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RESUMEN

En el presente trabajo se realizé un estudio de los perfiles de
elucion de dos lotes del veneno total de serpientes Crotalus
durissus cumanensis, provenientes de la Villa del Rosario (es-
tado Zulia) y Mene de Mauroa (estado Falcén), con la finalidad
de compararlos con los perfiles de elucién de serpientes de la
misma especie pero de distinta zona geografica. lgualmente,
se realizaron comparaciones con los perfiles de elucién del ve-
neno total de las serpientes venezolanas Crofalus vegrandis y
Crotalus pifanorum y con serpientes de varias especies del gé-
nero Bothrops venezolanos y suramericanos, con los cuales
guarda relaciones filogenéticas cercanas, para establecer se-
mejanzas y diferencias primarias en sus composiciones protei-
cas. Los perfiles de elucidén se obtuvieron mediante cromato-
grafia de exclusion molecular utilizando una columna
XK26/100 empacada con Sephadex G-100 Superfine con una
longitud de 95 cm y una velocidad de flujo de 7,4mlL/hora. Los
perfiles de elucién de ambas zonas presentaron un total de 8
picos o fracciones cada uno, manteniendo patrones de elucién
muy similares, pero observandose marcadas diferencias en los
tamarios de los picos |, IV, V y VI al compararlos entre si. De
la misma manera se encontraron similitudes en las posiciones
y tamanos de los picos de menor peso molecular al comparar
estos perfiles con los del género Bothrops considerados.
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ABSTRACT

The present work make a study of the elution profile of two
whole snake venom pools of Crofalus durissus cumanensis
from La Villa del Rosario (Zulia state) and Mene de Mauroa,
(Falcon state), in order to compare their elution profiles with
the elution profile of the same snake venoms species from
other geographics areas. Likewise, they were compared with
Crotalus vegrandis and Crotalus pifanorum venoms elution
profiles and some elution profiles of Venezuela and
southamerican’s Bothrops genera, due to their close phyloge-
netic relationship, to stablish resemblances and differences
between proteic composition. This study try to make a com-
paration among different elution profiles to find protein com-
position differences. The elution profile was obtained by mo-
lecular exclution chromatography using an xk26/100 column
packed with Sephadex G-100 Superfine, of 95 cm long at 7,4
ml/h of flow velocity. The elution profile of both zones showed
eight peaks each one, keeping elution standards very similar,
but with different sizes in the peaks number I, IV, V and VI.
Also, were found similitude of size and position among the
lower molecular weight, in comparation with the Bothrops
genera picks.
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INTRODUCCION

La serpiente Crotalus durissus cumanensis (cascabel
comun) se encuentra ampliamente difundida por todo el territo-
rio nacional hasta los 2.500 metros sobre el nivel del mar. Tie-
ne habitos nocturnos y vespertinos y prefiere vivir en zonas
bajas y calidas. Posee un veneno muy activo y neurotoxico [4].
Los venenos de las serpientes, especialmente los de la familia
Crotalidae, contienen un gran nimero de proteinas, farmacolo-
gica y bioguimicamente activas. No sélo son los venenos més
complicados, en comparacién con los de los venenos de otras
familias, también contienen las proteinas de mayor peso mole-
cular [8]. Por ejemplo, al comparar los patrones de fracciona-
miento obtenidos por la separacion de ocho venenos de las fa-
milias Crotalidae, Viperidae y Elapidae sobre Sephadex G-75y
G-50, todos los venenos de la familia Crotalidae presentaron
patrones de elucidon mas cercanos al volumen vacio que los de
las otras familias, lo que sugiere que éstos poseen fracciones
de pesos moleculares mucho mas altos. [8]. En vista de la
complejidad de la naturaleza de estas sustancias, en este tra-
bajo se realiza un estudio comparativo a nivel cromatografico
entre los perfiles de elucidn de los venenos totales de la ser-
piente Crotalus durissus cumanensis de la Villa del Rosario
(estado Zulia) y Mene de Mauroa (estado Falcon), correlacio-
néndolos con los perfiles de elucién de otras cascabeles de la
misma especie y distinta zona geografica, del mismo género
pero diferentes especies y con serpientes del género
Bothrops. El fraccionamiento del veneno total mediante la cro-
matografia de exclusién molecular, constituye el primer paso
para la caracterizacion de los venenos de serpientes, por
cuanto inicia el aislamiento de los diferentes principios activos

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de la muestra de veneno total

Los lotes de veneno de Crotalus durissus cumanensis
fueron obtenidos a partir del ordefio manual de los 7 animales
procedentes de la Villa del Rosario y 5 animales procedentes
de Mene de Mauroa, sedados con Didxido de Carbono (COy) y
mantenidos en cautiverio en el bioterio de serpientes de la Fa-
cultad de Ciencias Veterinarias, Universidad del Zulia. Inme-
diatamente después de la extraccion, el veneno fue liofilizado
y almacenado en viales a -20°C.

