos). Para
definir su posible accion farmacoldgica se comparé las masas moleculares de las bandas
del estudio con las de las familias proteicas presentadas por Alape et al. (2008). (SVMP:
metaloproteinasas, Ser: Serina proteinasas, PLA: fosfolipasas, Des: desintegrinas).
Ba-T (1, 2, 3, 4, 10): B. asper de El Tambo Cauca, Ba-P (5, 6, 7, 8, 9): B. cf. asper del Valle
del Patia, Ba-N (11,12): B. asper de Narifio, PCR (13, 15): B. asper de la Costa Pacifica de
Costa Rica, CCR (14, 16): B. asper del Caribe de Costa Rica. Color verde: adultos;
neonatos; Color azul: juvenil.

6.1.2.1.1. Variacién ontogénica. Al comparar el veneno de ejemplares adultos con
neonatos (Tabla 3), se encuentran con mayor frecuencia proteinas de baja masa
molecular (9 a 12 kDa) en los adultos, mientras que proteinas entre 60 y 30 kDa son
mas frecuentes en neonatos.

Adicionalmente, se muestra pérdida de proteinas de media y alta masa molecular y/o
disminucion de la concentracién de las mismas, durante el proceso de crecimiento.
Asi, proteinas entre 44 y 67 kDa que comprenden el 10.7 % del total de las proteinas
en los neonatos, son sustituidas por un menor nimero de proteinas de masa
molecular entre 52 y 116.8 kDa en el estado adulto.

La proteina que corresponde a la banda 13 presenta una alta concentracién en los

neonatos (44.10 a 53.97%); sin embargo en los adultos esta proteina presenta baja
concentracion (0.55 a 14.98%); por el contrario la banda 14 presente en adultos se
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encuentra mas concentrada (22.43 a 38.77%) principalmente en las poblaciones del
suroccidente Colombiano. Por su parte proteinas de 36.7 kDa (Banda 8, Figura 16)
se conservan en ambos estados de crecimiento, aunque con mayor concentracion en
los neonatos. Ademas, hacia el estado adulto se incrementa la concentracion y
frecuencia de proteinas de masa molecular baja (9 - 11 kDa) duplicAndose en
concentracion con respecto a los neonatos.

6.1.2.1.2 Variacion intrapoblacional. Se observa variacion individual y ontogénica,
relacionada también con la presencia y ausencia de algunas proteinas (Figuras 15y
16, Tabla 3), y con diferencias en la concentracion proteica. Ba-T, presenta mayor
variacion intrapoblacional, puesto que los ejemplares que la conforman comparten
cerca del 77% de sus componentes. La variacibn ontogénica es evidente,
manifestando que el neonato comparte alrededor del 35% de las bandas con los
ejemplares adultos.

La variacion intrapoblacional de Ba-P es menor, ya que los ejemplares adultos
comparten cerca del 89.4% de sus proteinas de masa molecular media. Por otra
parte, la variacion ontogénica no es marcada porque el ejemplar 9 es un juvenil, y por
lo tanto se observd mayor porcentaje de proteinas compartidas entre los dos estados
de crecimiento. El juvenil se caracterizd por presentar principalmente proteinas de
masa molecular media (28.9 y 36.7 kDa) altamente concentradas y por la presencia
de proteinas como la 46 (26.5 kDa), 26 (57.6 kDa) y 48 (13.4 kDa) las cuales no se
observan en adultos.

En cuanto a los neonatos provenientes de la poblacion de Barbacoas, Narifio,
aunque comparten aproximadamente cerca del 64% de sus proteinas; la presencia
de las bandas 1, 10, 16, 38 y 47 en el individuo 11 (Figura 15 y 16), les confieren
diferencias intrapoblacionales.

6.1.2.1.3 Variacion interpoblacional. A nivel interpoblacional (Figuras 15 y 16, Tabla
3), los ejemplares adultos de la poblacion de B. asper de ElI Tambo, Cauca
comparten cerca del 66.6% de sus bandas proteicas con la poblacion de B. cf. asper
del Valle Patia. Comparten proteinas que oscilan entre 40 y 117 kDa, las proteinas
de masa molecular media son mas concentradas en Ba-P que en Ba-T, mientras que
proteinas de masa molecular baja (15 a 10 kDa) son mas concentradas en Ba-T. Ba-
T se diferencia por no presentar proteinas como la 7, la 12 y la 44, las cuales son
caracteristicas de los adultos y del juvenil de Ba-P.

Al comparar Ba-T con la poblacién de PCR, a pesar de que algunas proteinas se
comparten (38.4%), es evidente la diferencia con respecto a la concentracion de las
mismas. Proteinas de masa molecular entre 55 y 40 kDa estadn mas concentradas en
Ba-T que en PCR, mientras que proteinas de masa molecular entre 27.1 y 9.9 kDa
son mas concentradas en PCR. Al contrastarla con la poblacion de adultos de CCR,
comparten el 22.5 % de las bandas, las diferencias son marcadas y aunque algunos
de los individuos comparten proteinas de 15.7 kDa y de 30.4 a 32.6 kDa, otras
bandas proteicas de 209.4 kDa, 48.5 kDa, 35.9 kDa, 57.6 kDa y 76.5 kDa, son Unicas
de la poblacion CCR.
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Entre la poblacién Ba-P y la poblacion de PCR se comparte el 32% de las bandas
proteicas, se observan proteinas comunes entre 9.9 kDa y 48.4 kDa, y se muestra
una mayor frecuencia de proteinas de masa molecular media en Ba-P, pero de
menor concentracion que las de Costa Rica. Proteinas de masa molecular baja estan
mas concentradas en la poblacion de PCR que en Ba-P. Al contrastarla con la
poblacion del Caribe, comparten el 10.7% de sus proteinas; Ba-P se caracteriza por
presentar mayor frecuencia de proteinas de masa molecular media, mientras que
CCR presenta un mayor numero de proteinas de masa molecular alta y media.
Particularmente las bandas 7 y 44 estan presentes en todos los adultos y el juvenil
de Ba-P, pero no se encuentran ni en la poblaciéon de Ba-T, ni Ba-N.

Las poblaciones de adultos de la Costa Pacifica y del Caribe de Costa Rica
comparten el 22.7% de sus bandas proteicas, |0 que representa una marcada
diferencia entre sus perfiles proteicos.

Se observa similaridad entre los neonatos de Ba-N y el neonato de Ba-T en proteinas
de masa molecular entre 28.9 y 44.8 kDa; con los neonatos de la Costa Pacifica de
Costa Rica, Ba-N comparte proteinas principalmente de masa molecular media y
baja; y al compararla con los neonatos del Caribe de Costa Rica, estos ultimos
presentan proteinas de mayor masa molecular y mas concentracion de proteinas de
masa molecular media; sin embargo, los neonatos de Narifio presentan proteinas de
masa molecular baja en mayor concentracidon que los neonatos del Caribe. Con
respecto al juvenil aunque se comparten bandas proteicas entre 28.9 y 36.7 kDa, su
concentracion varia; al ser un ejemplar juvenil presenta una gran cantidad de
proteinas similares a las de los adultos y proteinas de masa molecular media que lo
diferencian completamente de los neonatos de Narifio.

El andlisis de similitud (Figura 17) con base en la matriz de datos cualitativos
construida a partir de presencias y ausencia de bandas (Anexo E), confirma todos los
tipos de variacion descritos anteriormente.

La variaciéon interpoblacional fue mayor, ya que la separacién de cada una de las
poblaciones se presenta entre un rango de 0.14 y 0.55 (coeficiente de Jaccard),
mientras que la separacion a nivel intrapoblacional se presenta a distancias entre 0.4
y 1, donde 1 es el valor maximo de similitud. Se observa la formacion de dos grandes
grupos a una distancia de 0.15, lo que denota la alta diferencia entre las poblaciones
de B. asper del Caribe de Costa Rica (ll) y las poblaciones de B. asper del Pacifico,
tanto del suroccidente de Colombia como de Costa Rica y B. cf. asper del Valle del
Patia (I). Asimismo, el grupo | se subdivide y separa a los neonatos del Cauca y
Narifio (b) de los ejemplares adultos del Cauca, Patia y de la Costa Pacifica de Costa
Rica (a).

A su vez el subgrupo a esta conformado por el c y d, el primero agrupa a todos los
individuos adultos del suroccidente de Colombia, del cual (a la derecha de la linea de
referencia) se forman dos subgrupos definidos (e y f); el subgrupo e formado por los
adultos de Ba-T con una mayor variacion intrapoblacional (promedio de similaridad
0.84); el subgrupo f formado por los adultos de Ba-P, los cuales manifiestan menor
variacion que los adultos de la poblacion anterior, puesto que se agrupan a
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distancias cercanas a uno y a pesar de que el ejemplar juvenil (9) también esta
agrupado en este subgrupo, muestra menor similitud con los ejemplares adultos de
su poblacién (promedio de similaridad 0.64). El subgrupo d esta conformado por los
ejemplares adultos y neonatos de la Costa Pacifica de Costa Rica, los cuales se
separan entre si a una distancia aproximada de 0.39. Finalmente el subgrupo b
conformado por individuos neonatos de Ba-T y Ba-N, también muestra variacion
entre los neonatos de las respectivas poblaciones.

Figura 17. Fenograma de similitud, construido en el programa NTSYS pc. 2.1, a partir
de datos binarios extraidos de los perfiles electroforéticos.

r=0.96 BaTl
—__ o

BaT3
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BaP5
BaP8
|BaP6
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BaP9

£| PCR13
PCR15

BaT10
b

0.10 0.33 0.55 0.78 1.00
Coefficient Jaccard

Numeracién al margen derecho del fenograma: muestras de veneno de los ejemplares.
Adultos (BaT1-4) y neonato (BaT10) de B. asper de El Tambo, Cauca; adultos (BaP5-8) y
juvenil (BaP9) de B. cf. asper del Valle del Patia, Cauca; neonatos de B. asper de
Barbacoas, Narifio ( ); pool de veneno de adultos (PCR13) y pool de veneno de
neonatos (PCR15) de B. asper de de la Costa Pacifica de Costa Rica; pool de veneno de
adultos (CCR14) y pool de neonatos (CCR16) del Caribe de Costa Rica. Los numeros
romanos (I y Il) y las letras (a-f) al interior del fenograma muestran los grupos y subgrupos
formados. El valor r, corresponde al coeficiente de correlacion cofenética y expresa el grado
de distorsién entre la matriz original y la matriz cofenética obtenida a partir de los valores del
fenograma. El Coeficiente de Jaccard en una escala de 0.10 a 1, donde los valores mas
cercanos a 1, tienden a expresar el grado de similitud maxima.

6.1.3 Comparacion de perfiles cromatograficos
6.1.3.1 Variacion Interpoblacional. Se obtuvieron cromatogramas RP-HPLC de cuatro

venenos, el de la poblacion de la Costa Pacifica de Costa Rica fue empleado como
patron de comparacion (Figura 18) y tres correspondientes a las poblaciones del
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suroccidente Colombiano: las poblaciones de adultos de B. asper de ElI Tambo,
Cauca (Figura 19) y de B. cf. asper del Valle del Patia, Cauca (Figura 20) y la
poblacion de neonatos de B. asper de Barbacoas, Narifio (Figura 22).

Figura 18. Perfil cromatografico de proteinas por HPLC, fase reversa. Pool de
venenos de especimenes adultos de B. asper de la Costa Pacifica de Costa Rica.

Ham. |

G00

500 —

200

100 -

il I T I
(u} 20 40 60 =) 00 120 140 160 min

Un miligramo de proteinas de veneno total fueron aplicados a una columna RP10 C18, bajo
las siguientes condiciones de cromatograficas: (5% B) por 10 min, 5-10% B por 20 minutos,
10-20% B por 45 min, 20- 45% B por 80 min, 45-70% B por 20 minutos y 70% B por 10 min.

De acuerdo con estudios previos de protedOmica para la especie en Costa Rica (Alape
et al. 2008) y teniendo en cuenta los tiempos de retencidén y el porcentaje de B, es
posible identificar aproximadamente la familia proteica a la que pertenece cada
fragmento, con el fin de realizar una analogia frente a los perfiles obtenidos y facilitar
la descripcion para las poblaciones del suroccidente de Colombia. Asi, para la
poblacion de B. asper de PCR (Figura 19 A), se observan 38 picos, distribuidos en
seis grupos de toxinas, 3 familias proteicas mayores (Metaloproteinasas (SVMPs por
sus siglas en inglés), fosfolipasas A, (PLA,) y serina proteinasas) y 3 menores
(desintegrinas, fragmentos de metaloproteinasas tipo P-lll  ricos en
desintegrina/cisteina (fragmentos DC), proteinas secretoras ricas en Cisteina
(CRISP)). Alape et al. (2008) describen 4 familias proteicas mayores y 4 menores; no
obstante dada la menor resolucion de nuestros cromatogramas, una familia mayor L-
amino acido oxidasa (LAO) y una menor lectinas tipo-C, fueron dificiles de identificar.

En el perfil cromatografico de la poblacion B. asper de PCR (Figura 18), 1-3, 5y 7
son picos cuyo material peptidico no ha sido identificado (n.p), el pico 4 posiblemente
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corresponde a desintegrinas, los picos 8-10, 12-13 no se observan en el
cromatograma propuesto por Alape et al. (2008), el pico 11 -corresponde
probablemente a fragmentos DC, 14-16 a fosfolipasas, el pico 17 corresponderia a
CRISP, 18 a 22 pueden ser serina proteinasas, y del 23 al 38 metaloproteinasas.
Particularmente las fosfolipasas (14-15) representan una alta concentracion, mientras
gue las desintegrinas y el fragmento DC son los componentes con menor
concentracion. La concentracion entre las metaloproteinasas es variable y el pico 34
es el que mayor representacion muestra dentro de esta familia proteica.

