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1. RESUMEN
Las serpientes de la familia Viperidae se han destacado por presentar uno de los
venenos mas complejos de estudiar debido a la presencia de diferentes familias
proteicas las cuales pueden tener varias isoformas. Las especies de vipéridos que
causan mas accidentes ofidicos cada afio son Bothrops asper y Bothrops jararaca,
pertenecientes a la region del Occidente del Ecuador y a la Mata Atlantica de Brasil,
respectivamente. Se ha observado que las condiciones ambientales, el sexo, la edad y
alimentacion, pueden generan variabilidades en la composicion del veneno de las
serpientes. Sin embargo, existen proteinas que se encuentran compartidas como las
metaloproteinasas, serino proteasas, fosfolipasas, desintegrinas, lectinas tipo C y
miotoxinas. El veneno de B. jararaca es ampliamente estudiado por sus usos
farmacologicos, por lo que se ha identificado alrededor de 288 proteinas, mientras que
en B. asper solo se han evidenciado 25 proteinas, debido a la falta de estudios
relacionados a esta especie. Por ende, para llenar este vacio de conocimiento se evalué
la presencia o0 ausencia de las familias proteicas de la fosfolipasa A2, esfingomielinasa
D, conotoxinas, toxinas tipo A (CfTX-A), alergeno 5, arilsulfatasa y las toxinas de tres
dedos en el transcrito de la glandula venenosa de B. jararaca y B. asper. Debido al
tamafio de los archivos se requirié del uso de herramientas y paquetes bioinformaticos.
A lo largo de esta investigacién se encontraron que varias proteinas estan presenten en
los transcriptomas de ambas especies, no obstante, proteinas como las conotoxinas
estaban solo en B. asper y las neurotoxinas se encontraban solo en B. jararaca. Por lo
cual se concluyé que el andlisis proteico del veneno de las serpientes u otros
organismos es un reto, ya que estos pueden provocar un mismo efecto, pero a través
de diferentes vias y proteinas. Por tanto, si se llega a estudiar mas afondo la
composicion proteica del veneno se podran tomar medidas de prevencion y generar

tratamientos mas efectivos.

Palabras clave: herramientas bioinformaticas, conotoxinas, toxinas de tres

dedos, Bothrops asper, Bothrops jararaca.



2. ABSTRACT
Snakes of the family Viperidae have been noted for presenting one of the most complex
venoms to study due to the presence of different protein families which may have several
isoforms. The viperid species that cause more ophidian accidents each year are
Bothrops asper and Bothrops jararaca, belonging to the western region of Ecuador and
the Atlantic Forest of Brazil, respectively. It has been observed that environmental
conditions, sex, age and diet can generate variability in the composition of snake venom.
However, there are shared proteins such as metalloproteinases, serine proteases,
phospholipases, disintegrins, C-type lectins and myotoxins. The venom of B. jararaca is
widely studied for its pharmacological uses, so about 288 proteins have been identified,
while in B. asper only 25 proteins have been evidenced, due to the lack of studies related
to this species. Therefore, to fill this knowledge gap, the presence or absence of the
protein families of phospholipase A2, sphingomyelinase D, conotoxins, type A toxins
(CfTX-A), allergen 5, arylsulfatase and three-finger toxins in the poison gland transcript
of B. jararaca and B. asper was evaluated. Due to the size of the files, the use of
bioinformatics tools and packages was required. Throughout this research it was found
that several proteins are present in the transcriptomes of both species, however, proteins
such as conotoxins were found only in B. asper and neurotoxins were found only in B.
jararaca. Therefore, it was concluded that the protein analysis of snake venom or other
organisms is a challenge, since they can provoke the same effect, but through different
pathways and proteins. Therefore, if the protein composition of venom is studied in more
depth, it will be possible to take preventive measures and generate more effective

treatments.

Keywords: bioinformatics tools, conotoxins, three-finger toxins, Bothrops asper,

Bothrops jararaca.



3. INTRODUCCION:

Las serpientes venenosas se caracterizan por tener colmillos frontales tubulares
y retractiles, ofreciéndoles una capacidad de morder e inocular una serie de compuestos
téxicos capaces de inmovilizar y matar a sus presas (Cundall, 2002), las serpientes con
este tipo de colmillos pertenecen a las familias de Atractaspidae, Elapidae y Viperidae
(Vonk et al., 2008). Esta ultima familia tiene en su veneno uno de los proteomas mas
complejos y dificiles de comprender, debido a la naturaleza de sus componentes y a los
diferentes tejidos y sistemas que pueden alterar, siendo el sistema circulatorio el mas
afectado (Leme et al., 2009). El tipo de veneno de las serpientes puede variar, sin
embargo, las familias Viperidae y Crotalidae presentan venenos ricos en proteinas que
actian sobre la hemostasia, provocando en sus presas diversos efectos

antiplaquetarios (Antunes et al., 2010).

Los venenos, contienen una mezcla de diferentes familias proteicas, y a su vez dentro
de cada una existen toxinas las cuales pueden variar en sus isoformas, razon por la cual
el estudio del veneno de serpientes se vuelve complejo (Olivera et al., 2022). Tasoulis
e Isbister, (2017) mencionan que las serpientes con colmillos frontales presentan
homologias en sus glandulas de veneno, esto abre la posibilidad de encontrar proteinas
similares en diferentes vipéridos. Sin embargo, las condiciones ambientales, el sexo, la
edad y alimentacion, generan variabilidades en la composicion del veneno de las
serpientes, aunque estas pertenezcan al mismo género o especie (Olivera et al., 2022;
Arnaud et al, 2019).

Actualmente se conoce que el veneno de los vipéridos del género Bothrops esta
conformado entre un 90% a 95% de su peso seco en proteinas, de las cuales, la mayor
parte son enzimas hidroliticas, tales como acetilcolinesterasas, ADPasas, fosfolipasas,
hialuronidasas, metaloproteasas, serino proteasas, entre otras, de igual forma tiene
proteinas no enzimaticas como desintegrinas, lectinas tipo C, miotoxinas, factores de
crecimiento endotelial, vascular y nervioso, péptidos potenciadores de bradiquinina,

cistatinas e inhibidores de proteasas tipo Kunitz (Pineda y Rodriguez, 2018).