Fraccionamiento del veneno total

El fraccionamiento del veneno total fue realizado por cro-
matografia de exclusion molecular utilizando una columna de
95 ¢m de largo por 2,6 cm de ancho empacada con Sephadex
G-100 (Pharmacia Fine Chemicals) utilizando como eluente
buffer acetato de amonio 0,2M a pH 6,8. Para cada fracciona-
miento, se disolvieron 200 mg de veneno seco en 5 ml de
eluente, centrifugados a 3.000 rpm a 4°C y eluidos. Las frac-
ciones fueron recogidas en alicuotas de 4 ml/tubo mediante un
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colector automatico (SupreFrac, Pharmacia Biotech). Todo el
proceso fue realizado en un cuarto frio a 4°C [5].

Determinacion del perfil de elucion y obtencion
de las fracciones

Los eluatos fueron leidos a 280 nm con un espectrofoto-
metro UV-VIS Shimadzu UV-1201 y se trazd el perfil de elu-
cion. Las fracciones por debajo de cada pico fueron reunidas
por separado, liofilizadas y guardadas a —20°C [5].

Analisis de resultados

Los resultados obtenidos a partir de los fraccionamientos
de los lotes de veneno total Crotalus durissus cumanensis de
la Villa del Rosario y Mene de Mauora seréan comparados con
los reportados para los venenos totales las serpientes C. du-
rissus cumanensis de otras zonas del pais, C. pifanorum,
C. vegrandis y los de reportados para varias especies de ser-
pientes del género Bothrops venezolanos y peruanos.

Resultados

Fraccionamiento del veneno total y determinacion
del perfil de elucion

La FIG. 1 muestra los perfiles de elucién obtenidos a
partir del fraccionamiento de los lotes de veneno total de la
serpiente Crotfalus durissus cumanensis provenientes de la Vil-
la del Rosario y Mene de Mauroa, respectivamente. Se realiza-
ron 6 corridas para cada muestra de veneno, obteniéndose en
cada caso una alta reproductibilidad de los patrones de elucion
para cada tipo. En ambos perfiles de elucién se observaron 8
picos claramente identificados, con concentraciones proteicas
variables que comenzaron a eluir con el volumen vacio (Vo) de
la columna. Con respecto al perfil de elucidén del veneno total
proveniente de las serpientes de la Villa del Rosario, se obser-
v6 que los picos | y Il poseian pesos moleculares muy cerca-
nos entre si, siendo el pico | de menor tamano que el pico |,
de la misma manera los picos Ill, [V y V se muestran muy cer-
canos, siendo el pico IV el de mayor tamano y el pico Il el de
menor tamafo. Por Gltimo, los picos VI, VIl y VIl se comportan
como picos individuales y bien definidos. En el caso del perfil
de elucion obtenido a partir del veneno de las serpientes de
Mene de Mauroa, se observo que el patron de distribucion de
los picos se mantuvo muy similar al obtenido con veneno de
las serpientes de la Villa del Rosario, pero con claras diferen-
cias en cuanto a las concentraciones proteicas en los picos |,
IV, V y VI mostrados en éstos.

DISCUSION

Comparando los perfiles de elucién de los venenos de
los lotes de trabajo de la Villa del Rosario y Mene de Mauroa
con los de otras serpientes venezolanas de la misma especie,



Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. X, N® 1, 37-41, 2000

Villa del Rosario

Mene de Mauroa
iv \

\Y/ iiﬂ
g 2
o
@ v (M
[ ]
o
(i
1
1l 1 i v
Vil I Vil
I Vii
0
N° Tubo

FIGURA 1. PERFILES DE ELUCION DE LOS VENENOS TOTALES DE Crotalus durissus cumanensis
DE LA VILLA DEL ROSARIO (ESTADO ZULIA) Y MENE MAUROA (ESTADO FALCON).

pero de distintas zonas geograficas y del mismo género y dis-
tinta especie, se observaron importantes diferencias a nivel in-
terespecifico y de menor magnitud a nivel intraespecifico.