Con respecto a la abundancia de picos dentro de las familias proteicas, las
metaloproteinasas representan alrededor del 42% y por el contrario las desintegrinas,
CRISP y fragmentos DC representan el 2.6% aproximadamente.

El perfil cromatografico de la poblaciéon Ba-T (Figura 19), a diferencia del anterior
solamente presentd 22 picos, los cuales corresponden a seis grupos de toxinas,
distribuidos en tres familias proteicas mayores (SVMPs, PLA,, serina proteinasas) y
tres menores (desintegrinas, fragmentos DC y CRISP). Los picos 1 — 5y 7 son
material peptidico no identificado, el pico 6 posiblemente son desintegrinas, los picos
8 y 9 no presentan correspondencia con los del cromatograma de Costa Rica, el pico
10 corresponderia a fragmentos DC, 11 y 12 a fosfolipasas, el 13 pueden ser CRISP,
los picos 14-16 serina proteinasas y finalmente desde el pico 17 al 22
metaloproteinasas.

Figura 19. Perfil cromatografico de proteinas por HPLC, fase reversa. Pool de
venenos de especimenes adultos de B. asper de El Tambo, Cauca.
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Un miligramo de proteinas de veneno total fueron aplicados a una columna RP10 C18, bajo
las siguientes condiciones de cromatograficas: (5% B) por 10 min, 5-10% B por 20 minutos,
10-20% B por 45 min, 20- 45% B por 80 min, 45-70% B por 20 minutos y 70% B por 10 min.
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En Ba-T es importante resaltar la elevada concentracion de algunas
metaloproteinasas, y por el contrario la baja concentracion de fosfolipasas frente a la
poblacion de la Costa Pacifica de Costa Rica. En relacion a la abundancia de picos
por familia, las metaloproteinasas también representan el mayor porcentaje con 27.
27%, mientras que las desintegrinas, fragmentos DC y las CRISP representan el
4.54%.

La poblacién Ba-P (Figura 20), presenta 24 picos, distribuidos en cinco grupos de
toxinas, dos familias proteicas principales (SVMPs, serina proteinasas) y tres familias
proteicas menores (desintegrinas, fragmentos DC y CRISP). Los picos 1-4 y 6
corresponderian a material peptidico no identificado, el pico 5 probablemente a
desintegrinas, 7-8, 10-11, no tienen correspondencia en el perfil de Costa Rica, el
pico 9 posiblemente corresponde a fragmentos DC, el pico 12 a CRISP, 13-16 a
serina proteinasas y del 17 al 24 a metaloproteinasas. En esta poblacion se observo
ausencia de picos de fosfolipasas. Al igual que en la anterior poblacién la
concentracion de los picos que posiblemente corresponden a metaloproteinasas es
elevada respecto a las demdas proteinas y representan el mayor porcentaje en
abundancia (33.3%).

Figura 20. Perfil cromatografico de proteinas por HPLC, fase reversa. Pool de
venenos de especimenes adultos de B. cf. asper del Valle del Patia.
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Un miligramo de proteinas de veneno total fueron aplicados a una columna RP10 C18, bajo
las siguientes condiciones de cromatograficas: (5% B) por 10 min, 5-10% B por 20 minutos,
10-20% B por 45 min, 20- 45% B por 80 min, 45-70% B por 20 minutos y 70% B por 10 min.
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Al realizar la comparacion de los anteriores cromatogramas (Figura 21 A, By C) con
base en presencias y ausencias de picos, las tres poblaciones mostraron una
similaridad del 28.57% aproximadamente, entre los 0 y los 60 minutos de tiempo de
retencion (presencia y ausencia de picos durante los primeros 60 minutos), aunque la
concentracion de algunos componentes no identificados presenté variacion entre los
25 y 35 minutos y fue mas alta en la poblacion de Costa Rica que en Ba-T y Ba-P,
por ejemplo el pico 3 de la poblacién de Costa Rica (500 nm) comparado con los
picos 5 de Ba-T y 3 de Ba-P, los cuales se leyeron a 350 nm y 250 nm,
respectivamente.

Figura 21. Comparacion de cromatogramas obtenidos por RP-HPLC, fase reversa de
un pool de venenos de especimenes adultos de B. cf. asper y B. asper del
suroccidente de Colombia y de la Costa Pacifica de Costa Rica.

mj:_Jh

A. Verde: B. asper de la Costa Pacifica de Costa Rica y azul: B. asper de El Tambo, Cauca.
B. Verde: B. asper de la Costa Pacifica de Costa Rica y azul: B. cf. asper del Valle del Patia,
Cauca. C. Azul: B. asper de El Tambo, Cauca y verde: B. cf. asper del Valle del Patia,
Cauca.
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Todas las poblaciones presentan el pico que posiblemente corresponderian a los
fragmentos DC (70 minutos); sin embargo entre los 65 y 75 minutos Ba-T se
caracteriza por presentar un pico adicional que no se observa en la poblacién de Ba-
P. Por su parte Ba- P también presenta dos picos entre los 80 y 100 minutos
ausentes en las otras poblaciones.

Entre los 100 y 120 minutos tanto la poblacién de Ba-T, como la del Pacifico de
Costa Rica presentan fosfolipasas en distinta concentracion, mientras que en la
poblacion Ba-P estos picos no se presentan. Todas las poblaciones presentan el pico
de las CRISP (130 minutos aproximadamente) no obstante la mayor concentracion
de esta familia proteica la presenta B. asper de Costa Rica. En cuanto a los picos de
las serina proteinasas (entre los 135 y 145 minutos), se observa una mayor
concentracion en la poblacion de Ba-T, seguida de Ba-P y finalmente la de Costa
Rica. Entre los 145 y los 165 minutos se observan diferencias conspicuas entre los
venenos, por ejemplo, algunas metaloproteinasas (picos 22 en Ba-T y 23-24 en Ba-
P) se encuentran en mayor concentracion en las poblaciones del suroccidente de
Colombia, mientras que la poblacion de PCR se caracteriza por presentar mayor
abundancia de picos que corresponden a esta familia proteica (42%), pero en menor
concentracion.

La poblacion Ba-N, representada por ejemplares neonatos (Figura 22), muestra 47
picos los cuales se distribuyen en seis familias proteicas, los picos 1-4 y 6
corresponden a material peptidico no identificado, el pico 5 probablemente sean
desintegrinas, los picos 7-10 y 12 no tienen correspondencia con picos del perfil de
Costa Rica, el pico 11 posiblemente corresponderia a fragmentos DC, los picos 13-
15 a fosfolipasas, los picos 16 y 17 a CRISP, desde el pico 18 a 27 a serina
proteinasas y desde el 28 al 47 a metaloproteinasas. La abundancia de
metaloproteinasas es alta, representando cerca del 42.55%.

Como es evidente, se observaron picos que no presentan correspondencia con los
perfiles cromatograficos de Alape et al. (2008), esto puede ser debido a que el
tiempo de retencion total en nuestro estudio fue mayor (185 min), y por tanto al
ampliar la escala de tiempo, algunos picos no descritos anteriormente para la
poblacion de PCR por Alape et al. (2008), son visibles bajo estas condiciones
cromatogréaficas. Sin embargo, algunos de esos picos, cuya concentracion es
relativamente alta, pueden ser proteinas que expliquen la diferenciacion a nivel
interpoblacional.
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Figura 22. Perfil cromatogréafico de proteinas por HPLC, fase reversa de un pool de
venenos de especimenes neonatos de B. asper de la Reserva Natural de las Aves el
Pangéan, Barbacoas, Narifio.
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Un miligramo de proteinas de veneno total fueron aplicados a una columna RP10 C18, bajo
las siguientes condiciones de cromatograficas: (5% B) por 10 min, 5-10% B por 20 minutos,
10-20% B por 45 min, 20- 45% B por 80 min, 45-70% B por 20 minutos y 70% B por 10 min.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos a partir de los perfiles electroforéticos,
donde se observo similaridad de los neonatos de Ba-N con el neonato de Ba-T, se
comparo el perfil cromatografico de los primeros con el de las poblaciones de adultos
de Ba-T (Figura 23 A), con el fin de analizar los posibles cambios ontogénicos. Se
observa un similitud (62.5 % aproximadamente) en la composicion proteica entre los
10 y 40 minutos, aunque la concentracion de algunos picos (proteina(s)) varia, el
pico de las desintegrinas por ejemplo presenta una concentracion baja respecto a las
poblaciones de adultos; entre los 40 y 80 minutos, los neonatos presentan mayor
concentracion proteica de fragmentos DC y otros picos que corresponden a material
peptidico no identificado o que no muestran correspondencia con el perfil de Costa
Rica.

La concentracion y abundancia de fosfolipasas es menor que la presentada por los
adultos de Ba-T, la concentracion de CRISP es similar en las dos poblaciones, la
abundancia y concentracién de serina proteinasas es mayor en los neonatos, y
aunque la abundancia de SVMPs es mayor en los neonatos, esta familia proteica
presenta picos con mayor concentracion en los adultos.
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Figura 23. Comparacion de cromatogramas obtenidos por separacién de proteinas
por HPLC, fase reversa de un pool de venenos de especimenes neonatos de
Barbacoas, Narifio versus adultos de B. asper de El Tambo, Cauca y de la Costa
Pacifica de Costa Rica.

. . I 7 7 I p I
[:} 20 40 &0 20 100 120 140 180 min

A. Verde: B. asper neonatos de Barbacoas Narifio y azul: B. asper adultos de ElI Tambo,
Cauca. B. Verde: B. asper adultos de la Costa Pacifica de Costa Rica y azul: B. asper
neonatos de Barbacoas, Narifio.

Con base en lo anterior, se observa disminucién de posibles metaloproteinasas, y
disminucion en la concentracién de lo que podrian ser serina proteinasas, durante el
cambio de estado neonato a adulto; mientras en este Ultimo se observa ganancia en
concentracion de algunas SVMPs e incremento en abundancia y concentracion de
fosfolipasas.

Por otra parte aunque no es pertinente la comparacién entre el veneno de los
neonatos de Ba-N y el de los adultos de la Costa Pacifica de Costa Rica, cabe
destacar que la concentracion y abundancia de las familias proteicas que los
componen es similar; no obstante se observa una marcada diferencia en la
concentracion de las fosfolipasas, la cual es mayor en los adultos de la PCR que en
los neonatos de Ba-N (Figura 23 B).
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6.1.4 Proteinas reconocidas por antiveneno. Como controles negativos del analisis
de inmunoelectrotransferencia (Figura 24) se usaron suero normal equino (SNE) y
suero anticoral, este Ultimo al basarse en la inmunizacién de equinos con veneno de
coral se convierte en un buen control, pues la composicion proteica de este veneno
es diferente al de las serpientes de la familia Viperidae.

Figura 24. Controles de Inmunoelectrotransferencia. Pool de veneno de adultos de B.

asper de la Costa Pacifica de Costa Rica (PCR) y B. asper de ElI Tambo, Cauca
(CIBUC-Se-000 020) (BaT4).
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A. Control con suero normal equino (SNE). B. Control con suero anticoral, producido por el
Instituto Clodomiro Picado (Costa Rica). Marcadores de masa molecular en kDa, sobre las
margenes izquierda y derecha (MW). Las proteinas fueron separadas en gel de
poliacrilamida (12 %) bajo condiciones de reduccion.

Es de esperar que los dos controles no muestren reconocimiento hacia los venenos;
sin embargo se observo que el SNE reconocio en cierto grado los venenos de Ba-T y
de PCR; esta es una situacion que se ha presentado anteriormente en estudios
realizados en el Instituto Clodomiro Picado. Por el contrario, el suero anticoral, fue un
mejor control, ya que mostro reconocimiento minimo del veneno de Ba-T.

Los perfiles de inmunoreactividad (Figura 25 y 26) de los dos antivenenos a evaluar
(monoespecifico anti-B. asper Pacifico y monoespecifico anti-B. asper Caribe) contra
los venenos de adultos (13) y neonatos (15) de las poblaciones de la Costa Pacifica
de Costa Rica, muestran un alto grado de reconocimiento de proteinas, ya que la
mayoria de las bandas fueron inmunotefidas. Por lo tanto este veneno se convirtio
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en el control positivo para realizar las comparaciones apropiadas con los venenos del
suroccidente de Colombia.

Figura 25. Andlisis de Inmunoelectrotransferencia de veneno de B. asper y B. cf.
asper del suroccidente de Colombia y B. asper de la Costa Pacifica de Costa Rica,
que muestra la inmunoreactividad del antiveneno monoespecifico anti-B. asper
Pacifico (Costa Rica).
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Cada carril contiene 20 ug de veneno. Adultos de Ba-T (1-4), adultos de Ba-P (5-8), pool de
veneno de adultos de B. asper de la Costa Pacifica de Costa Rica (13), neonato de Ba-T
(20), juvenil de Ba-P (9), neonatos de Ba-N (11 y 12) y pool de veneno de neonatos de B.
asper de la Costa Pacifica de Costa Rica (14). Marcador de masa molecular Page Ruler
SMO0671 en kDa, al margen izquierdo (MW). Las proteinas fueron separadas en gel de
poliacrilamida en gradiente (10-15%) bajo condiciones de reduccidn.

El revelado con suero monoespecifico anti-B. asper Pacifico, refleja reconocimiento
de bandas entre 70 y 40 kDa en los adultos, la proteina que corresponde a la banda
4 de 52.9 kDa (Figura 16) sobresale entre ellas; mientras en la poblacién del Valle
del Patia fue poco reconocida. También se observa leve reconocimiento de proteinas
de masa molecular media (27.1 a 31.5 kDa) y reconocimiento parcial de proteinas de
masa molecular baja (9.9 kDa).

Proteinas de alta masa molecular como la 1 y la 2 (Figura 16), y la gran mayoria de
las proteinas con pesos moleculares entre 30 y 40 kDa no fueron reconocidas por
este suero. En los neonatos la inmunoreactividad fue alta principalmente de
proteinas entre 57 y 64 kDa, también se reconocieron en menor proporcion proteinas
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entre 28.9 y 33.6 kDa, mientras que proteinas de baja masa molecular fueron
escasamente reconocidas por el suero.