En este estudio se emplearan los transcriptomas de las glandulas venenosas y proteinas
que estan en las bases de datos de libre acceso (NCBI y UniProt), de dos especies de
serpientes siendo estas Bothrops jararaca (Wied-Neuwied, 1824) y Bothrops asper
(Garman, 1884). En Brasil las serpientes del género Bothrops son las principales
responsables de accidentes ofidicos debido a su amplia distribucion geogréfica, en el

estado de Sao Paulo destaca Bothrops jararaca responsable de mas del 90% de


https://es.wikipedia.org/wiki/1824
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mordeduras (Serrano et al., 2014). Esta serpiente es una de las mas abundantes y
representativas de América del Sur, siendo su veneno uno de los més estudiados dentro
de los vipéridos, aportando significativamente en la produccion de farmacos
antihipertensivos (Almeida et al., 2021). No obstante, las mordeduras de B. jararaca son
un grave problema para la salud ya que generan edemas, equimosis, ampollas y
necrosis, asi como el sangrado continuo y la incoagulabilidad de la sangre, dichos
efectos han generado intriga en los cientificos con respecto a su funcionamiento
(Antunes et al.,, 2010). Sin embargo, los constantes estudios transcriptomicos y
protedmicos han demostrado que la letalidad del veneno de las serpientes esta dada
por la accion combinada de enzimas liberadoras de bradicinina, serinas proteasas, entre
otras (Antunes et al., 2010).

Nicolau y colaboradores, (2017) analizaron el veneno de Bothrops jararaca de una forma
mas detallada, puesto que se enfocaron en los peptidomas y proteomas
(proteopeptidoma), identificando 46 clases de familias proteicas, entre estas: las
metaloproteinasas incluyendo las desintegrinas (SVMP), las serinas proteinasas, la
lectina tipo C y la fosfolipasa A2. Dicha investigacién tuvo un resultado alentador, ya que
dentro de estas familias proteicas se lograron identificar 288 proteinas. Estos hallazgos
fundamentan la idea de que B. jararaca y otros vipéridos del mismo orden, presenta una
amplia gama de variantes proteicas posiblemente por modificaciones
postraduccionales, provocando que la diversidad proteica llegue a ser mayor a la

esperada.

Por otro lado, Bothrops asper es la responsable de la mayoria de accidentes ofidicos en
el Ecuador, siendo esta especie la causante del 77, 13% de mordeduras en las zonas
rurales del Guayas y Los Rios (Vélez et al., 2019). Esta serpiente se distribuye por
México, América central y América del Sur; su veneno se caracteriza por generar
edemas, ampollas, hemorragias, dafio de los vasos linfaticos y necrosis de la piel y los
musculos, siendo esta una de las razones para realizar estudios en la identificacién de

las toxinas responsables de dichos efectos (Herrera et al., 2016).

A partir del veneno de Bothrops asper se han aislado ocho familias proteicas:
metaloproteinasa, serina proteinasa, lectina tipo C, L-aminoacido oxidasa, desintegrina,
fragmento DC, proteina secretoria rica en cisteina y fosfolipasa A2 (Alape-Girén et al,
2009). Pero, a diferencia de la primera especie, el nimero de proteinas identificadas
son menos, siendo tan solo alrededor de 25 proteinas (Angulo y Lomonte, 2009).

Ademas, se ha estimado que el veneno de B. asper estd compuesto por:



metaloproteinasa (41-44%), desintegrina (1-2%), fosfolipasa A2 (29-45%), serina
proteinasa (4-18%) y lectina tipo C (0,5%) (Angulo y Lomonte, 2009).

La arilsulfatasa (AS) es una familia de proteinas enziméticas que se encuentra en varios
tejidos y fluidos, se clasifican en A, B y C, las dos ultimas pueden desulfatar
glicosaminoglicanos (Makita & Taniguchi, 1985), son componentes importantes del
cartilago y forman parte de la matriz extracelular de todos los 6rganos (Frati, 2012). A
su vez, esta enzima se encarga de regular la actividad metabdlica de los procesos
sulfatados como en las hormonas y en los neurotransmisores (Nok et al., 2003). Cabe
recalcar que existen muchos estudios del funcionamiento de esta proteina enzimética
en mamiferos, sin embargo, las investigaciones en reptiles son escasas debido a la
diversidad de componentes que presentan en sus venenos lo que dificulta su analisis,
no obstante, debido a las caracteristicas y funciones de la arilsulfatasa es posible que

contribuya a las caracteristicas toxicas del veneno de las serpientes (Nok et al., 2003).

La familia proteica de las toxinas de tres dedos (3FTx) estan relacionadas con la
letalidad de los venenos de varias especies de serpientes que pertenecen a la familia
Elapidae e Hydrophiidae, dicha familia proteica incluye a neurotoxinas postsinapticas,
cardiotoxinas, citotoxinas, inhibidores de la accién plaquetaria y bloqueadores de
canales i6nicos, dentro de este grupo las neurotoxinas son las mas abundantes y acttan

directamente con el sistema nervioso central y periférico (Roly, 2014).

La fosfolipasa A2 (PLA2) forma parte de las familias proteicas mas abundantes dentro
del veneno de las serpientes, extendiéndose entre miembros de la familia Viperidae,
Elapidae e Hydrophiidae, en el caso de los vipéridos se encontrdé que su veneno esta
compuesto entre un 32% a 59,8% de PLA2 (Xiao et al., 2017). Los efectos de dicha
proteina estan relacionados a procesos antiplaquetarios, hemorragicos, miotéxicos,
hemoliticos, convulsivos, cardiotdxicos, presinpticas y postsinapticas y formando
edemas (Pierre et al., 2005). Las alteraciones miotéxicas por PLA2 son los més
estudiados debido a que generan un desequilibrio en la homeostasis del calcio (Ca2+),

desencadenando una necrosis muscular esquelética aguda (Xiao et al., 2017).

La familia proteica de la esfingomielinasa D (SM-D) también llamada fosfolipasa D
presenta diversas actividades toxicas en relacion a la agregacion plaquetaria, en la

hiperpermeabilidad endotelial que promueve las hemorragias y en las respuestas



proinflamatorias que incrementa la inflamacién intravascular (Gomes et al., 2011). Los
estudios de SM-D se centran principalmente en los venenos de Loxosceles, puesto que
Su veneno en su mayoria estd compuesto por esta proteina la cual es responsable de
la destruccion de tejidos, insuficiencia renal, hemolisis y coagulacion intravascular (Da
Silva et al., 2020). Por otro lado, las serpientes dentro de su arsenal proteico pueden
generar los mismos sintomas debido a la accion de sus toxinas neurotoxicas,
hemoliticas y citotoxicas, esta ultima se caracteriza por inducir la necrosis muscular, sin
embargo, esto solo sucede en cierto tipo de serpientes como por ejemplo en la familia
Viperidae, a diferencia de familias como Colubridae y Elapidae, que destacan por su
veneno neurotoxico (Dunbar et al., 2019).

Las conotoxinas son proteinas que pertenecen a la superfamilia de conotoxinas T,
generalmente se encuentran en los moluscos marinos del género Conus, estas toxinas
se caracterizan por ser ricas en enlaces disulfuro y son empleadas para inhibir el sistema
nervioso y generar una paralisis inmediata, se estima que existen alrededor de 100.000
tipos diferentes de conotoxinas, de las cuales la gran mayoria aun no se han descubierto
(Ruiz et al., 2018). La eficacia de esta neurotoxina se debe a que actla sobre una amplia
gama de mecanismos como en los canales de calcio y de sodio, en receptores
nicotinicos de acetilcolina, en transportadores de noradrenalina, en el receptor NMDA y
en el receptor de neurotensina (Daly y Craick, 2009). La mayoria de muertes causadas
por esta toxina estan relacionadas principalmente a su actividad analgésica que provoca
una muerte “indolora” al inhibir los procesos neuromusculares (Duggan y Tuck, 2015).
En el caso de las serpientes también han desarrollado sofisticadas armas biolégicas
para sobrevivir, siendo las viboras del género Bothrops aquellas con una elevada
capacidad de inmovilizacién ya que pueden paralizar e inducir fallos en el sistema

circulatorio de sus presas (Serrano et al., 2014).