El perfil de elucion obtenido a partir del veneno total de
Crotalus durissus cumanensis de la regién del Guri, estado
Bolivar [9], presento siete picos, uno menos que el perfil de los
venenos de la presente investigacion. De la misma forma, el
perfil de elucidén del veneno total de C. durissus cumanensis
provenientes de la regién de Clarines, estado Anzoategui [1],
presentd siete picos, con un volumen de elucion similar al de
los venenos de cascabel de la Villa del Rosario y Mene de
Mauroa, en comparacion con los ocho picos presentados por
los venenos de este trabajo. El pico faltante en el perfil de elu-
cién del veneno de Clarines corresponde a los picos Il obser-
vados en los perfiles de los venenos de esta investigacion, los
cuales se presentan de muy baja concentracién proteica. Rela-
cionando los perfiles de elucién de los venenos de la Villa del
Rosario y Clarines, se observd que existe similitud proporcio-
nal en el tamafio y posicién de los picos | y || de ambos vene-
nos. El pico IV del perfil de elucién del veneno de la Villa del
Rosario presenté mayor concentracién proteica que el homalo-
go del veneno de Clarines, que corresponde al pico Ill de di-
cho perfil de elucién. El resto de los picos presentaron propor-
cionalidad en sus concentraciones proteicas. Comparando los
perfiles de elucion de los venenos de Mene de Mauroa y Clari-
nes, se observd la misma situacion con respecto a los picos |,
Il'y IV de La Villa del Rosario, encontrandose diferencias en
los picos V y VI del perfil de elucién de Mene de Mauroa los

cuales presentaron mucha menos concentracién proteica que
sus homologos de Clarines (picos IV y V). El perfil de elucion
del veneno de C. durissus cumanensis de Clarines mantuvo el
patrén observado para los dos ultimos picos de menor peso
molecular al compararlo con los venenos de la Villa del Rosa-
rio y Mene de Mauroa. [1].

El veneno total de la serpiente Crotalus vegrandis, [2],
presenté tres picos menos que los venenos de la Villa del Ro-
sario y Mene de Mauroa, manteniendo el patrén de los dos ul-
timos picos de menor peso molecular. El volumen de elucién
del veneno de C. vegrandis fue similar al de los venenos utili-
zados del presente trabajo, lo cual sugiere que las proteinas
de mayor peso molecular de los tres venenos son similares.

Comparando con el perfil de elucion del veneno total de
la serpiente C. pifanorum [7] se observé que éste presento
cuatro picos menos que los venenos de las serpientes de la
Villa del Rosario y Mene de Mauroa, manteniendo la similitud
en la presencia de los dos Ultimos picos de menor peso mole-
cular. Su volumen de elucién fue un poco mayor al de los ve-
nenos de trabajo, lo cual indica que las proteinas de mayor
peso molecular de Crotalus pifanorum son de menor tamafio
que las presentes en los venenos de la Villa del Rosario y
Mene de Mauroa [7].

Relacionando los perfiles de eluciéon de los venenos de
Crotalus durissus cumanensis de la Villa del Rosario y Mene
de Mauroa con los perfiles de elucién de los venenos totales
de serpientes de las especies B. colombiensis [3] y B. vene-
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zuelensis [5] de Venezuela, se observd similitud en la pre-
sencia de las dos fracciones tipicas de menor peso molecu-
lar localizadas al final de los perfiles de elucién y en los vo-
limenes de elucién de los venenos, cercanos al volumen de
exclusion de la columna. En general, ambas especies de
Bothrops presentaron un menor nimero de fracciones que
los venenos de Crotalus de trabajo. B. colombiensis presen-
té cinco fracciones mientras que B. venezuelensis presento
cuatro, en contraste con C. durissus cumanensis de La Villa
del Rosario y Mene de Mauroa que presentaron ocho frac-
ciones cada uno.

Con respecto a otras especies de Bothrops peruanos se
observéd que B. barnettiy B. pictus [6], presentaron los dos pi-
cos de menor peso molecular situados al final de los perfiles
de elucion. Por otra parte, B. atrox y B. hyoprorus del Per( no
presentaron las dos fracciones finales de menor peso molecu-
lar [6].

CONCLUSIONES

Los perfiles de elucidn de los venenos totales de las ser-
pientes Crotalus durissus curnanensis de La Villa del Rosario y
Mene de Mauroa presentan volimenes de elucién similares
para cada pico, aun cuando existan diferencias en las concen-
traciones proteicas de los mismos.

Las proteinas presentes en los venenos de las serpien-
tes de Crotalus durissus cumanensis de La Villa del Rosario y
Mene de Mauroa se caracterizan por presentar altos pesos
moleculares.

Los perfiles de elucidén de los venenos de las serpien-
tes Crolalus durissus cumanensis de La Villa del Rosario y
Mene de Mauroa presentaron importantes diferencias rela-
cionadas el nimero de fracciones obtenidas y las concentra-
ciones proteicas de las mismas, al compararlas con los per-
files de elucion de reportados para los venenos totales Cro-
talus durissus cumanensis de otras zonas geogréaficas de
Venezuela.