El suero monoespecifico anti- B. asper Caribe (Figura 26) reconocié fuertemente la
banda 5 (48.4 kDa) del veneno de todas las poblaciones y en menor grado proteinas
con masa molecular entre 40 y 35 kDa. A diferencia del suero monoespecifico anti-
B.asper Pacifico, este suero reconocié la banda 8 (36.7 kDa). También se observa
un leve reconocimiento de proteinas con masa molecular entre 27.1 y 31.5 kDa, pero
un mayor reconocimiento de proteinas entre 15 y 10 kDa. Este suero no reconocio
eficientemente las proteinas presentes en los neonatos (57.6 y 64 kDa).

Figura 26. Analisis de Inmunoelectrotransferencia de veneno de B. asper y B. cf.
asper del suroccidente de Colombia y B. asper de la Costa Pacifica de Costa Rica,
que muestra la inmunoreactividad del antiveneno monoespecifico anti-B. asper
Caribe (Costa Rica).
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Cada carril contiene 20 ug de veneno. Adultos de Ba-T (1-4), adultos de Ba-P (5-8), pool de
veneno de adultos de B. asper de la Costa Pacifica de Costa Rica (13), neonato de Ba-T
(10), juvenil de Ba-P (9), neonatos de Ba-N (11 y 12) y pool de veneno de neonatos de B.
asper de la Costa Pacifica de Costa Rica (14). Marcador de masa molecular Page Ruler
SMO0671 en kDa (MW), al margen izquierdo. Las proteinas fueron separadas en gel de
poliacrilamida en gradiente (10-15%) bajo condiciones de reduccion.

6.1.5 Cuantificacion de anticuerpos. Los sueros monoespecificos anti-B.asper tanto
del Caribe como del Pacifico reconocieron de forma similar los venenos de Ba-T y
Ba-P (Figura 27 A-C); sin embargo, los componentes proteicos tienden a ser mejor
reconocidos por el suero monoespecifico anti-B. asper Pacifico. Los venenos de los
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neonatos de Ba-N fueron mejor reconocidos por los sueros monoespecificos que los
adultos de Ba-T y Ba-P, y de igual forma tienden a ser mejor reconocidos por el
suero monoespecifico anti- B. asper Pacifico. Cabe resaltar que pese al
reconocimiento observado por parte de los sueros monoespecificos, el suero que
mejor reconocio los venenos de las tres poblaciones del suroccidente de Colombia,
fue el polivalente, resultado que se refleja en las altas lecturas de absorbancia para
este suero.

Figura 27. Curvas de evaluacion para anticuerpos especificos contra antigenos de B.
asper y B. cf. asper del suroccidente de Colombia.
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Los antivenenos fueron diluidos en factor 3 y testeados por ELISA contra veneno de A.
Adultos de B. asper de El Tambo, Cauca. B. Adultos de B. cf. asper de la Valle del Patia,
Cauca. C. Neonatos de B. asper de Barbacoas, Narifio. B Monoespecifico anti-B. asper
Caribe. ® Monoespecifico anti-B. asper Pacifico. A Polivalente. * Suero normal equino (SNE).
Cada punto representa la media + SD de tres repeticiones.

Tanto los sueros, como los venenos de cada poblacion y la interaccion entre las dos
variables comparadas presentaron diferencias significativas respecto a la
cuantificacion de anticuerpos (Fsye =1341, Fyen =1254, Fgueven =13.3 41; p < 0.005),
después de previa transformacién (Log10) y normalidad de los datos (0.825 > p >
0.05). Debido a la importancia de determinar cdmo se presentaban las diferencias
significativas con respecto al reconocimiento de los venenos por parte de los sueros,
la formacion de los grupos (prueba a posteriori tipo Tukey), basada en el grado de
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parecido entre sus medias, las cuales corresponden en orden ascendente a suero
monoespecifico anti-B.asper Caribe (0.11), suero monoespecifico anti-B.asper
Pacifico (0.38) y suero polivalente (0.44), muestran que el polivalente difiere del
suero del Caribe y en menor grado del suero del Pacifico.

El veneno de la poblacién de neonatos de Ba-N fue la mas reconocido tanto por los
sueros monoespecificos como por el polivalente; por su parte los venenos de Ba-T y
Ba-P fue reconocidos de forma similar entre si (Figura 28 A). El suero polivalente
mostré mejor reconocimiento de los venenos en general (Figura 28 B), seguido del
suero monoespecificos anti-B. asper Pacifico y finalmente el del Caribe.

Figura 28. Gréafico de medias. Muestra la variacion intragrupos e intergrupos con
base en las medias de absorbancia.

1,50= 1,50

1,00= 1,00+

0,50 0,50+

1,00 2,00 3,00 1,00 2,00 3,00

A. Variacién en el reconocimiento de los venenos de Ba-T (1.00), Ba-P (2,00) y Ba-N
independientemente del tipo de suero. B. Variacion del reconocimiento de los sueros
monoespecifico anti-B.asper Caribe (1.00), monoespecifico anti-B.asper Pacifico (2.00) y
Polivalente (3.00) independientemente de la procedencia de los venenos. p < 0,05, Programa
SPSS v 12.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Sobre el margen derecho de cada grafica, los
valores de absorbancia (abs). Las lineas hacia arriba y hacia abajo de las cajas muestran la
desviacion estandar; la linea horizontal en las cajas representa la media de las
absorbancias.

6.2 Actividad bioldgica y enzimatica

6.2.1 Dosis letal 50. Para la poblacion de B. asper de El Tambo, Cauca la DL50 fue
de 100.94 (83.18-122.83 IC 95%) pg/raton y para la de B. cf. asper del Valle del
Patia, Cauca fue de 50.07 (37.44 — 58.31 IC 95%) ug/raton. En el Anexo F se
muestra la distribucion log normal y los percentiles de la dosis, calculados por el
analisis de Probits (Método de Finney) del paquete estadistico BioStat 2009
Profesional 5.8.0. Las Figuras 29 Ay B muestran la gréficas construidas a partir de
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los niveles evaluados, donde el punto medio de la linea de regresion corresponde a
la DL50 de cada poblacion.

Figura 29. Representacion grafica de los datos obtenidos para la determinacién de la
Dosis Letal 50 de A. B. asper de El Tambo, Cauca. B. B. cf. asper del Valle del
Patia, Cauca. Linea azul: linea de regresion, linea verde: puntos experimentales.
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6.2.2 Actividad proteolitica. Tanto para la poblacion de B. asper de El Tambo, Cauca
y B. cf. asper de la Valle del Patia se observa que al incrementar la concentracion de
veneno de 5 a 500 pg la actividad proteolitica aumenta proporcionalmente, aunque
entre los 5y 10 pg dicho incremento no es marcado; mientras que de 500 a 2000 ug
se observa una tendencia a mantener una actividad proteolitica constante (Figura 30
A).

La actividad proteolitica del veneno de los neonatos de B. asper de Narifio (Figura 30
B) denota un comportamiento similar al observado en el caso anterior, ya que
aumenta de forma directamente proporcional a la cantidad de veneno evaluada (de 5
a 200 pg); no se observdo el comportamiento de la actividad a mayores
concentraciones de veneno dada la limitacion del mismo.

Se observa similitud al comparar graficamente la actividad proteolitica de Ba-P y Ba-
T; sin embargo al comparar estas poblaciones con Ba-N, se observa que la actividad
proteolitica a 5 pg es menor para Ba-N, diferencia que se hace mas notoria a una
concentracion de 10 ug, donde la actividad proteolitica del veneno de los adultos
triplica la de los neonatos.

Para términos de comparacion, se determind la unidad de actividad proteolitica,
definida como un cambio de 0.2 en la absorbancia por minuto (Gutiérrez et al. 2008).
Para la poblacion Ba-T fue de 0.221 + 0.1 U/mg, para Ba-P fue de 0.315 + 0.2 U/mg
y para Ba — N de 0.123 + 0.02 U/mg, lo cual muestra que la poblacién de Ba-P
presenta una actividad mayor que Ba-T; y los neonatos (Ba-N) presentan menor
actividad proteolitica que los adultos.
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Figura 30. Actividad proteolitica. A. Venenos de B. asper de El Tambo, Cauca (Ba-T)
y B. cf. asper del Valle Patia, Cauca (Ba-P). B. Venenos de B. asper de la Reserva
Natural de las Aves el Pangan, Barbacoas, Narifio (Ba-N).
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6.2.3 Actividad hemorragica. La dosis hemorragica se determin0 tanto para la
poblacion del Valle del Patia, como para la poblacion de EI Tambo, con el fin de
confirmar la presencia de metaloproteinasas, ya que en el cromatograma obtenido
por HPLC se observdG una alta concentracion y abundancia de picos
correspondientes a esta familia proteica.

La dosis hemorragica minima (DHM) para la poblacion Ba-P fue de 0.249 + 0.048 ug
y la DHM para la poblacién Ba-T fue de 1.45 + 0.22 ug. Las Figuras 31 y 32
muestran la curvas dosis — respuesta, donde se relaciona el diametro de la lesion
hemorragica con las concentraciones de veneno evaluadas, entre un rango de
0.0625 a 2 ug de veneno (factor 2) para la primer poblacion, y concentraciones entre
0.125 y 8 ug para la segunda poblacion. Se presentaron diferencias significativas
entre las dosis minimas hemorragicas de las dos poblaciones (0.0199 < p = 0.05).

Figura 31. Curvas dosis — respuesta. Determinacion de la Dosis Hemorragica Minima
(DHM) para la poblacion de B. cf. asper del Valle del Patia, Cauca. Cada una de las
curvas representa el nimero de ensayos.
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Figura 32. Curvas dosis — respuesta. Determinacion de la Dosis Hemorragica Minima
(DHM) para la poblacion de B. asper de ElI Tambo, Cauca. Cada una de las curvas
representa el nUmero de ensayos.
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6.2.4 Actividad coagulante. La actividad coagulante también se determin6 para las
dos poblaciones, puesto que confirma la presencia de serina proteinasas y
metaloproteinasas en el veneno. La dosis minima coagulante (DCM) para la
poblacion de B. asper de El Tambo Cauca fue de 0.378 + 0.05 pg y la de B. cf. asper
de Valle del Patia fue de 0.962 + 0.11 pg. No existen diferencias altamente
significativas entre las dosis minimas coagulantes para las poblaciones (0.08 > p =
0.05).

Las Figuras 33 y 34 muestran las curvas dosis — respuesta para cada una de las
poblaciones, las cuales relacionan las concentraciones de veneno evaluadas (0.25 a
8 1g) con el tiempo de coagulacion.
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Figura 33. Curvas dosis — respuesta. Determinacion de la Dosis Coagulante Minima
(DCM) para la poblacion de B. asper de ElI Tambo, Cauca Cada una de las curvas
representa el nUmero de ensayos.
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Figura 34. Curvas dosis — respuesta. Determinacion de la Dosis Coagulante Minima
(DCM) para la poblacién de B. cf. asper del Valle del Patia, Cauca. Cada una de las
curvas representa el numero de ensayos.
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7. DISCUSION

7.1 EL VENENO

Chippaux et al. (1991) relaciona proporcionalmente la talla con la cantidad de veneno
inoculado por la serpiente. En el presente estudio, la relacibn se observé
ontogénicamente, ya que la cantidad de veneno producida por los adultos fue mas
alta que la de los neonatos. Sin embargo, a pesar de que B. asper CIBUC-Se-000
020 y B. asper CIBUC-Se-000 102 fueron los ejemplares de mayores tamafios (1.42
m y 1.40 m respectivamente) y los que produjeron la mayor cantidad de veneno, la
relacion establecida por Chippaux et al. (1991) no se mantiene en todos los
ejemplares, pues algunos presentaron grandes tallas con baja produccion de veneno.

Respecto a la produccion del veneno, para B. asper de El Tambo se obtuvieron 0.85
+ 0.37 ml de veneno promedio en individuos adultos; estos resultados concuerdan
con lo reportado por Sasa et al. (2009), quien afirma que la produccion de veneno de
B. asper de Costa Rica es alta, con un promedio de 0.65 + 0.37 ml en ejemplares
adultos y subadultos. Por el contrario la produccion de veneno B. cf. asper del Valle
del Patia fue baja con un promedio de 0.17 + 0.098 ml también en individuos adultos.
Cabe resaltar que el tamafio de muestra utilizada para ese estudio fue muy limitado.

La variacion en la produccién de veneno por B. asper, puede ser un indicador de la
conocida dosificacion del veneno, en la cual las serpientes controlan el flujo de
veneno, por la accion de una glandula accesoria, considerada como un esfinter, que
hace parte del aparato venenoso de los vipéridos (Gans and Kochva 1965). Como
resultado los vipéridos inoculan mas o menos veneno, dependiendo de la situacion
de amenaza bajo la que se encuentren; incluso se ha reportado en diferentes
estudios que el 30% de los casos corresponden a mordeduras secas (Kochva 1987,
Young et al. 2002, Carrasquilla 2005).

Por otra parte, es necesario mencionar que las serpientes adultas al encontrarse en
cautiverio han adquirido un comportamiento diferente en relacion a la captura de las
presas, y por tanto, probablemente no emplearan la misma cantidad de veneno que
en estado silvestre. Incluso se ha observado que ejemplares de la especie al tener
asegurada la alimentacion en cautiverio, se limitan a matar la presa sin necesidad de
inocular veneno (S. Ayerbe comunicacion personal y observacion personal), puesto
gue la produccién del mismo implicaria un mayor costo energético.