Las medusas al igual que las serpientes del presente estudio generan los mismos
efectos en sus presas, como el dolor cutaneo, necrosis, inflamacién, hipotension y
problemas cardiovasculares. En Australia la medusa que mas picaduras causa es
Chironex fleckeri (Southcott, 1956) cuyo veneno pertenece a la familia de toxinas
cnidarias que incluyen CfTX-1, CfTX-2, CfTX-Ay CfTX-B, las dos ultimas son conocidas
como toxinas A y B (Brinkman et al., 2014). Los estudios de Carter y colaboradores

(2010), demostraron que tanto la toxina A como la toxina B son citotéxicas, las cuales



provocan alteraciones del citoesqueleto de actina y promueven el deterioro de las

células epiteliales del intestino.

Finalmente, los antigenos 5 (Ag5), son proteinas propias del veneno de himendpteros
(hormigas, abejas y avispas) las cuales al picar desencadenan graves problemas de
anafilaxia, cuyos sintomas son: erupciones cutaneas, vomitos, dificultad para respirar y
shock (McLendon y Sternard, 2023). La proteina Ag5 pertenece a la superfamilia CAP,
las cuales son ricas en cisteina, antigeno 5y en proteinas relacionadas a la patogénesis.
A su vez, dicha proteina abunda en el veneno de especies de la superfamilia Vespoidea,
pero también existen hallazgos en plantas, sin embargo, su funcion sigue sin estar clara
(Blank et al., 2020).



4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL
Comparar la composicion proteica del veneno de Bothrops jararaca y Bothrops asper

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Recopilar informacion proteica de B. jararaca y B. asper que estan en los
repositorios de bases de datos (NCBI/UniProt).

Aplicar herramientas bioinformaticas para el analisis proteico.

3. Identificar las familias proteicas fosfolipasa A2, esfingomielinasa D, conotoxinas,
toxinas tipo A (CfTX-A), alergeno 5, arilsulfatasa y las toxinas de tres dedos en
el veneno de las dos especies.

4. Efectuar una comparacion que permita determinar semejanzas y diferencias que

presentan la composicion proteica de los venenos en las dos especies.



5. MATERIALES Y METODOS:

5.1. Obtencion de informacion:

En primer lugar, se emplearon los principales repositorios de bases de datos NCBI y
EMBL, para obtener las secuencias proteicas de cada familia a estudiar, siendo estas:
fosfolipasa A2, esfingomielinasa D, conotoxinas, toxinas tipo A (CfTX-A), antigenos 5,
arilsulfatasa y las toxinas de tres dedos, de diferentes especies como: Novipirellula
aureliae (Kallscheuer, 2020), Ophiophagus hannah (Cantor, 1836), Oxyuranus
scutellatus (Peters, 1867), Loxosceles laeta (Nicolet, 1849), Conus ebraeus (Linnaeus,
1758), Chironex fleckeri (Southcott, 1956) y Vespula germanica (Fabricius, 1793), (Tabla
1).

Para obtener los datos de los transcriptomas de la glandula venenosa de Bothrops
jararaca y Bothrops asper se usé el apartado de SRA del NCBI, siendo sus cédigos de
acceso SRR12800503 y SRR12915695, respectivamente. Los transcriptomas
analizados fueron secuenciados por lllumina, paired end segun los datos incluidos en el
NCBI. Cabe mencionar que se usO especificamente el transcriptoma de la glandula
venenosa Yy no el transcriptoma total porque uno de los objetivos de la investigacion es
identificar qué proteinas estan dentro del veneno de Bothrops jararaca y Bothrops asper,
caso contrario si se usaba el transcrito total existia la posibilidad de encontrar las

proteinas escogidas en otros tejidos como en los masculos o en el higado.

Para poder usar los datos provenientes del SRA se requeria descargar el paquete de
Linux “SRA-Toolkit” el cual permite abrir los transcriptomas y transformarlos a formato
Fasta (GitHub, 2022).

5.2. BLAST
Una vez descargada la informacion de los transcriptomas en formato fasta, se procedio
a realizar una base de datos local empleando el comando makeblastdb -in
SRR12800503 -dbtype nucl para los datos de Bothrops jararaca y para los datos de
Bothrops asper se emple6 el mismo comando, pero cambiando el codigo de acceso por
SRR12915695.

Con dicha base de datos ya era posible realizar un BLAST enfocado directamente a la
presencia 0 ausencia de las proteinas que previamente fueron descargadas en formato
fasta, dentro del transcriptoma de las dos especies a analizar. Para ello se emple6
tblastn -query proteina.fasta -db base_de datos -out nombre_salida. Los contigs

arrojados por el BLAST fueron escogidos de acuerdo al e-value mas bajo el cual
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describe qué tan similar es la secuencia query (proteina) frente a la secuencia subject

(transcriptoma) (Tabla 2).

Los paquetes de Linux tienen la ventaja de analizar grandes cantidades de datos, siendo
vital en esta investigacion, ya que el transcriptoma de Bothrops jararaca consta de 4.7
Giga bases y Bothrops asper cuenta con 3.99 Giga bases. A su vez, para evitar que los
paquetes descargados se solapen y generen fallos se realiz6 el analisis del BLAST en

un ambiente creado en Conda, con la ayuda del comando conda create -n blast.

5.3. Alineamiento y familias proteicas mas representativas
Posteriormente, con los contigs obtenidos a partir del BLAST local se llevo a cabo un
alineamiento multiple, el cual se realizé para cada familia proteica. Dicho alineamiento
fue ejecutado desde la terminal empleando el programa muscle, asi mismo, los
resultados obtenidos fueron observados desde la interfaz grafica “Jalview” que ayuda a

visualizar y analizar los datos de una forma mas eficiente.

Finalmente, se trabajo con el sitio web de Pfam, el cual permite identificar los dominios
conservados de cada secuencia proteica, siendo en este caso los contigs obtenidos del
BLAST local del transcriptoma de Bothrops asper y Bothrops jararaca.



11

6. RESULTADOS

6.1. BLAST realizado a través de la terminal de Linux
En el presente estudio se emplearon proteinas provenientes de la glandula secretora de
veneno de diferentes especies, entre ellas estan: cobras (Ophiophagus hannah,
Oxyuranus scutellatus), moluscos (Conus ebraeus), aracnidos (Loxosceles laeta),
medusas (Chironex fleckeri) y bacterias (Novipirellula aureliae). Los datos fueron
recopilados del repositorio de libre acceso NCBI, cuyos cédigos de acceso y familias

proteicas se encuentran detallados en la tabla 1.