Se observaron importantes diferencias al comparar los
perfiles de elucién de los venenos de las serpientes Crotalus
durissus cumanensis de la Villa del Rosario (estado Zulia) y
Mene de Mauroa (estado Falcén) con los perfiles de las ser-
pientes Crotalus pifanorumy Crotalus vegrandis

Los perfiles de elucién de las serpientes Crotalus du-
rissus cumanensis de La Villa de Rosario y Mene de Mauroa
presentaron similitudes en el tamafio y localizacién de los dos
picos de menor peso molecular al compararlos con los perfiles
de elucién de los venenos totales de serpientes venezolanas
Bothrops venezuelensis, B. colombiensis y B. atrox y |las espe-
cies Bothrops barnetti, B. pictus, B. atrox y B. hyoprorus del
Perq.
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RECOMENDACIONES

Realizar analisis electroforéticos, tanto de los venenos
totales como de cada una de sus fracciones, para determinar
los rangos de peso molecular de los diferentes complejos pro-
teicos que conforman cada veneno.

Continuar el proceso de aislamiento de los distintos prin-
cipios activos presentes en estos venenos de importancia fisio-
patoldgica mediante la utilizacion de la cromatografia de inter-
cambio iénico.

Continuar los ensayos con venenos totales de las ser-
pientes de otras zonas geograficas del estado Zulia, tomando
en consideracion diferencias sexuales y etarias.

AGRADECIMENTO

Al los laboratorios de Bioguimica, Farmacologia-Toxico-
logia, Ciencia y Tecnologia de la Leche; a la Unidad de In-
vestigaciones Ofidiolégicas y a la Divisién de Investigacidn,
todos de la Facultad de Veterinaria. Al Consejo de Desarrollo
Cientifico y Humanistico (CONDES). A los laboratorios de In-
munologia y Ecologia Microbiana de la Facultad Experimental
de Ciencias, todos de la Universidad del Zulia, por la valiosa
colaboracién prestada durante el desarrollo del presente tra-
bajo.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[1] GRILLO, O.; SCANNONE, H. Fractionation of Crotalus
durissus cumanensis venom by gel filtration. Toxicon.
Vol. 14: 400-403. 1976

[2] GRILLO, O.; SCANNONE, H. Enzymatic activity and
other characteristics of Crotalus vegrandis snake venom.
Symposium on animal, plants and microbial Toxins:
223-229, Agosto 1976, San José, Costa Rica.

[3] GRILLO, O.; SCANNONE, H.; FERNANDEZ, Y. Estudio
del veneno de Bothrops colombiensis Fraccionamiento
por filtracion sobre Gel. Acta Cientifica Venezolana,
Vol.45. Suplemento No 1: 314. 1994

[4] LANCINI, A. Serpientes de Venezuela. Ernesto Armita-
no, Editor. Segunda Edicién: 209-212, 1986.

[5] LOPEZ, J.J.C., VARGAS, AM. FERNANDEZ Y.:
SCANNONE, H. Caracterizacién bioquimica y toxicolégi-
ca de la fraccién | del Veneno de la serpiente Bothrops
venezuelensis (TIGRA MARIPOSA). Acta Cientifica Ve-
nezolana, Vol. 45: Suplemento N2 1: 124, 1994,

[6] OREJUELA, P.; ZAVALETA, A.; SALAS, M.; MARSH, N.
Thrombin-like activity in snake venoms from peruvian
Bothrops and Lachesis genera. Toxicon. Vol. 29(9):
1151-1154. 1991



Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. X, N2 1, 37-41, 2000

SCANNONE, H.; VARGAS, A.; FERNANDEZ, |. Estudio
del veneno de la nueva especie de serpientes Crotalus
pifanorum, descrita en Venezuela (Sander. 1980). Acta
Cientifica Venezolana. Vol. 45. Suplemento N° 1:123.
1994.

TU, A. Venoms of Crotalidae, (Crotalids, Pit Vipers). In:
Venoms: Chemistry and Molecular Biology. A Wiley -

(9]

Interscience Publication, John Wiley & Sons, Ed. New
York: 211 - 231. 1977.

VARGAS, A.; FERNANDEZ, Y.; SCANNONE, H.; FER-
NANDEZ, N. Estudio bioquimico comparativo de la frac-
cion IV y el veneno total de Crotalus durissus
cumanensis de la region del Guri, estado Bolivar. Acta
Cientifica Venezolana. Vol.44. Suplemento N2 1: 35
1993.

41



	escanear0039.tif
	escanear0040.tif
	escanear0041.tif
	escanear0042.tif
	escanear0043.tif