Con respecto a la concentracion proteica, la poblacion de B. asper de ElI Tambo
Cauca (Ba-T) presenté un mayor promedio frente a la poblacién del Valle del Patia
(Ba-P), y pese a que el promedio de Ba-T se ajust6 al reportado para las poblaciones
tanto de la Costa Pacifica como del Caribe de Costa Rica, a nivel intrapoblacional la
concentracion proteica fue variable; por ejemplo, son notorias las diferencias en
cuantificacion proteica de los ejemplares CIBUC-Se-000 020 y CIBUC-Se-000 102
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(Tabla 2), posiblemente este hecho este relacionado con la variabilidad individual del
veneno reportada por Chippaux et al. (1991). Por el contrario los valores obtenidos
para B. cf. asper fueron mas homogéneos. Los resultados fueron comparados con
los reportados por el Instituto Clodomiro Picado, ya que la cuantificacién proteica
también fue realizada por el método de Biuret.

7.2 VARIACION INTRAESPECIFICA

Los perfiles electroforéticos y cromatograficos manifestaron diferencias en la
composicion y concentracion proteica del veneno de todas las poblaciones
comparadas. Este tipo de variacion ha sido bien documentada, y de acuerdo con
Chippaux et al. (1991) y Stanchi et al. (1999) puede presentarse a nivel intra e
interpoblacional.

Los adultos de las poblaciones del suroccidente de Colombia y de Costa Rica, se
caracterizaron por presentar bandas proteicas con una masa molecular aproximada
de 27.1 kDa y 9.9 kDa. Aunque con algunas diferencias en las condiciones de
separacion en gel; estas bandas pueden corresponder a las bandas conspicuas
reportadas para la Costa Pacifica y Caribe de Costa Rica (Assakura et al. 1992,
Alape et al. 2008). Assakura et al. (1992) muestran que los venenos de B. asper del
Caribe de Costa Rica presentan compuestos de 23.5 kDa, y tanto los venenos de B.
asper de la Costa Pacifica como del Caribe presentan compuestos con masas
moleculares de 12 kDa. Recientemente Alape et al. (2008), a partir de analisis del
proteoma de individuos adultos y neonatos de B. asper, describen que los adultos de
B. asper de la Costa Pacifica presentan una banda principal que corresponde a
proteina(s) con una masa molecular de aproximadamente 23 kDa, y una banda
menor que corresponde a proteina(s) de masa molecular de 17 kDa; en el caso de
los adultos del Caribe las bandas caracteristicas de la poblacion tienen una masa
molecular de 25 kDa.

En general los adultos presentaron con mayor frecuencia proteinas entre 11 y 48.4
kDa, mientras que los neonatos presentaron proteinas entre 30 y 60 kDa, lo que
refleja la tendencia hacia un incremento de proteinas de alta masa molecular en los
neonatos. Alape et al. (2009), también encontraron que los neonatos presentan una
mayor concentracion y frecuencia de proteinas de alta masa molecular (20 a 67
kDa), mientras que los adultos presentan proteinas entre 14 y 45 kDa. La misma
situacion es descrita por Saldarriaga et al. (2003), donde los venenos de
especimenes recién nacidos y juveniles presentan un mayor numero de bandas
electroforéticas de masa molecular mas alta, que el de los adultos. La presencia de
proteinas de alta masa molecular en neonatos, resulta en un incremento de la
complejidad del veneno, indicando que los requerimientos para inmovilizar las presas
pueden cambiar con la edad (Alape et al. 2008).

Los perfiles electroforéticos y los cromatogramas muestran correspondencia entre
ellos; asi los componentes de alta masa molecular y concentracion
(metaloproteinasas) en el SDS-PAGE, corresponden a los picos que eluyen al final
de los cromatogramas con altas concentraciones. En general se observo que la
frecuencia de bandas proteicas y picos compartidos entre las poblaciones, las cuales
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le confieren su similaridad o distincion, gira alrededor de seis familias proteicas
metaloproteinasas, serina proteinasas, fosfolipasas, desintegrinas, fragmentos DC y
CRISP (Alape et al. 2008).

Los resultados muestran que la concentracion de algunos picos (Figura 22 y 23) que
podrian corresponder a metaloproteinasas, es considerablemente alta en las
poblaciones de adultos del suroccidente Colombiano, incluso mayor que en las
poblaciones de Costa Rica (Figura 21) y ademas representan el mayor porcentaje
dentro de las proteinas del veneno. Segun Guércio et al. (2006) las
metaloproteinasas forman gran parte del veneno de B. atrox (especie relacionada
filogenéticamente con B. asper) y su presencia esta relacionada con las actividades
hematotoxicas promotoras de hemorragia, defibrinogenacion, edema local y necrosis,
propias de las especies del género Bothrops (Gutiérrez et al. 1980, Guércio et al.
2006 Saldarriaga et al. 2003).

En el veneno de B. asper se encuentran dos tipos de metaloproteinasas, las P-1 son
responsables de la hemorragia local y son caracteristicas del estado adulto; mientras
gue las P-lll causan la hemorragia sistémica durante el envenenamiento y se
encuentran en elevadas concentraciones en el estado neonato o juvenil (Rucavado
et al. 2002, Alape et al. 2008, Alape et al. 2009, Gutiérrez et al. 2009).Teniendo en
cuenta los tipos de Metaloproteinasas, P-l y P-1ll y su actividad bioldgica respectiva,
es probable que las poblaciones de adultos tanto de B. asper de EI Tambo como de
B. cf. asper del Valle del Patia presenten metaloproteinasas similares a tipo P-I,
puesto que la actividad hemorragica local, como se vera mas adelante, fue alta en
las dos poblaciones.

Dadas las variaciones ontogénicas mostradas por Alape et al. (2008), era de esperar
el veneno de los ejemplares neonatos se separara totalmente del veneno de los
adultos en el fenograma de similitud. Ademas, el perfil cromatografico de los
neonatos de B. asper de Barbacoas Narifio mostr6 una mayor complejidad del
veneno con respecto al de los adultos y estuvo conformado aproximadamente por el
42.5% por metaloproteinasas, lo que concuerda con los resultados encontrados en
los perfiles electroforéticos, donde los venenos de los neonatos se caracterizaron por
presentan mayor cantidad de proteinas de alto peso molecular, las cuales podrian
estar implicadas, como se mencioné anteriormente, en la inmovilizacion de las
presas (Alape et al. 2008).

Las serina proteinasas representan el segundo mayor porcentaje de los
componentes del veneno, con cerca del 17.3% en la poblacion de Ba-P y 13.6 % en
Ba-T. Aunque Alape et al. (2009) también muestra que esta familia proteica se
encuentra en un alto porcentaje principalmente en los ejemplares adultos de la
poblacion del Caribe de Costa Rica (18.2%), de acuerdo con su porcentaje sobre el
total del veneno, estas proteinas ocupan el tercer lugar y se ubican después de las
fosfolipasas.

En cuanto a las fosfolipasas, en los perfiles cromatograficos se observé una baja

concentracion de esta familia proteica en Ba-T; mientras que la poblacion de la Costa
Pacifica de Costa Rica mostré una alta concentracion de las mismas. En la poblaciéon
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del Valle del Patia aunque en el cromatograma no se detectan las fosfolipasas, las
bandas proteicas 17 y 19 (Figura 16) de los perfiles electroforéticos podrian
representar dicha actividad farmacoldgica; posiblemente la baja concentracién en el
gue se encuentran en el veneno impida que se perciban con las condiciones
cromatogréaficas establecidas. Segun Alape et al. (2008) los especimenes adultos
presentan un alto contenido de fosfolipasas miotéxicas Az, lo que involucra un alto
riesgo de envenenamiento severo con dermonecrosis y mionecrosis (Otero et al.
2002a).

Al pasar del estado (Ba-N) neonato al adulto (Ba-T), las fosfolipasas mantienen una
concentracion relativamente baja; mientras que en las poblaciones de B. asper de la
Costa Pacifica y del Caribe Costa Rica experimentan un cambio ontogénico, donde
el nimero y la concentracion de fosfolipasas aumenta al pasar del estado neonato al
adulto (Alape et al. 2009). Las desintegrinas, los fragmentos DC y las CRISP, al igual
gue lo reportado por Alape et al. (2008), representaron los mas bajos porcentajes
entre los componentes del veneno de las poblaciones del suroccidente de Colombia.

Se presentd variacion ontogénica relacionada con las actividades biolégicas en el
veneno de los neonatos de Ba-N con respecto a la poblacion de Ba-T, observandose
un incremento en la actividad proteolitica al pasar de neonato a adulto. Tal variacion
ontogénica se ha reportado en diferentes estudios, donde los cambios en las
actividades toxicas y enzimaticas del veneno pueden estar relacionados con una
modificacion en los hébitos alimenticios al pasar de un estado de crecimiento a otro,
de presas ectotermicas (ranas y lagartos) a presas homotermas (mamiferos y aves)
resultado de la adaptacion por procesos evolutivos al tipo y al tamafio de la presa
(Guércio et al. 2006, Alape et al. 2008, Sasa et al. 2009).

Es importante resaltar las variaciones ontogénicas de los venenos por las
implicaciones en las manifestaciones clinicas del envenenamiento (Otero 2009),
pues se ha documentado que a pesar de que los neonatos inoculan bajas cantidades
de veneno en una mordedura, pueden ocasionar considerables efectos
vasculotoxicos como hemorragia y edema (Saldarriaga et al 2003).

7.2.1 Variacion intrapoblacional. La variacion fue mayor entre los individuos de El
Tambo Cauca que entre los del Valle del Patia, tal como se observa en el fenograma
de similitud (Figura 20). La variacion individual es de gran importancia e incluso
puede superar a la variacion interpoblacional; ademas se convierte en evidencia de
gue la composicion proteica es un reflejo de una posible variaciébn genética
(Chippaux et al. 1991; Alape et al. 2008).

La variacion intrapoblacional fue menor en la poblacion Ba-P. William and White
(1987) plantean que en poblaciones aisladas y pequefias, como es el caso de esta
poblacion, el pool de genes codificadores es menos diverso, llevando asi a la
produccion de un veneno mas homogéneo. Por lo tanto, este grado de variacion
podria reflejar un proceso inicial de divergencia o un fendmeno de endogamia en la
poblacion, dadas las condiciones de aislamiento geografico en las que se encuentra
(como se detallara mas adelante), las cuales se constituyen en factores que afectan
directamente la diversidad genética de las poblaciones. Por el contrario en
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poblaciones grandes, como por ejemplo Ba-T, donde hay libre entrecruzamiento, la
variacion individual es directamente proporcional (William and White 1987), hecho
gue explicaria su mayor variacion intrapoblacional.

Por otra parte, los resultados de este trabajo mostraron variacion entre los adultos de
cada una de las poblaciones, tal como se observa en los perfiles electroforéticos;
situacion que también fue observada por Alape et al. (2008) en las poblaciones de
Costa Rica.

7.2.2 Variacion interpoblacional. Se observo alta variacion interpoblacional (indice de
Jaccard), principalmente entre las poblaciones de adultos del suroccidente de
Colombia y las poblaciones de la Costa Pacifica y del Caribe de Costa Rica, como se
muestra en la Figura 20; mientras que la variacion entre la poblacion de B. asper de
El Tambo Cauca y B. cf. asper del Valle del Patia fue menor. Adicionalmente, los
neonatos de B. asper de Barbacoas Narifio reflejaron similaridad con el neonato de la
poblacion de B. asper de El Tambo Cauca.

Si se parte del hecho de que la variabilidad en la composicion del veneno se
encuentra bajo control genético (Alape et al. 2008), y que la variabilidad genética
puede ser alterada por factores geograficos y ecologicos, es probable que se altere
la expresion proteica del veneno por las condiciones geograficas en las que se
encuentran las poblaciones, como se profundizara mas adelante.

7.3 ACTIVIDADES BIOLOGICAS Y ENZIMATICAS

De acuerdo con los resultados obtenidos, los venenos del suroccidente de Colombia
se caracterizan por presentar principalmente metaloproteinasas y serina proteinasas
y en menor proporcion fosfolipasas, desintegrinas fragmentos DC y CRISP. La
accion o la sinergia de una o mas de estas familias proteicas puede explicar la
variacion y diferencia de las actividades biologicas (Matsui et al. 2000, Gutiérrez et al.
2009) encontradas entre las poblaciones, variacion que ha sido documentada a nivel
intra en interespecie en propiedades hemoliticas, coagulantes o anticoagulantes,
proteoliticas y necrosantes del veneno (Dunn 1944). La Tabla 4 resume las
actividades bioldgicas determinadas para los venenos de cada una de las
poblaciones.

7.3.1 Letalidad de las poblaciones. Es importante confrontar los resultados obtenidos
con dosis letales previamente reportadas para la misma especie a lo largo de toda su
distribuciéon geografica, y con dosis de especies relacionadas filogenéticamente
(Tabla 5). Esto con el fin de tener un panorama mas amplio respecto a la letalidad de
las poblaciones de estudio.

Las dosis letales reportadas por Yasno (2005) y Navia (2005) para B. asper en la
misma area geogréfica, muestran similitud con la dosis encontrada en este estudio
para la poblacion de esta especie en El Tambo Cauca; sin embargo, la dosis letal de
B. cf. asper del Valle del Patia determinada por Navia (2005) contrasta fuertemente
con los resultados.
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Tabla 4. Actividades biolégicas y enzimaticas de las poblaciones del suroccidente
Colombiano.

. Actividad Actividad Actividad
L, Dosis letal 50 o .
Poblacion (ug/raton) proteolitica hemorragica Coagulante
(U/mg) (Lg) (Lg)
Ba-T 100.9 0.221+ 0.1 1.44+0.2 0.37 + 0.05
(83.2-122.8)
Ba-P 50.07 pg/ratéon 0.315+0.2 0.24 +0.04 0.96 + 0.1
(37.4-58.3)
Ba-N i 0.123 + 0.02 -

Los valores que estan en paréntesis en la dosis letal 50, corresponden a los limites de
confianza (95%), cuanto mayor la dosis letal, menor es su poder de letalidad es menor. De
igual manera la lectura de las actividades hemorragica y coagulante es inversamente
proporcional a su valor (cuanto menor es el valor, mas alta es la actividad biol6gica). Para la
poblacion Ba- N solamente se determind la actividad proteolitica debido a la limitada
cantidad de veneno.