Tabla 1: Proteinas de diferentes especies que se buscaran en el transcriptoma de la
glandula de veneno de Bothrops jararaca y Bothrops asper.

i . _ Numero de i
Proteina Familia proteica Especie
acceso
_ _ Novipirellula
Arilsulfatasa Arilsulfatasa TWU36542.1 .
aureliae
_ _ Ophiophagus
Arilsulfatasa-I Arilsulfatasa ETE71984.1
hannah
. Toxinas de tres Oxyuranus
Neurotoxina SNTX-3 A8HDK2.1
dedos scutellatus
Fosfolipasa A2
. _ Oxyuranus
homadloga a la cadena Fosfolipasa A2 P00616.2
o scutellatus
gamma de taipoxina
_ o _ Loxosceles laeta
Esfingomielinasa D Fosfolipasa D ABD15448.1
_ _ Conus ebraeus
Conotoxina Conotoxina T AGK23263.1
. _ . Chironex fleckeri
Toxina CfTX-A Jellyfish toxin T1PRE3.1
] Vespula germanica
Veneno alérgeno 5 CRISP P35784.1




Tabla 2: Porcentaje de identidad y e-value de cada proteina luego de realizar el
BLAST local en Bothrops jararaca y Bothrops asper.

12

% De identidad

% De identidad

Proteina _ E-value
con B. jararaca con B. asper
_ B. jararaca le-11
Arilsulfatasa 53 58
B. asper 4e-11
B. jararaca 2e-26
Arilsulfatasa-I 100 72
B. asper 3e-16
_ B. jararaca 9,1
Neurotoxina SNTX-3 36 0
B. asper 0
Fosfolipasa A2
P B. jararaca 9e-15
homologa a la cadena 65 67
gamma de taipoxina B. asper 3e-16
_ o B. jararaca 5,3
Esfingomielinasa D 41 52
B. asper 5,6
_ B. jararaca 0
Conotoxina 0 52
B. asper 2,4
. B. jararaca 0
Toxina CfTX-A 0 0
B. asper 0
) B. jararaca 2e-04
Veneno alérgeno 5 49 49
B. asper 5e-04

Los contigs obtenidos luego de hacer el BLAST fueron escogidos dependiendo del e-

value, ya que cuanto menor sea este valor, mas significativo serd el alineamiento. Sin

embargo, se descubrié que no todas las proteinas empleadas estan presentes en la

glandula de veneno de Bothrops jararaca y Bothrops asper por lo que se obtuvo un e-

value de cero, como es el caso de la toxina CfTX-A proveniente de Chironex fleckeri,

también conocida como avispa de mar o medusa de caja australiana (UniProt, 2023).

Lo mismo sucede para la conotoxina y la neurotoxina SNTX-3, que estan ausentes en

Bothrops jararaca y Bothrops asper, respectivamente.
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La siguiente tabla demuestra como cada proteina esta dividida en diferentes graficos los
cuales presentan dominios conservados obtenidos a través de la pagina web de Pfam.

Tabla 3: Resumen de la presencia de las proteinas en el transcriptoma de Bothrops
jararaca y Bothrops asper

) Procedencia de la ) _
Proteina . Figura Transcriptoma
proteina
Conotoxina Conus ebraeus 1 B. asper
) . ; B. jararaca
Arilsulfatasa Novipirellula aureliae 2
B. asper

; Oxyuranus B. jararaca
Fosfolipasa A2

scutellatus B. asper

Toxina CfTX-A Chironex fleckeri

6.2. Alineamiento para cada proteina desde el programa Jalview

En la figura 1 se observa que Bothrops asper comparte ciertas proteinas con la
conotoxina de Conus ebraeus (caracol marino), dichas similitudes permiten relacionar
el contig de B. asper con la secuencia proteica de la chi-conotoxin y la conotoxina T.
Cabe mencionar que la secuencia de B. asper que se emplea en este alineamiento no

demostré ninglin dominio conservado al analizarlo en la pagina de Pfam.

onotoxin_Ti1-58 TGK
hi_Conotoxin|Pfam|PF16981/1-55 -
onus_ebrasus|AGK23263.1/1-58

othrops asper|SRAR12915695. 12809435 2/1-20 § - - - = = = = @ o @ o e e e e e e e e e e e e oo
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Figura 1. Alineamiento de la conotoxina con respecto al contig de Bothrops asper.

En la figura 2 se muestra como la secuencia proteica de Bothrops asper y Bothrops
jararaca comparten varias proteinas con la bacteria Novipirellula aureliae, siendo estas:
SGNH hidrolasa, GDSL, acetilhidrolasa, sulfatasa, G6S, arilsulfatasa y alcalina
fosfatasa. Por otro lado, el analisis de Pfam encontré que tanto B. asper como B.
jararaca solo se relacionan con la superfamilia de SGNH hidrolasa.

170 130 130 200
= ——— —
QMNGELQHIRPEIVVLWVGE TN

Py e
= - lELFsPLHAL
hrops_jararaca|SRAL .1471445.2/1-49 JELFSPLHAL
er|SAAL2915695.11284473.2/1-43 B [ HAL
D5L|Pfam|PF13472/1-166 EFADRHA |
PPAF_acety _like|CDD|cd01820/1-212 EF¥ADRHA |
Wo ipirelluls_surelise| TWU36542.12-791
\Sulfatase|Ffam|PFO0884/1-383
G5 Jike|CDD|cd15031/1-481
Arylsul |PIRSAF 2-50/1-180
Alkaline_phosphatase _like|SUPERFAMIL Y|SSF53649/1-485 GIEHS Y LINGF LR
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Figura 2. Alineamiento de la arilsulfatasa con respecto al contig de Bothrops jararaca y
Bothrops asper.

En la figura 3 se observa que las secuencias de Bothrops asper y Bothrops jararaca
comparten una gran cantidad de aminoacidos con respecto a las proteinas obtenidas de
Pfam y con la secuencia de arislsulfatasa-l de Ophiophagus Hannah (cobra real). En el
alineamiento, la secuencia de B. asper y B. jararaca se relacionan con la familia proteica
arilsulfatasa B, con el dominio N-sulfatasa y con la superfamilia de la fosfatasa alcalina.
Es importante mencionar que se encontraron sitios conservados de sulfatasa en B.

jararaca mientras que en B. asper no se encontré ninguno.