Es evidente la diferencia en letalidad entre B. cf. asper del Valle del Patia y B. asper
de ElI Tambo, pues la dosis letal de Ba-P duplica a la de Ba-T, lo cual refleja la
variabilidad tanto en componentes como en la concentracion proteica de los
venenos. Aunque la produccion de veneno de los ejemplares adultos de Ba-P fue
baja, el hecho de presentar una dosis letal més alta que la encontrada para Ba-T,
puede explicarse posiblemente por la concentracibn y presencia de proteinas
particulares (metaloproteinasas y/o serina proteinasas, Figuras 15, 16 y Figura 22)
gue la diferencian de las demas poblaciones y que a nivel evolutivo podrian haberse
convertido en componentes eficaces para inmovilizar sus presas.

Asi, Ba-P posiblemente presente mayor concentracion de proteinas toxicas que
reflejen la alta letalidad de su poblacion; mientras que los ejemplares de Ba-T,
aunque presentaron un mayor promedio de produccion de veneno, este puede estar
conformado por una alta concentracion de proteinas menos toxicas que las de Ba-P.
Estas son posibles hipotesis que deberian ser analizadas con mayor profundidad,
pues son de gran importancia biolégica para las poblaciones y también de
importancia clinica para contribuir al manejo de los accidentes ofidicos que
ocasionan. Ferreira et al. (1992) propone establecer una relacién inversamente
proporcional entre la concentracion de proteinas y la dosis letal; sin embargo, la
dosis letal esta condicionada por diferentes factores, donde tanto la composicion
como la concentracion proteica juegan un rol importante.

Ademas, cabe resaltar que la dosis letal fue determinada con un pool de veneno de
ejemplares adultos, mientras que la reportada por Navia (2005) tuvo en cuenta un
solo individuo. El hecho de incluir un mayor ndmero de ejemplares para la
determinacion de esta prueba y el disefio del experimento (método de Finney),
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reflejan mejor la letalidad de la poblacion. También hay que considerar que la medida
de letalidad en modelos vivos tiene una gran incertidumbre, y como se menciono
anteriormente existen diferentes factores tanto bioldgicos como del disefio del
método que pueden influir en la determinacion de la dosis (Solano et al. In prep).

Tabla 5. Dosis letales 50 para B. asper, B. cf. asper y especies relacionadas

filogenéticamente. Via de inoculacion: intraperitoneal (IP), intravenosa (1V).

Especie

o)

. asper
B. asper

B. asper
B. asper
B. asper
B. asper
B. asper
. asper
. asper

. asper
. asper

(vs v lve Bvs)

©

. cf. asper

. cf. asper
. asper
. asper
. asper

U WmWmwW

B. atrox
B. atrox
B. atrox
B. atrox
B. atrox

B. marajoensis

©

. moojeni
. leucurus
B. colombiensis

o)

Procedencia

Guatemala

Costa Rica

Costa Rica, costa
Atlantica

Costa Rica, costa
Pacifica

Antioquia
Antioquia
Antioquia
Antioquia
Tambo, Cauca
Tambo, Cauca
Tambo, Cauca
Valle del Patia,
Cauca

Valle del Patia,
Cauca

Manabi, Ecuador
Guayas, Ecuador
Los Rios, Ecuador
Tucurd, Para
Antioquia
Antioquia
Antioquia
Antioquia

Isla Marajo, Para

Brasilia, Goias
Brasil

Venezuela, el Guapo

Autor

Saravia et al.
(2001)

Bolafios (1972)
Assakura et al.
1992

Assakura et al.
1992
Saldarriaga et al.
(2003)
Saldarriaga et al.
(2003)
Saldarriaga et al.
(2003)
Saldarriaga et al.
(2003)

Yasno (2005)
Navia (2005)
Este estudio

Navia (2005)

Este estudio

Kuch et al. (1996)
Kuch et al. (1996)
Kuch et al. (1996)
Assakura et al.
(1992)
Saldarriaga et al.
(2003)
Saldarriaga et al.
(2003)
Saldarriaga et al.
(2003)
Saldarriaga et al.
(2003)

Assakura et al.
(1992)

Assakura et al.
(1992)

Pidde et al. (2008)
Girdn et al. (2008)

Dosis Letal 50

56.8 (44.5-72.4) pg/ratdn
59.7 (54.3-65.1) pg/ratdn

71 (62-92) pg/ratén
77 (68-87) pg/ratén
42.9 (35.5-53.3) pg/ratéon®
48.1 (43.1-53.1) pg/raton”
49.4 (40.7-58.1) pg/raton®

67.1 (60.1-74.1) pg/raton®

110.8 (105.9-116.1) pg/ratéon
103.1 (95.2-119.5) pg/ratén
100.9 (83.2-122.8) ug/ratéon

101.3 (90-122.8) pg/ratén
50.07 (37.4-58.3) pg/raton
65 pg/raton

85 pg/raton

85 pg/raton

95 (83-117) pg/raton

51.8 (37.9-65.7) ug/raton®
59.7 (54-65.4) uglraton”
65.5 (54.1-76.9) ug/raton’
81.4 (80.2-83.6) pg/raton®
113 (102-127) pg/ratén
145 (128-173) pg/raton

63.7 (58-71.4)ug/raton
197.2 pg/raton

Via de
inoculacion

IP
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No obstante, a pesar de la diferencia en el tamafio de la muestra, podria presentarse
un fendbmeno previamente descrito por Chippaux et al. (1991), quien manifiesta que
con el tiempo los venenos en algunas especies tienden a ser mas toxicos, como
respuesta a factores de adaptacion, a nuevas condiciones de habitat o a variaciones
drasticas del medio ambiente; pero, para confirmar este comportamiento seria
necesario monitorear la poblacion.

Sumado a lo anterior, B. cf. asper del Valle del Patia y B. asper son poblaciones
responsables de la mayor tasa de accidentes ofidicos en la regidén (Cauca- Narifio).
B. cf. asper presenta el mayor porcentaje por incidencia epidemioldgica, y aunque la
mortalidad no es alta, fue el principal agente causante de accidentes ofidicos en el
Departamento del Cauca (cerca del 43% de los casos) entre los periodos 2000-2008
(Navia 2005, Ayerbe y Latorre 2009).

Al comparar la letalidad de Ba-T y Ba-P con dosis letales de ejemplares adultos a
nivel nacional, las poblaciones de B. asper del norte de Colombia son mas letales
gue las del suroccidente; a nivel internacional aunque se observa variacion entre las
mismas, la letalidad parece disminuir conforme la distribucion de la especie tiende
hacia el sur (Tabla 5). Posiblemente, este patron puede ser un indicio de que la
toxicidad del veneno de B. asper, esté relacionado con la concentracién de alguna(s)
toxina(s) especifica(s). Tal como ocurre para poblaciones de Crotalus durissus a lo
largo de toda su distribucion, donde el grado de toxicidad de su veneno esta
asociado con el incremento en la concentracion de crototoxina, lo que refleja en
general que la toxicidad del veneno de esta especie ha evolucionado durante su
invasion a Sur América (Calvete et al. 2009).

Adicionalmente, la dosis letal de B. cf. asper del Valle del Patia comparada con las
reportadas para B. asper de otros paises es baja (50.07 pg/raton), y por lo tanto
manifiesta una mayor letalidad; sin embargo, es similar a las dosis de Guatemala
(56.8 pg/ratén) y del Norte de Colombia (49.4 pg/ratén, ejemplares de dos afios de
edad). Frente a especies del mismo género del clado Bothrops atrox-asper (Fenwick
et al. 2009), la poblacion de B. asper de El Tambo (Cauca) es menos letal que B.
atrox y B. leucurus; pero mas letal que B. marajoensis, B. moojeni y B. colombiensis.
Por el contrario, B. cf. asper del Valle del Patia, es mas letal que todas las especies
del mismo género.

7.3.2. Actividad proteolitica. Los efectos de la actividad proteolitica, utilizando
diferentes concentraciones de veneno para cada poblacion, también fueron
reportados por Lomonte y Gutiérrez (1983), quienes afirman que la relacion entre la
cantidad de veneno empleado y la actividad proteolitica es lineal hasta cierto punto,
sin embargo después de presentarse el maximo de la actividad, la curva se mantiene
estable.

Por otra parte, se observa variacion entre las actividades proteoliticas de las
poblaciones. Aunque la diferencia no es marcada, tiende a ser mayor en la poblacion
de B. cf. asper del Valle del Patia. Gutiérrez y Rucavado (2000) y Gutiérrez et al.
(2005), manifiestan que la actividad hemorragica se encuentra asociada a su
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capacidad proteolitica, esto podria explicar el hecho de que Ba-P haya presentado
una mayor actividad proteolitica y hemorragica, frente a las otras poblaciones.

La actividad proteolitica de los venenos de las poblaciones de B. asper de El Tambo
(0.221+ 0.1 U/mg), B. asper de Barbacoas, Narifio (0.123 + 0.02 U/mg) y B. cf. asper
del Valle del Patia (0.315 + 0.2 U/mg) fue méas baja que la reportada por Assakura et
al. (1992) para los venenos de B. asper de la Costa Pacifica y del Caribe de Costa
Rica (2.31 U/mg y 1.47 U/mg respectivamente). Ferreira et al. (1992), manifiestan
gue existe una correlacion inversa entre la actividad proteolitica y la letalidad de
nueve especies de Bothrops, por lo tanto venenos que tienen una alta actividad
proteolitica contienen pequefias cantidades de toxina letal y consecuentemente
presentan disminucion en la letalidad; segun lo anterior las poblaciones de B. asper
de Costa Rica deberian ser menos letales que las del suroccidente Colombiano, pero
sucede lo contrario.

De alli que la correlacion establecida por Ferreira et al. (1992) no es clara, y
dificiimente se podria relacionar una sola actividad biologica con la letalidad del
veneno; pues la actividad proteolitica es el resultado de la interaccion de diferentes
componentes del veneno, como la L —aminoacido oxidasa, las metaloproteinasas, las
serina proteinasas y las desintegrinas, las cuales estan involucradas tanto en esta
actividad como en los procesos de la agregacion plaquetaria e induccion a la
hemorragia (Lazo et al. 2007, Gutiérrez et al. 2009).

La actividad proteolitica se ve favorecida por diferentes sustancias vasodilatadoras,
las cuales facilitan la acciébn de las hidrolasas digestivas, metaloproteinasas
dependientes de zinc, fosfolipasas A, y hialuronidasas (Cuesta et al. 2008). Estas
proteinas modifican la homeostasis de uno o varios sistemas, generando diferentes
sintomas que pueden resultar en una necrosis extensiva (Ribeiro y Jorge 1997); y
como consecuencia, el tejido afectado se convierte en un ambiente apto para la
proliferacion de microorganismos (Cuesta et al. 2008) presentes en la cavidad bucal
de las serpientes (Henao et al. 2005, Ayerbe et al. 2008). Por lo tanto, teniendo en
cuenta que la actividad proteolitica de Ba-P fue mas alta que la de Ba-T, los
accidentes por individuos de Ba-P serian mas propensos a presentar infeccion
bacteriana que los accidentes ocasionados por las poblaciones de B. asper del
suroccidente Colombiano.

7.3.3 Actividad hemorragica. Tanto las metaloproteinasas, como las serina
proteinasas y las desintegrinas (aunque estas Ultimas se encontraron con menor
frecuencia en los venenos) son las responsables de la actividad hemorragica en los
venenos. Estas proteinas son altamente toxicas, producen sangrado severo, evitan la
formacion del tapon hemostatico (inhibicibn de la funcidon plaquetaria) vy
consecuentemente hidrolizan la membrana basal de la microvasculatura y los
componentes de la matriz extracelular tales como colageno tipo IV, fibronectina y
laminina (Wolfsberg et al. 1995, Gutiérrez et al. 2009).

Al comparar la dosis hemorragica de B. asper de EI Tambo Cauca (1.44 ug + 0.2),
con la reportada al norte de Colombia, para ejemplares adultos de la misma especie,
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mayores de tres afios (1.8 pg + 0.02), la dosis fue similar (Saldarriaga et al. 2003).
Sin embargo, el veneno de B. cf. asper del Valle del Patia resultdé ser mas
hemorragico (0.24 pug + 0.04) que los anteriores. A su vez los venenos de las
poblaciones suroccidentales fueron mas hemorragicos que los venenos de las
poblaciones del Caribe y de la Costa Pacifica de Costa Rica cuyas actividades
hemorragicas son de 4 pg y 5.7 ug respectivamente (Assakura et al. 1992). Este
contraste puede explicarse posiblemente por la presencia de una alta concentracion
de metaloproteinasas tipo P-l en los venenos (Gutiérrez et al. 2009), la cual seria
mayor en la poblacién de B. cf. asper.

Aunque la actividad hemorragica sistémica no fue determinada para ninguna de las
poblaciones, las observaciones a nivel clinico manifiestan que las hemorragias
cerebrales, cutaneas, renales y gingivorragias (Anexo G, Figura 35) son un sintoma
predominante en los accidentes ocasionados por B. cf. asper del Valle del Patia, y
estan asociadas al sindrome de desfibrinacion en donde la sangre se torna
incoagulable por la destruccién del Fibrindgeno (Factor II), generando Fibrina
inestable por liberacion de Fibrinopéptido A (S. Ayerbe comunicacion personal). Por
lo tanto, dado que la hemorragia sistémica es resultado de un elevado contenido de
metaloproteinsas tipo P- lll (propias de neonatos) (Gutiérrez et al. 2005, Gutiérrez et
al. 2009), podria presentarse el mismo fenomeno de pedomorfismo reportado para
poblaciones de B. atrox de Ecuador, Peru y Brasil (NUfiez et al. 2009).

Si se retoma el hecho de que los venenos de adultos se caracterizan por una mayor
cantidad de metaloproteinasas tipo P-l, mientras que los venenos de neonatos y
juveniles presentan mayor proporcién de metaloproteinasas tipo P-lIl (Saldarriaga et
al. 2003; Alape et al. 2008). Al correlacionar dichos cambios ontogénicos con las
caracteristicas bioquimicas y farmacolégicas, los venenos de los neonatos y
juveniles presentan una mayor letalidad, actividades coagulantes y hemorragicas que
los venenos de adultos (Saldarriaga et al. 2003). Por lo tanto, si un ejemplar adulto
presenta mayor cantidad de metaloproteinasas tipo P-Ill, significaria que su veneno
exhibe un perfil pedomorfico (Nufiez et al. 2009, Calvete 2010).

7.4.4. Actividad coagulante. Contrario a la actividad hemorragica, la poblacion de B.
asper de El Tambo Cauca mostr6 una mayor actividad coagulante frente a la
poblacion del Valle del Patia. Estos resultados también confirman las observaciones
clinicas en el Departamento del Cauca, donde en los accidentes ocasionados por
parte de esta poblacion predomina el efecto procoagulante con aparicion frecuente
de sindrome isquémico el cual se complica con sindrome compartimental 6 gangrena
(Anexo G, Figura 36 Ay B) (S. Ayerbe comunicacién personal).

La alta actividad coagulante desencadenada por la poblacion de El Tambo Cauca,
puede deberse a un incremento en la concentracion de serina proteinasas en
comparacion con la poblacion del Valle del Patia. De acuerdo con Rucavado et al.
(2004), tanto las metaloproteinasas como las serina proteinasas ocasionan efecto
procoagulante de los venenos, y como consecuencia se desarrolla defibrinogenacion
y desfibrinacion, caida de los niveles de fibrinégeno e incremento de los productos de
degradacion de fibrindgeno.
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Examenes paraclinicos descritos por Navia (2005), demuestran que la poblacion de
B. asper de El Tambo Cauca genera mayor alteracion de los niveles de fibrindgeno,
pues todos los casos analizados presentaron alteracion de los niveles de fibrindgeno,
mientras que para la poblacion de B. cf. asper del Valle del Patia, los niveles fueron
alterados en el 66% de los casos. De igual manera, el tiempo de protrombina se
altera en el 73% de los casos para Ba-T, mientras que para Ba-P, el tiempo de
protrombina se altera en el 49% del total de los casos.

Ba-T presenté una actividad coagulante (0.37 pug + 0.05) alta en relacidon con las
reportadas para B. asper del norte de Colombia, a saber 0.3 ug para especimenes de
seis meses de edad, 0.8 pg + 0.03 para especimenes de un afio de edad, 1 ug +
0.04 para ejemplares de dos afios y 3.4 ug + 0.01 para especimenes de tres afos
(Saldarriaga et al. 2003), y se observa que es similar a la dosis de los especimenes
de seis meses de edad. La actividad coagulante en Ba-P fue menor (0.96 pg + 0.1) y
se acerca a la actividad reportada para ejemplares de B. asper de dos afios de edad.
Frente a la actividad coagulante reportada por Assakura et al. (1992) para B. asper
del Caribe y de la Costa Pacifica de Costa Rica (31 pg y 450 pg respectivamente),
nuestras poblaciones muestran una alta actividad coagulante.

7.4 INMUNOREACTIVIDAD E INMUNOENSAYOS

La variacion proteica del veneno de las poblaciones de B. asper estudiadas y los
ensayos de toxicidad que demostraron diferencias considerables con relacién a los
efectos causados por los venenos de estas poblaciones, nos sugirio realizar
inmunoensayos. Afortunadamente los venenos de las poblaciones de B. asper del
suroccidente de Colombia presentaron reactividad cruzada frente a los sueros
monoespecificos anti-B. asper Pacifico y Caribe y polivalente de Costa Rica. Este
hecho comparte lo planteado por Tu et al. (1980), Sanchez et al. (2003) y Gutiérrez
et al. (2010) sobre la capacidad de algunos sueros antiofidicos de presentar
reactividad cruzada incluso en especies filogenéticamente distanciadas.

Como se presentd en el capitulo de resultados existe tendencia a un mejor
reconocimiento de los venenos por parte del suero monoespecifico-anti B. asper
Pacifico, quizas porque dos de las poblaciones también se encuentran hacia la Costa
Pacifica de Narifio y Cauca. No obstante, el suero polivalente fue el que mejor
reconocio los venenos de todas las poblaciones, posiblemente porque tiene una
potencia mas amplia frente a diferentes especies de la familia Viperidae, abarcando
al mismo tiempo una mayor variedad de proteinas.

Como era de esperarse el suero anti- B. asper Pacifico de Costa Rica reconocio
fuertemente los venenos de ejemplares adultos y neonatos procedentes del Pacifico
de Costa Rica; estudios previos habian descrito el alto reconocimiento inmunoldgico
hacia la mayoria de las bandas electroforéticas (Gutiérrez et al. 2010). Al comparar
los analisis de inmunoreactividad (Figura 25 y 26) con los presentados por Gutiérrez
et al. (2010), proteinas de alto peso molecular fueron mayormente reconocidas que
las de menor peso molecular; sin embargo, los venenos de las poblaciones del
suroccidente de Colombia, difieren en reconocimiento en relacion con las
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poblaciones de Costa Rica, aspecto que se observa claramente en la intensidad de
inmunotincidn de las diferentes bandas electroforéticas.

Con respecto a los venenos, el de los neonatos de B. asper de Barbacoas Narifio,
fue el mejor reconocido tanto por el suero monoespecifico anti-B.asper Pacifico como
por el polivalente de Costa Rica. Esto puede reflejar mayor similaridad proteica entre
los venenos de las poblaciones de neonatos del suroccidente de Colombia y los
venenos de las poblaciones de Costa Rica.

De acuerdo con estudios de inmunoreactividad y neutralizacion de venenos de
adultos y neonatos del Pacifico y Caribe de Costa Rica (Gutiérrez et al. 2010), los
sueros evaluados se caracterizan por reconocer principalmente metaloproteinasas
(proteinas de alto peso molecular); este hecho explicaria lo observado en los perfiles
de inmunoreactividad, donde las bandas de mayor peso molecular fueron las mas
reconocidas (Figura 25 y 26) en las poblaciones del suroccidente Colombiano. Segun
Gutiérrez et al. (2010), las metaloproteinasas tipo P-lll son las mas reconocidas por
los sueros de Costa Rica, lo que también explicaria el hecho de que los venenos de
los neonatos de Ba-N hayan sido los mejor reconocidos, pues los venenos de
neonatos son ricos en este tipo de metaloproteinasas (Alape et al. 2008).

Los resultados muestran diferencias ontogénicas respecto al reconocimiento
inmunolégico (intensidad de inmunotincion, Figura 25 y 26), a diferencia de lo
encontrado por Gutiérrez et al. (2010) quienes mostraron que a pesar de las
variaciones regionales y ontogénicas del veneno, se presenta un alto grado de
reactividad cruzada entre las poblaciones de Costa Rica y no hay diferencias
significativas respecto al reconocimiento de los venenos teniendo en cuenta el
estado de crecimiento.

Con base en lo anterior, es importante tener en cuenta la variacion intraespecifica y
geogréfica del veneno de B. asper, ya que permite evaluar la conveniencia de incluir
pools de venenos de diferentes regiones geograficas, o si el veneno de una region
geogréfica es representativo para la especie (Gutiérrez et al. 2009), con el objetivo
de lograr una produccion de suero mas efectivo (Calvete 2010) para esta especie
ampliamente distribuida.

7.5 VARIACION GEOGRAFICA DE LOS VENENOS

Los vipéridos entraron a Suramérica en el Mioceno (Albino y Montalvo 2006); el
género Bothrops habria entrado al continente antes del levantamiento del Istmo de
Panam4, y su ancestro conocido como Protobothrops fue el primero en colonizar
América del Sur posiblemente durante el Mioceno medio (entre 23 y 10 Ma), éste
ancestro habria dado origen a todas las especies actuales del género Bothrops
(Wuster et al. 2002, Scanferla y Nenda 2005). La radiaciéon del género ocurrié
aproximadamente hace 10 a 15 Ma (Mioceno), desde el norte de Sur Ameérica hacia
el sur y a Centro América, culminando paralelamente con la formacién del Istmo de
Panama en el Plioceno (3.5 Mya). Entre las hipotesis que intentan explicar el proceso
de diversificacion, estan: la edad relativa del clado Bothrops atrox-asper y la rapida
radiacion adaptativa del género al interior de habitats desprovistos de vipéridos
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competidores (Wdister et al. 2002). Sumado a lo anterior, la combinacion de
acontecimientos geograficos y ecologicos durante los periodos del Pleistoceno
glacial, habrian permitido su dispersion y consecuente diversificacion (Vanzolini y
Heyer 1985).

En América del Sur, el levantamiento de las cordilleras Occidental y Central de los
Andes Colombianos, que experimentaron su modelacion entre el Mioceno y Plioceno
(25 a 5 Ma) y alcanzaron su elevacion actual durante el Pleistoceno (Gregory —
Wodzicki 2000, Argollo 2006, Hincapie et al. 2009), habria permitido la divergencia
de las poblaciones Chocoanas y Cis- Andinas (Castellano et al. 2006, Noonan and
Wray 2006, Saldarriaga et al. 2009) y posiblemente la diferenciacion de las
poblaciones de B. asper al Suroccidente de Colombia. Este fendmeno también
ocurrio con las poblaciones de B. asper en Costa Rica, donde la herpetofauna
original de las tierras bajas fue fragmentada en poblaciones alopatricas del Caribe y
Pacifico, como resultado del levantamiento de las cordilleras de Ameérica Central (8-
5 Mya) que culminé con la formacion del Istmo de Panama (Alape et al. 2008).

Ademés de la Cordillera Occidental con alturas que sobrepasan los 4000 m (Ramos
y Folguera 2005), otras barreras fisicas y ecolégicas que también podrian haber
promovido la divergencia y variacion entre las poblaciones de B. asper del
Suroccidente Colombiano son: a). La contaminacion con &cido sulfurico y clorhidrico
de la cuenca alta del Rio Cauca (535 Km), en los primeros kilometros (80 km) de su
recorrido, por el Rio Vinagre, desde los 2000 m en el punto conocido como la
Hidroeléctrica de Florida Il, hace por lo menos 1.5 Ma (Ayerbe et al. 1990, CVC
2004). b.) Las condiciones ecoldgicas del Valle del Patia, resultado del hundimiento
de un bloque intermedio durante la formacion de las Cordilleras Occidental y Central,
en el cual por encima de los 1000 m la vegetacién xerofitica es reemplazada por
bosques subandinos, y debido a su aislamiento (Plioceno-Pleistoceno) se ha
convertido en un enclave subxerofitico propio para la especiacion (Alberico & Negret
1992, Lobo 1993).

Por otra parte, Saldarriaga et al. (2009), basados en diferencias fenotipicas y analisis
moleculares de varios ejemplares de B. asper, consideran cuatro linajes moleculares,
uno de los cuales representa la region Chocoana, la cual se extiende desde Panama
al noreste de Ecuador, y se caracteriza por la ausencia de barreras geograficas
evidentes, que puedan evitar el flujo genético entre las poblaciones. Con base en lo
anterior, es de esperar que B. asper de El Tambo Cauca y de Barbacoas, Narifio
pertenezcan a este linaje, dada su distribucion geogréfica y la contiglidad de sus
poblaciones; ademas al ser poblaciones cercanas deberian presentar mayor
similaridad genética (proteica) y mostrar una correlacién positiva entre la divergencia
proteica y la distancia geografica (Sasa 2002). Efectivamente los perfiles
electroforéticos reflejaron similaridad entre los neonatos de B. asper de Ba-T y Ba-N;
asi, aunque las poblaciones estan separadas por la Hoz de Minama y el Rio Patia,
estas barreras geograficas no son suficientes como para impedir el flujo genético
interpoblacional, y por tanto la baja variacion observada podria resultar del
aislamiento por distancia, asumiendo tipos uniformes de migracién a lo largo de la
distribucion geografica de la especie tal como lo manifiesta Sasa (2002).
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También es importante considerar las propuesta realizada por Nufiez et al. (2009)
para la especie B. atrox, la cual muestra un fenotipo de veneno conocido como
“neonate asper-like”. Pues el posible pedomorfismo manifestado por la poblacion de
Ba-P podria explicarse bajo las mismas premisas de Nufiez et al. (2009). La primera,
manifiesta que una pequefia poblacion de serpientes bajo condiciones de presion
selectiva que permitan mantener la tendencia pedomorfica se adaptara a la
restriccion de presas en el ecosistema; la segunda donde la falta de presion
selectiva, quizds permitio una rapida evolucion de las poblaciones colonizadoras de
B. atrox, sin necesidad de modificar e incrementar la complejidad del veneno que
caracteriza a las serpientes adultas (generalistas). De esta forma también podria
argumentarse el mantenimiento de las altas actividades hemorragicas y letales
(propias de los neonatos) en la poblacién del Valle del Patia.

Es evidente que los eventos historicos y geograficos han jugado un papel importante
en la divergencia y dindmica de las poblaciones de Bothrops asper (Sasa 2002). Por
lo cual, pueden convertirse en factores que promuevan la variacion intraespecifica de
los venenos de individuos que habitan diferentes regiones (Guércio et al. 2006, Alape
et al. 2008, Nufiez et al. 2009), incluyendo las poblaciones al sur de Colombia.

7.6 CONSIDERACIONES TAXONOMICAS

Los estudios realizados con B. asper han demostrado la gran variabilidad
intraespecifica, no soélo a nivel toxinoldgico sino también, morfologico y morfométrico,
relacionados con variacibn en patrones de color, tamafio, dimorfismo sexual,
escamacion, entre otras caracteristicas (Sasa et al. 2009, Saldarriaga et al. 2009).
Variacion que al igual que en B. atrox (Nufiez et al 2009) es producto de su amplia
distribucién, de la variedad de habitats en la que se encuentran, o de encontrarse
conformada por varias sub-especies (Fenwick et al. 2009, Saldarriaga et al. 2009).