B0 70 20 120

s s o L | L ,
FILTDDOGYHDVGEYHGED IOTR . - - - - - - RYQ IHTGLQHS | IRFROPMNCL,

oS- SoooooTTTTTT™™= . UUETET . - U a1= =0
:FILADDLGWNDVGWHGSQILTP -- - - T =
IFILTDDQGYHDVGYHGSDlQTP ---- R¥QIHTGLQHS | IRFROPMCL
s 1| it | 523/1-13 | [ CBRSOL I TG - - - m m m o e e e oo
Allcaline_phosphatase_like| SUPERFAMIL Y|SSF53649,/1-480 :F ILTDDOGYHDVGYHGSD IQTPY - - - - - RYQ IHTGLQHS | IRFROPMNCL
Extracellular : |PIRSRA|F 5-50/1-28 T [ CBREQLITGRYQ IH - = -« = = = e e mme e e o =
Sulfatase|Pfam|PFO08E4/1-40 B R Exx - -] - RYQIHTGLOQHS - - - - - - - - - -
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QMDRTRKAYPGYV
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DF §QMDRTRKATPG YV

PLHE

Figura 3. Alineamiento de la arilsulfatasa-I con respecto al contig de Bothrops jararaca
y Bothrops asper.

La figura 4 corresponde a las proteinas obtenidas de Pfam en donde la secuencia de
Oxyuranus scutellatus (taipan de la costa) hizo match con la superfamilia de snake toxin,
gue esta presente en venenos neurotdxicos y citotoxicos. Sin embargo, se esperaba
gue la secuencia de O. scutellatus esté relacionada con méas proteinas de la familia de
tres dedos (SNTX-3). Ademas, cuando se empleé la secuencia de Bothrops jararaca en

Pfam no se encontré ningin dominio o sitio conservado.
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20 0 ETy 50 a0 70 80
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Figura 4. Alineamiento de la neurotoxina SNTX-3 con respecto al contig de Bothrops
jararaca.

En la figura 5 se observa como las secuencias de Bothrops asper y Bothrops jararaca
comparten varias proteinas, las cuales fueron obtenidas de Pfam a través de la
secuencia de la fosfolipasa A2 de Oxyuranus scutellatus. Las proteinas que se
relacionan con B. asper son: la superfamilia de la Fosfolipasa A2, el dominio fosfolipasa,
CDD y el sitio activo de la histidina. En cuanto a B. jararaca, las proteinas relacionadas
son: la superfamilia de la Fosfolipasa A2, el dominio fosfolipasa, CDD vy el sitio activo
del acido aspértico (cuadro amarillo).

20 100 110 120 120 140

N [F ICNCDRSAA ICFAGAPYN- - - -

----------------------------------- - ICNCDRSAAIC- - - --- 4. - -

B R T IF ICNCDRSAAICFAGAPYN- - - -
Il

PLAZ aspartic_acid_active|PS00119/2-11

PLA2 _SUPERFAMILY/1-47

KLSACKSVLSEPMNDTYSYECNEGQLTCHNDDMNDECKAF ICNCDRTAVTCFAGAPRY
KLSACKSVLSEPNNDTYSYECNEGQLTCHNDDNDECK IF ICNCDRTAVTCFAGAPY

PLAZ domain_SUPERFAMILY/1-48

Oxyuranus_scutellatus|PO0616.2|PA2HG _OXYSC/1-1
'DD|ecd001251-115

PLA2 histidine_active_site/1-8

ol 42| SMART|SMO00S5/1-125

KLSACKSVLSEPNNDTYSYECNEGQLTCHNDDMNDECK

Figura 5. Alineamiento de la fosfolipasa A2 con respecto al contig de Bothrops
jararaca y Bothrops asper.

En este alineamiento se puede notar que las secuencias proteicas de Bothrops jararaca
y Bothrops asper tienen mucha similitud con respecto a las familias proteicas obtenidas
de Pfam. Se encontré que la secuencia proteica de Loxosceles laeta (viuda negra) se
relaciona con la superfamilia de la fosfolipasa-C y las fosfodiesterasas. Por otro lado, el
analisis de la secuencia proteica de B. jararaca y B. asper no mostraron ningin dominio

conservado.

La figura 6 demuestra que las secuencias proteicas de Botrophs jararaca y Bothrops
asper tienen ciertas similitudes con las secuencias proteicas de la fosfolipasa C y las
fosfodiesterasas. De la misma manera, se observa que comparten proteinas con la
secuencia CDD que es un dominio tipo fosfodiesterasa (GDPD) presente en las
esfingomielinasas D. Gracias al alineamiento se pudo notar que a diferencia de B. aspet,

B. jararaca presenta un cambio en las proteinas pasando de histidina (H) a prolina (P).
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SIO ?IO EIBO SIO
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oxosceles_laetalABD1544

Figura 6. Alineamiento de la esfingomielinasa D con respecto al contig de Bothrops
jararaca y Bothrops asper.

En la figura 7 se presenta solo la secuencia de la toxina CfTX-A de Chironex fleckeri
(medusa de caja) y sus respectivas predicciones de dominios citoplasméticos y dominios
de sefial N, C y H, obtenidos de Pfam. El resultado del presente alineamiento demuestra
gue solo una pequefia seccidén de la secuencia de C. fleckeri es compartida (cuadro
rojo).
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ails|Coil1-35 e VDEWTSG INOLVNOLNNVOODTA
ignalP_EUK|SignalP-no TM/1-18 MDY AF IVFLVEFYSGTLG- - - - - - - - oo oo oo oo oo
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Figura 7. Alineamiento de la toxina CfTX-A con respecto a las proteinas obtenidas de
Pfam a partir de la secuencia de Chironex fleckeri.

Finalmente, en la figura 8 se observa que las secuencias de Bothrops jararaca y
Bothrops asper tienen muchas similitudes con respecto a las proteinas obtenidas de
Pfam el cual estaba en base del Ag5 de Vespula germéanica también conocida como
avispa alemana. Dichas similitudes son en las proteinas CRISP, Ag5, la superfamilia
CAP y el dominio CDD.
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Figura 8. Alineamiento del veneno alérgeno 5 con respecto al contig de Bothrops
jararaca y Bothrops asper.
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6.3. Recopilacion de todas las proteinas obtenidas

Durante la busqueda de cada una de las proteinas en el transcriptoma de la glandula de
veneno de Bothrops jararaca y Bothrops asper, se obtuvieron contigs que fueron
empleados en la pagina web de Pfam. En algunas proteinas los resultados arrojados
fueron: dominios conservados, superfamilias y sitios activos, los cuales se muestran en
la tabla 4. Cabe mencionar que los dominios citoplasmaticos y de sefial relacionados a
la toxina CfTX-A no se encontraron en el transcriptoma de B. jararaca y B. asper.

Tabla 4. Recopilacion de todas las proteinas obtenidas a partir de los alineamientos en
Bothrops jararaca y Bothrops asper.