Ayerbe et al. (1990) propusieron la existencia de dos especies nuevas de Bothrops
en el Valle alto del Patia y el Valle del Rio Cauca, una de las cuales corresponderia a
la asignacion de Bothrops con forma de asper (B. cf. asper), puesto que
observaciones morfolégicas y de distribucién geogréafica han llevado a pensar que
son dos especies diferentes; asi al encontrar variacion y diferenciacion a nivel
proteico entre las poblaciones de B. asper de El Tambo Cauca y B. cf. asper del
Valle del Patia, podria convertirse en otro argumento para soportar su distincion
taxonomica.

Sin embargo, surgen las siguientes cuestiones: 1. ¢ La diferenciacion a nivel proteico
entre los venenos de B. asper y B. cf. asper corresponde a una variacion geografica,
como se ha encontrado para otras poblaciones de la especie?. 2. ¢La diferenciacion
a nivel proteico entre los venenos de B. asper y B. cf. asper apoyaria el hecho de
definirla como especie, tal como lo sugiere Ayerbe et al. (2009)?. Cabe retomar que
la diferenciacion proteica fue menor entre las poblaciones de B. asper del
suroccidente Colombiano, en comparacion con las de la Costa Pacifica y del Caribe
de Costa Rica. No obstante, para dar respuesta a estas preguntas es importante
continuar con los estudios sobre morfologia realizados en la Universidad del Cauca y
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ademas encaminar estudios moleculares y filogeogréaficos, con el fin de esclarecer la
situacion taxonomica de B. cf. asper.
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8. CONCLUSIONES

Nuestros resultados reflejaron variacion proteica de los venenos a nivel
intraespecifico, ontogénico y geografico. La variacion interpoblacional fue mayor que
la intrapoblacional, observandose diferencias proteicas principalmente entre las
poblaciones del suroccidente de Colombia y de Costa Rica.

Las poblaciones de adultos se caracterizaron por una elevada concentracion de
proteinas que podrian corresponder a metaloproteinasas tipo P-lI, dada la alta
actividad hemorragica local en comparacion con las poblaciones de Costa Rica. En la
poblacion de B. cf. asper del Valle del Patia, ademas de las metaloproteinasas tipo
P-lI, también podrian encontrarse SVMPs tipo P-lll por la alta frecuencia de
hemorragias sistémicas observadas a nivel clinico; y al mismo reflejar tendencia
pedomorfica.

En general los adultos presentaron con mayor frecuencia proteinas entre 11 y 48.4
kDa, mientras que los neonatos presentaron proteinas entre 30 y 60 kDa, lo que
refleja la tendencia hacia un incremento de proteinas de alta masa molecular en los
neonatos, las cuales podrian corresponder a metaloproteinasas.

Pese a la variacion intrapoblacional, las poblaciones pueden distinguirse entre si por
sus perfiles proteicos particulares. Los patrones de los venenos de serpientes que
corresponden a una misma area geografica fueron mas similares que los de
procedencia geogréafica distinta; y por lo tanto las propiedades de los venenos
pueden ser utilizadas para identificar la zona de origen de los animales.

Los factores geograficos, juegan un papel importante en la diversificacion de las
poblaciones de B. asper en Costa Rica y al suroccidente de Colombia. Asi, los
procesos de levantamiento de las Cordilleras Occidental y Central, las formaciones
aluviales, la formacion del Valle del Patia y los agentes contaminantes sobre el Rio
Cauca, habrian permitido la divergencia de las poblaciones de B. asper y B. cf. asper
en nuestra region. Mientras que la ausencia de barreras geogréficas evidentes entre
las poblaciones de B. asper de El Tambo Cauca y de B. asper de Barbacoas Narifio
explicarian la similitud entre ellas.

Teniendo en cuenta todos los niveles de variacion del veneno de B. asper del
suroccidente de Colombia, su relacion con la accion bioldgica y clinica, y aunque se
observé reactividad cruzada por parte de los sueros monoespecificos anti- B. asper y
polivalente de Costa Rica frente a estos venenos, el bajo reconocimiento de algunas
proteinas, las cuales podrian ser las responsables de las altas actividades biolégicas
(hemorragicas y coagulantes) de los venenos en esta region, apoya la importancia
de utilizar ejemplares procedentes de diferentes areas geograficas, principalmente
cuando se trata de especies con amplia distribucion; todo esto con el fin mejorar la
eficacia de los antivenenos.
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9. RECOMENDACIONES

Es importante determinar efectos biolégicos adicionales, tales como la dosis
edematica, la actividad necrotizante, la actividad miotoxica y hemorragica sistémica;
ademas de evaluar estas actividades biol6gicas para cada una de las familias
proteicas del veneno de las tres poblaciones. Esto permitiria contribuir no sélo al
mayor entendimiento de la composicién de los venenos y de sus efectos clinicos,
sino también al manejo de los accidentes ofidicos al suroccidente de Colombia.

Son relevantes estudios de caracterizacion proteica y toxinologica de venenos de
especies del mismo género y de geéneros relacionados filogenéticamente, que
comparten la distribucion geogréfica de las poblaciones de estudio; por ejemplo
especies como Bothriechis schlegelii, Bothrocophias campbelli, B. colombianus, B.
myersi, Bothrops rhombeatus y B. punctatus, con el fin de observar si se presentan
patrones proteicos particulares, puesto que algunos autores (Navia 2005) han
reportado intergradacion de especies entre individuos de B. cf. asper y B.
rhombeatus.

Es importante concluir los estudios morfolégicos de la poblacion designada como B.
cf. asper, los cuales estan siendo realizados en la Universidad del Cauca, y
adicionalmente desarrollar estudios moleculares vy filogeograficos de las poblaciones
investigadas, que permitan despejar las consideraciones taxondmicas y comprender
mejor los procesos de divergencia de las poblaciones de la especie B. asper.

Es pertinente, desarrollar estudios de antivenomica, ya que permitirian evaluar
patrones de reconocimiento inmune por parte de sueros de diferentes institutos
productores, y asi determinar el suero de capacidad neutralizante mas apropiada
frente a los venenos de la region suroccidental de Colombia, mejorando notoriamente
el tratamiento clinico de las mordeduras por las serpientes nativas.

Teniendo en cuenta la variacion proteica encontrada en las poblaciones, es
importante realizar estudios enfocados a moléculas de interés farmacologico,
biotecnologico y médico, como se ha realizado con diferentes especies de la familia
Viperidae.
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11. ANEXOS

Anexo A. Material examinado. Coleccion Zooldgica de la Universidad de Narifio.

Abreviaciones de las Instituciones
PSO- CZ: Coleccion Zoologica de Pasto

Barbacoas, Ricaurte, Reserva Natural la Planada (PSO-CZ 114, PSO-CZ 148),

Barbacoas, Altaquer, Vereda el Barro, Reserva Natural Rio Nambi (PSO-CZ 040,
PSO-CZ 046, PSO-CZ 069, PSO-CZ 119).
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Anexo B. Tabla de Registro. Muestreo en campo.

Lugar Busquedas Esfuerzo Observaciones
horas/hombre

Alrededores de la cabafia 5:30 pm 6:30 pm 2 horas Neblina

Sendero via Junin 9: 00 am a 12:00 m 6 horas Soleado

Sendero el Pangan 3: 00 pm a 6:00 pm 6 horas Llovizna

Sendero Bocatoma 9:00 pm 10:30 pm 3 horas

Sendero los venados 9:00 am a 2:00 pm 20 horas Soleado

Alrededores de la cabafia 4:00 pm a 6:30 pm 5 horas

Sendero el Pangéan, 9:00 am a 2:00 pm 15 horas Soleado

ruinas de la primer

cabafa del fundador de la

Reserva

Sendero via Junin, 8:30 am a 1:30 pm 10 horas Soleado

camino viejo hasta polea

Rio Nambi

Alrededores de la cabafia 3:00 pm a 4:30 pm 3 horas Con llovizna cerca de las
4:30 pm

Sendero los venados 9:00 am a 2: 30 pm 16,5 horas Llovizna hacia las horas

(1200 msnm) del medio dia

Sendero cabafia — Junin,  9:00 am a 2:00 pm 10 horas Soleado, con lluvia hacia

camino nuevo, la colinera las dos de la tarde

(cultivo de platano)

Sendero los venados 9:30 am a 6:00 pm 25,5 horas Soleado

(1200 msnm)

Sendero cabafa hacia 9:15 am a 3:30 pm 12,5 horas Soleado, con lluvia

Junin, camino viejo desde las 11:00 am a las
3:30 pm

Sendero Cabafia- Polea 4:00 pm a 7:30 pm 10,5 horas Llovizna

Nueva

Sendero la Sabaleta , 10:00 am a 1: 30 pm 7 horas Soleado

Alrededores Rio Nambi 6 horas Soleado

4:30 pm a 7:30 pm

Sendero los venados 8:45amab5pm 16,5 horas Cielo nublado con

(1200 msnm) llovizna hacia las horas
de la tarde

Sendero cabafia — Junin,  8:40 am a 1:00 pm 8,66 horas Soleado

camino nuevo hacia la

manzana

Sendero el Pangan 3:00 pm a 5:00 pm 6 horas Llovizna

Sendero los venados 9:50 am a 4:00 pm 14, 33 horas Soleado, con llovizna

(1200 msnm) hacia las horas de la
tarde

Cultivo de platano, 10:00 am a 1:30 pm 14 horas Soleado, con llovizna

descenso desde la
carretera, por la torre de
Movistar

hacia el medio dia
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Anexo C. Tabla de Registro. Extracciéon de veneno en el Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Cauca.
Estado de crecimiento, AD: adulto, JU: juvenil, NE: neonato. Sexo, m: macho, h: hembra.* Resultado de tres extracciones.
Poblacién Numero de NUumero de Fechade Fechade Lugar de Procedencia Estado de Sexo Talla Peso Colector de  Veneno
Campo Terrario Captura Ingreso crecimiento (cm) (9) veneno
B. asper  CIBUC-Se-000 20 Sin dato Sin dato Municipio ElI Tambo, AD Sn 142 1300 José Arnulfo 1,3 ml
de El Sin dato Departamento Cauca Camacho
Tambo, CIBUC-Se- 4 29/07/02  29/07/02 Corregimiento Huisito, El AD Sn 130 800 José Arnulfo 0,5 ml
Cauca 0004 Tambo, Cauca (1000 m) Camacho
(Ba-T) CIBUC-Se- 55 21/05/06  23/05/06 Corregimiento Playa Rica, El AD Sn 125 800 José Arnulfo 0,6 ml
00055 Tambo, Cauca (500 m) Camacho
CIBUC-Se- 102 24/09/07  03/10/07 Corregimiento Playa Rica, El AD Sn 140 700 Dany 1ml
00102 Tambo, Cauca (500 m) Santana
CIBUC-Se- 160 22/09/09  15/10/09 Vereda Nueva Granada, NE M 34,5 14 Edwin Royer 1,8 mg
00186 Corregimiento La Gallera, El Coral Plaza
Tambo, Cauca (500 m)
B. cf. CIBUC-Se- 129 Sin dato 11/10/08 Vereda Pomorrosos, AD Sn 119 1000 MD.Santiago 0,1 ml
asper del 00147 Corregimiento San Joaquin, El Ayerbe
Valle del Tambo, Cauca (1400 m)
Patia, CIBUC-Se- 85 26/08/07  27/08/07 Vereda Pomorrosos, AD Sn 125 500 Dany 0,09 ml
Cauca 00085 Corregimiento San Joaquin, El Santana
(Ba-P) Tambo, Cauca (1400 m)
CIBUC-Se- 1142 19/07/08  28/07/08 Vereda Versalles, Vereda AD H 124 1100 Edwin Royer 0,2 ml
00133 Pomorrosos, Corregimiento San Coral Plaza
Joaquin, El Tambo, Cauca
(1400 m)
CIBUC-Se- 113 01/01/08 02/01/08 Vereda Pomorrosos, AD Sn 128 400 MD.Santiago 0,3 ml
00113 Corregimiento San Joaquin, El Ayerbe
Tambo, Cauca (1400 m)
CIBUC-Se- 143 25/02/09  03/03/09  Vereda Frontino bajo, Municipio Ju Sn 56,7 51,6 Edwin Royer 5,6 mg
00162 La Sierra, Cauca Coral Plaza
B. asper CIBUC-Se- 172 11/08/09  19/08/09 Reserva Natural de las Aves el NE H 38 19 Edwin Royer 5 mg*
de 00193 Pangan, Municipio Barbacoas, Coral Plaza
Barbacoas Departamento Narifio
, Narifio CIBUC-Se- 173 11/08/09  19/08/09 RN de las Aves el Pangan, NE H 30 14 Edwin Royer 6,5 mg*
(Ba-N) 00194 Barbacoas, Narifio Coral Plaza
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Anexo D. Método de Biuret (1948)

Este método es simple, rapido y especifico, ademas se requieren cantidades
minimas entre 1 a 10 mg de proteina en la muestra para dar la lectura (Gornall et al.
1948). Para el desarrollo experimental del método inicialmente se debe elaborar una
curva de calibracion (Figura 33) con seroalbumina bovina (BSA) a una concentracion
de 3 mg/ml; se agrega 0.9 g de albumina a 300 ml de agua destilada, se agita
suavemente y se deja varias horas o durante toda la noche a 4°C, luego se mezcla
suavemente por inversion y se almacena a 4C. La curva se construye con las
concentraciones de BSA frente a la lectura de las absorbancias respectivas (previa
adicion del reactivo de Biuret), posteriormente la ecuacion obtenida a partir de la

regresion lineal, permite encontrar las cantidades de proteina presentes en la
muestra.
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Costa Rica
Poblacion 5

Poblacion 4

Ba-P Ba-N

Suroccidente de Colombia

Ba-T

ausencia.