Proteina base

Dominios proteicos y sitios
activos identificados

Transcriptoma analizado

Conotoxina

Chi-conotoxin
Conotoxina-T

B. asper

Avrilsulfatasa

SGNH

GDSL
Acetilhidrolasa
Sulfatasa

G6S

Arilsulfatasa
Alcalina fosfatasa

B. asper
B. jararaca

Avrilsulfatasa-I

Arilsulfatasa B
Dominio N-sulfatasa
Fosfatasa alcalina

B. asper
B. jararaca

Fosfolipasa A2

Fosfolipasa A2
Dominio fosfolipasa
CDD

Sitio activo de histidina

B. asper

Fosfolipasa A2

Dominio fosfolipasa

CDD

Sitio activo del acido aspartico

B. jararaca

Esfingomielinasa D

Fosfolipasa C
Fosfodiesterasa
CDD

B. asper
B. jararaca

Toxina CfTX-A

Dominios citoplasmaticos
Dominios de sefial N, Cy H

Proteina ausente

CRISP
) CDD B. asper
Veneno alérgeno 5 SASP B. jararaca
g
Neurotoxina SNTX-3 | Snake-toxin B. jararaca
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7. DISCUSION

Se identificaron un total de 22 proteinas en los transcriptomas de la glandula venenosa
de Bothrops jararaca y Bothrops asper (Tabla 4). No obstante, dentro de los
alineamientos previamente hechos no se encontr6é ninguna relacion de la toxina tipo A
(CfTX-A) de Chironex fleckeri con respecto al transcrito de B. jararaca y B. asper. Esta
especie destaca por producir un veneno extremadamente potente, afectando
principalmente el sistema cardiovascular y promoviendo la actividad hemolitica en sus
presas (Brinkman et al., 2014). Sus toxinas han sido empleadas en analisis
bioinformaticos, lo que ha permitiendo conocer de mejor forma su estructura y funcion,

la cual se detallard més adelante (Brinkman et al., 2014).

En el presente estudio se reportd la presencia de la conotoxina en el transcriptoma de
Bothrops asper, dicha proteina es capaz de inhibir el sistema nervioso y generar una
paralisis inmediata (Ruiz et al., 2018). Se identificaron dos proteinas relacionadas a esta
toxina siendo la chi-conotoxin y la superfamilia de conotoxinas-T. Esta Ultima se
caracteriza por tener una longitud entre 10 y 17 aminoacidos siendo esto evidente en la
figura 1, ademas, las conotoxinas-T se divide en dos grupos, las conotoxinas T-1y las
conotoxinas T-2 que estan relacionadas con la chi-conotoxin (Liu et al., 2007). Los
efectos de estas toxinas se vinculan con problemas neuromusculares que conllevan a
una pardlisis y en algunos casos la muerte, esto se da porque actian en las vias
adrenérgicas las cuales son importantes en la transmision sinaptica del sistema nervioso

central y periférico (Alonso et al., 2003; Gilsbach et al., 2011).

La investigacion de Babenko y colaboradores (2020), revel6 que el veneno de Azemipos
feae de la familia Viperidae, presenta una mayor accion en coagulopatias y en menor
cantidad provoca neurotoxicidad que es dada por la accién de la fosfolipasa A2. Dentro
de dicha investigacion se evidencio la presencia de neurotoxinas de tres dedos (3FTx)
gue son capaces de inhibir los receptores nicotinicos de la acetilcolina, encargados de
la proteccion del sistema nervioso (Miwa et al., 2011; Babenko et al., 2020). Cabe
mencionar que este tipo de inhibicion también se produce en las alfa-conotoxinas que
inducen la paralisis (Alonso et al, 2003). Por otro lado, en Bothrops asper las fosfolipasas
no poseen un efecto neurotdxico como en Azemipos feae, de hecho, se ha demostrado
gue estas presentan una accién miotdxica relacionada a la muerte celular y a la
contraccion del tejido muscular y cardiaco (Kaiser et al., 1990; Gutiérrez y Cerdas,
1984).

Es asi que se estima que la conotoxina identificada en el transcrito de Bothrops asper,

participa en los efectos de pardlisis muscular y en los trastornos cardiovasculares mas



19

no en efectos neurotéxicos. Esto se debe a que las conotoxinas son capaces de inhibir
los canales i6nicos produciendo complicaciones en el sistema nervioso, problemas
respiratorios, cardiacos e inmunoldgicos, los cuales también se presentan en el

envenenamiento por B. asper (Tosti et al., 2022).

A diferencia de Bothrops asper en Bothrops jararaca se logré identificar la familia de las
toxinas de tres dedos (3FTx) también conocida como “Snake toxin-like superfamily”
(figura 4). Estas proteinas son abundantes en serpientes de la familia Elapidae, llegando
a tener secuencias con mas de 500 aminoacidos; ademas, las toxinas 3FTx destacan
por actuar en venenos neurotédxicos y citotéxicos (Utkin, 2013). Dentro de esta familia
las alfa-neurotoxinas son las mas estudiadas y se las han identificado en venenos de
serpientes como Oxyuranus scutellatus y Pseudonaja textiles, en las cuales se ha visto
gque las toxinas 3FTx generan un efecto inhibidor en los receptores nicotinicos de

acetilcolina de las neuronas y en las fibras musculares (St Pierre et al., 2007).

Los efectos provocados por el envenenamiento de Bothrops jararaca estan relacionados
con la insuficiencia renal, shock, coagulopatias, hemorragias, edemas y necrosis (Clissa
et al., 2001). Sin embargo, no se han reportado efectos neurotéxicos por parte de esta
especie, pese a gue en estudios protedmicos se haya identificado la presencia de 3FTX,
aungue en cantidades muy pequefias siendo de alrededor del 1% (Terra et al., 2009).
Esto se ve claramente contrastado con el veneno de las cobras del género Naja, que
junto a proteinas como 3FTX y alfa-neurotoxinas, tienen efectos neurotoxicos y paralisis
muscular, pero, no desencadenan una necrosis (Dyba et al., 2021; Kalam et al., 2011).
La posible razon de la proteina 3FTX en el transcriptoma de B. jararaca podria estar
relacionada al efecto citotoxico que esta puede llegar a tener, ya que las citotoxinas
actian comunmente en el musculo esquelético generando problemas de necrosis,
edemas y ampollas graves, dichos sintomas son evidentes en el envenenamiento por
B. jararaca (Royte y Sawarkar, 2023; Kalam et al., 2011).

Dentro del transcriptoma de Bothrops jararaca y Bohtrops asper se constato la presencia
de la familia proteica enzimatica arilsulfatasa (AS) (Figura 2 y 3), la cual tiene la
capacidad de desulfatar biomoléculas tales como los glicosaminoglicanos presentes en
el cartilago, células del tejido cardiovascular y en la matriz extracelular de todos los
organos (Frati, 2012; Makita y Taniguchi, 1985).

Los mecanismos de sulfatacion generalmente actdan en la regulacién hormonal, en los
procesos de neurotransmision y en la estructura de los glicosaminoglicanos, los cuales
al actuar en conjunto pueden formar parte de sistemas mas complejos como en la

formacion de glicocalix que se encarga de separar las células endoteliales del torrente
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sanguineo (Nok et al., 2003; Munari 2012). Sin embargo, la presencia de AS puede
promover dafios al endotelio vascular permitiendo la filtracion de liquidos y sustancias
externas como proteinas (Munari 2012). Por lo tanto, se estima que este efecto de la
AS, pueda ser uno de los mecanismos de como los diferentes compuestos proteicos del
veneno de las serpientes entran y se distribuyen a varios tejidos de sus presas. Cabe
mencionar que los estudios de AS en reptiles son muy escasos, puesto que los analisis
se han centrado mas en moluscos y mamiferos (Nok et al., 2003).

En la investigacion de Nok y colaboradores (2003), se analiz6 el funcionamiento de la
arilsulfatasa en el veneno de Naja nigricollis, demostrando que la arilsulfatasa al igual
que otras proteinas enzimaticas, permanece estable en temperaturas de entre 37 °C y
50 °C. Dicha estabilidad es crucial en el veneno de las serpientes ya que les permite
mantener su toxicidad en las victimas. Es asi que dentro del veneno de Bothrops jararca
y Bothrops asper la AS tendria efectos en la degradacion de tendones, ligamentos,
afectaciones en la aorta y disminucién de mucina (Nok et al., 2003). Este ultimo efecto
es muy comun en bacterias, puesto que participa en la degradacion de la mucosa
intestinal y pulmonar (Cespo et al., 2013). Esto aclararia el resultado de la figura 2,
puesto que se encontraron proteinas similares entre la secuencia proteica de la bacteria

Novipirellula aureliae y los contigs de B. jararaca y B. asper.

La fosfolipasa A2 (PLA2), forma parte de las familias proteicas mas abundantes dentro
del veneno de las serpientes y se la ha visto participe en varios efectos fisiol6gicos como
los neurotoxicos, miotdxicos, citotdxicos, anticoagulante, en edemas y en la inhibicién
plaguetaria, a su vez, su secuencia es de 122 aminoacidos estabilizados con siete
enlaces disulfuro (Soares et al., 2003; Clement et al., 2012). Los estudios en PLA2 se
han centrado en su capacidad de interactuar con los glicerofosfolipidos para sintetizar
acidos grasos libres y poliinsaturados, como por ejemplo el 4cido araquidénico, que se
lo ha identificado en los procesos de inflamacién y dafio celular (Peggion y Tonello,
2021; Gasquez, 1995).

La literatura citada menciona que la PLA2 se divide en tres grupos (I, Il y 1ll), segun su
actividad y disposicién de los enlaces disulfuro (Lomonte y Rangel, 2012). Se ha
identificado el grupo | en todas las serpientes de la familia Elapidae debido a que
estructuralmente son similares a las secreciones pancreaticas (Soares y Giglio, 2003).
Por otro lado, el grupo Il se encuentra en las serpientes de la familia Viperidae, como
las especies empleadas en el presente estudio (Bothrops jararaca y Bothrops asper),
cuya estructura se parece a las secreciones inflamatorias (Soares y Giglio, 2003).

Finalmente, el grupo Il se presenta en los venenos de abejas, medusas, escorpiones y
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algunos reptiles como lagartijas, siendo su estructura muy diferente a la del grupo | y Il
(Soares y Giglio, 2003).

Sin embargo, pese a que Bothrops jararaca y Bothrops asper presentan PLA2-1l, se han
encontrado diferencias en sus sitios activos (figura 5). En primer lugar, en B. jararaca se
evidencio el sitio activo del 4cido aspartico que se encuentra en la posicion 49 (Asp49),
dicho compuesto es parte esencial de la actividad enzimética del veneno, promoviendo
su letalidad miotoxica (Soares y Giglio, 2003). Por otra parte, en B. asper se denoto la
presencia del sitio activo de histidina, no obstante, es normal encontrase con este tipo
de cambios en el veneno de las viboras ya que por lo general se reemplaza el Asp49
por aminodcidos como: lisina (Lys), histidina (His), serina (Ser), asparagina (Asp) o

arginina (Arg) (Ghazaryan et al., 2015).

Pese a estos cambios la letalidad del veneno no se ve comprometida, dicho de otro
modo, al perder el residuo Asp49 por una histidina o lisina, el resto de proteinas de la
PLA2 no pueden unirse al calcio por lo cual pierden su actividad degradativa, sin
embargo, los efectos miotoxicos y citotoxicos todavia siguen activos y esto se debe a
que se genera un mecanismo alterno que no necesite hidrolizar los fosfolipidos (Diaz y
Gutiérrez, 1997). No obstante, la investigacion de Diaz y Gutiérrez (1997), demostraron
gue al inhibir completamente el Asp49 e impedir que otro aminoacido ocupe su lugar, la

actividad miotoxica del veneno de Bothrops asper se elimina completamente.

Otro tipo de fosfolipasa identificada en los alineamientos, es la esfingomielinasa D (SM-
D) o fosfolipasa D (figura 6), capaz de sintetizar acido fosfatidico a partir del acido
fosférico (Condrea y Vries, 1965), provocando efectos muy parecidos a los ya
previamente vistos en los vipéridos, ya que por lo general este tipo de proteinas son
responsables de la destruccion de tejidos, hemorragias, insuficiencia renal, inflamacion

intravascular y agregacion plaquetaria (Gomes et al., 2011; Da Silva et al., 2020).

Una gran cantidad de investigaciones de SM-D se centran en los venenos de
Loxosceles, debido a que su veneno en su mayoria estad compuesto por esta proteina,
los andlisis han permitieron constatar que los factores de propagacion y la fosfolipasa
C, al actuar en conjunto pueden modificar la matriz extracelular y romper las células,
para debilitar los tejidos y favorecer la inoculacion del veneno (Gremski et al., 2020;
Condrea y Vries, 1965). Uno de estos factores son las hialuronidasas que estan
presentes en varios animales entre ellos serpientes, abejas, escorpiones y arafias
(Appel et al., 2008). En el caso de las serpientes las hialuronidasas son enzimas
capaces de degradar el 4cido hialurénico y glicosaminoglicanos del tejido conectivo de

los vasos sanguineos, lo que promueve la difusiébn de toxinas, al igual que en los
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venenos de Loxosceles (Kemparaju y Girish, 2005). Por lo tanto, la presencia de esta
proteina dentro del transcriptoma de Bothrops jararaca y Bothrops asper es de gran
ayuda para generar efectos locales (mionecrosis, hemorragias o edemas) y sistémicos
(neurotoxicidad, citotoxicidad, etc) (Girish et al., 2002; Kemparaju y Girish, 2005).