Banda N°

a partir de la comparacion con marcadores de pesos moleculares estandar. B. asper
de ElI Tambo, Cauca (Ba-T); B. cf. asper del Valle del Patia, Cauca (Ba-P); B. asper
de Barbacoas, Narifio (Ba-N); poblacion 4: Costa Pacifica Costa Rica; poblacion 5:

Caribe Costa Rica. * Individuos neonatos; °individ uo juvenil menor de un afio. 1

Anexo E. Matriz cualitativa de bandas proteicas de B. asper y B. cf. asper. Obtenidas
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Anexo F. Andlisis Probit. Método de Finney. A. B. asper de El Tambo, Cauca. B. B.
cf. asper del Valle del Patia, Cauca.

Anahsm Probit - MetodoaneﬂDlstnb cién Lognorm I]

Log10[Dosis (Estimulo)] Porcentaje Actual :'ﬁ} Porcentaje Probit (%) N E(E} Diferencia Chicuadrado
1,6335 0,0417 0,03 G 0.25 0,1801 0,0699 0,0271
1,716 0,0417 0,0719 G 0,25 0,4314 -0,1814 0,0763
1,7993 0,0417 0,1494 5] 0,25 0,8966 -0,6466 0,4663
1,8751 0,1667 0,2564 G 1 1,5381 -0,5381 0,1883
1,9542 0,6667 0,4002 G 4 24012 1,5988 1,0646
20334 0,9583 0,5592 G 575 3,3552 23948 1,7093
21106 0,6667 0,7056 G 4 4,2335 -0,2335 0,0129
21903 0,8333 0,8277 G 5 49662 0,0338 0,0002
22695 0,8333 0,911 G 5 5,466 -0,466 0,0397
2,3483 0,8333 0,9597 G 5 5,758 -0,758 0,0998
Chi cuadrado
Chi cuadrado 3,6845
Grados de Libertad 8
nivel p 0.8844
Percentil de Dosis (Estimulo)
Percentil Probit (Y) Log10[Dosis (Estimulo)] Error Estandar Dosis (Estimulo) Error Estand
1 2,6732 1,5455 0,1255 35,1179 10,2889
5 3,3548 1,6798 0,0936 47,8462 10,3968
10 3,7183 1,7515 0,0777 56,426 10,1463
16 4,0056 1,8081 0,066 64,2834 9,8086
20 4,1585 1,8382 0,0603 68,904 9,6028
25 4,3258 18712 0,0547 74,3375 9,391
30 4,476 1,9008 0,0504 79,5802 9,2525
40 47471 1,9542 0,0449 89,9964 9,311
50 5 2,0041 0,0432 100,9417 10,053
60 5,2529 2,0539 0,0453 113,2183 11,824
70 5,524 21073 0,0512 128,0372 15,1164
75 56742 2,1368 0,0556 137,0673 17,6075
80 58415 21699 0,0614 147 8759 20,9658
84 5,9944 22 0,0671 158,5048 24,5094
90 6,2817 22567 0,0789 180,5769 32,9901
95 65,6452 23283 0,095 2129581 46,9324 A
99 7,3268 2 4626 0,1269 290,1433 85,9712
Nivel del intervalo de confianza 0,05
Anahsm Probit - MetodoaneﬂDlstnhumon Lognorm I] _
Log10[Dosis (Estimulo)] PorcentaJeActuaI:%} Porcentaje Probit (%) N E(R) Diferencia Chi cuadrado
1,6128 0,1667 0,2443 G 1 1,4656 -0,4656 0,1479
1,699 0,5 0,4978 G 3 2987 0,013 0,0001
17782 0,8333 0,7343 G 5 4,4058 0,5942 0,0801
1,8451 0,9583 0,8769 G 5,75 52614 0,4886 0,0454
1,9243 0,8333 0,9634 G 5 5,7801 -0,7801 0,1053
20043 0,9583 0,9924 G 575 5,9546 -0,2046 0,007
20828 0,9583 0,9989 g 5,75 5,9932 -0,2432 0,0099
21614 0,9583 0,9999 G 575 5,9993 -0,2493 0,0104
2,2405 0,9583 1 G 575 g -0,25 0,0104
Chi cuadrado
Chi cuadrado 0,4165
Grados de Libertad 7
nivel p 0,9997
Percentil de Dosis (Estimulo)
Percentil Probit (Y) Log10[Dosis (Estimulo)] Error Estandar Dosis (Estimulo) Error Estand
1 2,6732 1,4078 01774 25,5756 10,7415
5 3,3548 1,4933 0,1359 31,1393 9,9032
10 3,7183 1,5389 0,1142 34,5858 9,2026
16 40056 1,5749 0,0976 37,5778 8,513
20 4,1585 1,5941 0,0889 39,2751 8,0088
25 4,3258 1,6151 0,0798 41,2188 76137
30 4,476 1,6339 0,0719 43,046 71573
40 47471 1,6679 0,0589 46,5511 6,3295
50 5 1,6997 0,0491 50,0787 5,6725
60 5,2529 1,7314 0,0432 53,8736 5,3688
70 5,524 1,7654 0,0431 58,2605 57875
75 56742 1,7842 0,0459 60,843 6,4355
80 58415 1,80582 0,0509 63,8542 75007
84 5,9944 1,8244 0,0569 66,7382 8,7635
90 6,2817 1,8604 0,0703 725118 11,797
95 65,6452 1,906 0,0898 80,5373 16,7755 B
99 7,3268 1,9915 0,1295 98,0575 29,6767
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Anexo G. Registro fotografico de actividades bioldgicas en pacientes mordidos por B.
asper de El Tambo Cauca y B. cf. asper del Valle del Patia, Cauca.

Figura 35. Hemorragia gingival. Agente B. cf. asper. Cortesia: Hospital Universitario
San José ©, Popayan, Cauca. Fotografia: Ayerbe, S. 2008.

Figura 36. Efectos producidos por envenenamiento de B. asper. A. Gangrena,
sindrome compartimental. B. Sindrome compartimental. Cortesia: Hospital
Universitario San José ©, Popayéan, Cauca. Fotografia: Ayerbe, S. 2008.
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Anexo H. Convenios institucionales y permisos ambientales.

OORVENTIO DE OOLARORMCION ACADEMICA, CTENTIFICR ¥ CIMUTRmAT, . ENTHRE LA
IMIVIERSTIOAD DEL CAVECR Y LA INIVERSIDAD DE MAELRO. -

Prtre los suscritos, HERMAN OTUNIEL FERNANDEZ OREXORSR, moyor de edad,
identificado oon 1o ofdula de elodadanTa nimero 10°515.444, oopedida
en Popayan, «n sy cacicter de Roctor de la Universidad del Couca, v
i o mismo, oomo represontante lagal de eske establecimiento Pkl
e Wacional, doouna parto, guien ira efectos de este dommonen  Se

tepeominanh ULDOCL y, ok obea, EFREN CORAL CUNINTERD, tambifin mayor de
rdnd, denLificade con la ofdula de civdadania Mo. 5"199.650 espexli-
da en Pasto, on su calided de Rector de ia tmiversidad de Narifio, v
For 1o mismo, represcntante fegal de dicha Tnetitucing v rue en iy
Tanbe se Llamard UNIVERSTDAL BOE WARIRD, celstranos ol presente cOve
micy, prewvias las siquipontes

CONSIDRDERACITIONES 1

T La .0y Lo Universidad de Marifio, esclin interessias on rea
Lizar acciones bLendientes al desarrollo de actividasdes oon pro
weriTH comund taria.

n Moz Tnstitacionss: se epciontran unidas por una coominidsd  de
intoreses v objetivos on los campos acadfmioo, cientffion v ol
tueal,

ITT  Pacs lograr <l avance acadfmico v cultural de fundamantal im
ertancia M 52 astablesgcan relaciones de intercamhio en estos
CAmpos,

w Son procisamente las Universidades, las Institucionos 1lamadas,
por razin de su misifn, Finalidad y objetivos, a establecer ea

nales Ao oomnicacitn qgue permitan ] inteccanbin del oonoci -
mientn clentifico v cultoral.

Al mfmete, han decidido concertar on esta fecha un Qorwvenio de S
ramidn headfmica, ClentIfica vy Cultural, gque s regirf por las gi -

mientas

CLAUSULAS::

PRIMERA, LA UNIVERSTDAD DEL CAUCA Y LA UNIVERSIDAD DE NARIFKD, se com
promeien a realizar conjuntamente los siguientes programas @ 1) FOR-
MACTON AVANZADN, TROFESIONAL ¥ TECNOLOGICA: Bealizacifin de Progra
mags conducentes a la dbkencifin de tftules de Doctor, Magister,
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COPRERTD DY DOUASRMIIOR ACROIMICA, CIESTIFTCH ¥ CULTURAL, ENITE LA
UNIVFRSTIWD iDL OV ¥ 1A TRIVERSIDAD DE HARTRD. da: Peag-

Fajamainlista, Petleatomal é Twomdlogo. 3y ACTUALTIAAIION ¢ Blwsalr, im—
plomoitacifn ¥ revielfn de curses real ixados balo Ias modalidades da
Fmilnacics, Sieposios, (ologuios; Toeos; Mesas #edogelas; Gonfe-
e, o, ) FTIMACHN UE DCETS: Bl ovwonio fspocticd Mooma
mifin Y Capord tacitn doeente mhxliantes Programs o souctde) dasarro-
Har Ins dea Institociones. 4) ASESORIAS: Bl Comemnis incluitd aotd
Pidades confuntas en consuliorTa v asssoria o ocgonlmnos de lof Secs
tores piblion ¢ peivado, que asi 1o cmtraten. 5) [WESTISACLION: T
I e paansdidn v tod 1os Progremas do fommacife smnzada 3 lon de -
mis e somerten dessrmmollae las parkes, U, de Nacifo v 1o U.D.Conde
oviwin aceEerds, establesesin o Programa goneral dee Lensklgnedfn,
Tnmlmonts los propecbos podeda Finanoarde con el cooourss dal 0PI
IHCTENCLNS v obras  organionee sl doos v privados. B) DESARROLIOG
ETTICIOAL = Gas des Ui versidades establecerin progranas do dess
rrel o Institiefemal . T)  DESARIOLZO FEGTONAL. @ Ta U000, p 1, de Ha
Eifs, estudiarin actiones conjuntas poaca progeeer el desarooslio oo
anl. FEGWOAL U, DE BARLOG, v 1la U0.G. peocuracsn la Cotmalisieiin
fe cbrom orewenios oon opganisans dal sectop pibliboe y priveds, nocio—
fLLlEH & ITMRETHASGna los, e obtener sentrlbuciones 8 sus olriet ivos
¥ Fires en maberia oultural, elentificn, acadfmica, tecnolfgloa, €1 -
neticlesa v locativa. TERCTIR,. Eabe comenio debecfi sor sproiedo dooa
eviencky oy e Aisporiviones logalen de coda wia dw 1k partes mooLr
tanles v entrard on vigor 8f d7a de su Lirma, slguiends los proewedd] -
mienbon e rigor. COGAEM. Ta miterializscifin da lan anciones preeds
bas e opl Compnemin, == Llevard a cabo mediants scoerdos especifions,
en tllos e detallardn, tanto lad actlvidades como los madics de Finan
olscifin de 1nn mismas. QIR El messnto comvenic tonded dueacidn
do cingn (5] afiod, contados & pectir de la fecha de suscripoifin del
femonte docesmin ¢ pad peorrogado tSeitamente por iguales peritdos
o Ll 4 mence e B prepongo su mod] Pleacifm o amilacitn a {ni-
ciotiva de enalqulu s dy lay don parces, & dn flinimo de oenenka (88)
dias, antes do la Techa de mu vencimienbo. En cang que Alguma G las
partos depee darlo por berwdinado se comoomnte a oanplic les aociones
ifhie me hubieren ya iniciodo. Poaca omplancla se Fioea en popaydn o
Lo Yijw 0

myp:?amr:m Pez. uiur;:n
LKl .
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UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
INSTITUTO CLODOMEO PICADO !
Faculiad de Microtiologia, Cindad Usiversitania Rodrizo

Facdo 3an Fomd, Cosia Rica. Teds (306) IIT9-0544 ITI9-3133
Fax (306) T191-0455, E-madl sepTO8cn moraccr

28 de abnl, 2005
ICP-367-08

Senorta

Cigna Mora Obando

Programa de Biologia

Facultad de Ciencias Exactas y Natursles
Universidad de Marino, Colombia

Estimada senornta Maora:

Tengo el agradode informarie que su solicitud de pasantis para reslizar expenmentos enal
marco de su propuests detesis titulads "AMALISIS DE LAVARIACION PROTEICADE LOS
YWEMEMOS DE Botirops ssper(Gamnan, 1884) DE LA RESERVAMATURAL DE LAS AVES
EL PAMNGAM, BARBACOAS [MARIMO, EL TAMBS ([CAUCA) Y Bothrops of. asperDEL
WALLE DEL PATIA{CAUCA) " hasido aprobeda porel Consejo Cientifico del Instituto
Clodomiro Picado, Universidad de Costa Fica, en sesion del pasado 27 de Abril.

Curante ests experencia, e pretends que usted desamolle prusbasde letalided v
caracterizacion bioquimica de venenosos de B. ssperquetraensa pars talfin. Losinsumos
requendos pars semejanies ensayos sanan aportedos por nuesta institucion, mientras que
los fondos de transporte y manutencion comerian porsu parte. La supervision de su trabajo
en Costs Rics sena miresponsabilidad,

Las fechas pars efectuarls expenencia podremas determinarzss pormutuo acuerdos su
debido momento, y se espera que los resultados de la pasantia tengan carscter colsborativo.

Sirequiere de mayorinformacion, porfavorno dudeen contactame.

Atentamenta,

Mshmood Sasa, Ph.D.
Profesor Asocciado

Co: archivo
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