La diversidad de componentes en los venenos ha generado intriga y complicaciones al
momento de su analisis y en la creacion de farmacos para contrarrestar sus efectos, de
este modo, uno de los retos que se ha vuelto dificil de abordar en el veneno de las
serpientes, son las reacciones alérgicas que se desencadenan luego de una picadura.
Las avispas y otros himenopteros son los organismos mas estudiados en cuanto a
compuestos alergénicos, que por lo general terminan produciendo anafilaxia, edemas,
trastornos cardiovasculares y en casos tardios generan insuficiencia renal aguda,
hemodlisis y coagulopatias (Yoon et al.,, 2020). Entre los alergenos estan la arginina
gquinasa, fosfolipasa Al y A2, hialuronidasa, antigeno 5 (Ag5), proteinas relacionadas
con la patogénesis (PR) y proteinas ricas en cisteina (CRISP), algunas de las
secuencias de estas proteinas se las puede ver en la figura 8 (Yoon et al., 2020).

Los compuestos CRISP, PR y Ag5, conforman la superfamilia de proteinas CAP que se
distribuye en una gran cantidad de organismos, desde bacterias hasta eucariotas
(Tadokoro et al., 2020). En los venenos de insectos como hormigas y avispas es muy
comun encontrar las proteinas Ag5, cuya funcion es inhibir la coagulaciéon al momento
de alimentarse, como por ejemplo en los insectos que se alimentan de sangre (Tadokoro
et al., 2020). En el caso de las serpientes, analisis prote6micos demostraron la ausencia
de Ag5, no obstante, con CRISP se observé una cantidad de entre el 0,05% y 10% en
el veneno de los vipéridos y elapidos (Tasoulis y Isbister, 2017). Debido a que estas
proteinas forman parte de la misma superfamilia, tanto Ag5 como CRISP guardan
ciertas relaciones, como en sus dominios conservados (CDD) (figura 8) o a nivel
funcional, ya que ambos se encargan de la inhibicion del canal i6bnico y promueven los
efectos miotoxicos (Tadokoro et al., 2020). Por lo tanto, se hace alusion que la presencia
de estas proteinas en la glandula venenosa de Bothrops asper y Bothrops jararaca,
intensificarian su toxicidad y generarian problemas de anafilaxia en sus victimas. Sin
embargo, debido a que se encuentran en concentraciones muy pequefias su

funcionamiento atn no se comprende por completo.

Finalmente, dentro de las proteinas a buscar en el transcriptoma de la glandula
venenosa de Bothrops jararaca y Bothrops asper, la proteina CfTX-A de Chironex
fleckeri, fue la Unica que no presento ninguna relacion. Sin embargo, al analizar la

secuencia en Pfam se evidenciaron dominios de sefial N, C y H (figura 7).
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En Australia los casos de envenenamiento por medusas son muy comunes, con una
proporcion de 10.000 personas afectadas por afio, su mecanismo de accion involucra
células especializadas llamadas cnidocitos que solo pueden ser usados una vez, ya que,
al liberar las toxinas dichas células se destruyen (Mariottini y Pane, 2010). La
composicion proteica del veneno de las medusas incluye histaminas, hialuronidasas,
fibrolisinas, fosfolipasas, cininas y catecolaminas (Silfen et al., 2003). Sus efectos
toxicos fueron analizados al estudiar el veneno de Chironex fleckeri, en donde se
observo afectaciones en los canales de sodio y calcio, cardiopatias, neuropatias y en
ocasiones vasoespasmos (Burnett et al., 1998).

Las toxinas cnidarias se agrupan en CfTX-Bt, CfTX-Ay CfTX-B, las dos Ultimas también
conocidas como toxinas A y B (Brinkman et al., 2014). El estudio de Brinkman y
colaboradores (2014), clasifico a las toxinas CfTX-A y CfTX-B en un solo grupo llamado
toxinas Tipo Il. Dicho grupo se caracteriza por tener secuencias cortas de dominios,
conformados por cinco o siete aminoacidos, un ejemplo de ello es el dominio N-terminal,
encargado de la activacion y correcto plegamiento de las proteinas (Brinkman et al.,
2014). Otro tipo de dominio es el C-terminal, que se lo atribuye a la especificidad de las
toxinas (CfTX) para unirse a diferentes grupos carboxilos, sin embargo, su
funcionamiento sigue sin estar claro (Brinkman et al., 2014). La ausencia de esta
proteina en el transcriptoma de Bothrops jararaca y Bothrops asper, se debe
completamente a que CfTX-A y CfTX-B, son proteinas propias del veneno de Chironex
fleckeri y no estdn compartidas, a diferencia de las fosfolipasas, lectinas o

metaloproteinasas.

Por otra parte, investigaciones protedmicas del veneno de la medusa Nemopilema
nomurai, presento altos contenidos de metaloproteasas, fosfolipasas, toxinas
formadoras de poros, neurotoxinas y lectinas, las cuales son muy comunes en el veneno
de los vipéridos (Yu et al., 2021). Por lo general en el veneno de las serpientes las
metaloproteinasas y fosfolipasas A2, desencadenan problemas inflamatorios, dafio
tisular y vascular; no obstante, las mismas proteinas en Nemopilema nomurai son
responsables de la destruccién de glébulos rojos o actividad hemolitica (Yu et al., 2021).
Esto demuestra que, las especies, aunque conserven las mismas proteinas, los sitios

de accion pueden cambiar generando diferentes efectos toxicos y diferentes sintomas.
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8. CONCLUSION

La composicién proteica del veneno de Bothrops jararaca y Bothrops asper, pese a ser
uno de los més estudiados dentro de su género, aun tienen vacios por cubrir. A lo largo
de la investigacion se not6 que en los estudios protedmicos de estas especies se deja
de lado a aquellas proteinas que se encuentran en una menor proporcion. Sin embargo,
este tipo de proteinas deben ser analizadas con un mejor enfoque, ya que se ha visto
que cada uno de estos compuestos han desarrollado diferentes vias de accion,
generando graves problemas fisioldgicos que en ocasiones pueden ser irreversibles,
como es el caso de la necrosis en la cual es necesaria la amputacion, pero, si se
identifican las proteinas relacionadas con dicho efecto, es posible tomar medidas de

prevencién y generar tratamientos mas efectivos.

A primera vista los dafios que producen Bothrops jararaca y Bothrops asper son muy
similares, ya que se centran en afectar el sistema vascular y muscular, para que el
veneno se disemine por todo el cuerpo. No obstante, cuando las proteinas implicadas
se las analiza de forma individual, estas difieren a nivel estructural, como en el caso de

la fosfolipasa A2, previamente vista.

El estudio del complejo proteico del veneno de las serpientes u otros organismos es un
reto, que por lo general requieren analisis moleculares que en ocasiones conllevan
tiempo y gastos. No obstante, en este estudio se han empelado herramientas
bioinformaticas y datos disponibles en repositorios de libre acceso, los cuales
permitieron hallar nuevas relaciones proteicas en los transcriptomas de las glandulas
venenosas de Bothrops jararaca y Bothrops asper. Por ende, se sugiere el impulso de
la bioinformatica en este tipo de analisis, ya que brinda la posibilidad de trabajar con una
gran cantidad de datos y emplearlos para analisis mas profundos, los cuales en un futuro

podran ayudar a generar farmacos personalizados y mas eficientes.
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