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Abstract: The venom of the Central American Bothrops asper, previously classified
as B. atrox, is very rich in carbohydrates, both in the free state and forming a part
of glycoproteins. It also contains neutral sugars (hexoses), methylpentoses,
hexosamines and sialic acid. There is a significant difference in the quantity of
carbohydrates in the venom of B. asper as compared to that of the South
American B. atrox, thus further documenting the different taxonomic position of
these two species.

A pesar del intenso estudio que se ha hecho de la porcién carbohidrato de
innumerables proteinas tales como glicoproteinas del suero humano (Winzler,
1955), inmunoglobulinas (Davie & Osterland, 1964), enzimas (Omori, Iwanaga &
Suzuki, 1964), hormonas (Spiro, 1965), es muy poca la atencion que se ha puesto a
esta porcion en los venenos de serpientes y al papel que pudiera jugar en sus
propiedades.

Nuestras observaciones muestran que de 12 fracciones electroforéticas del
veneno de Bothrops asper en acetato de celulosa, no menos de 8 corresponden a
glicoproteinas a juzgar por su coloracién con el reactivo de Schiff.

En una reciente revisién bibliogrifica sobre animales venenosos y sus venenos,
que incluye extensas discusiones sobre la estructura quimica y bioquimica de vene-
nos de ofidios procedentes de todos los continentes (Biicherl, Buckley & Deulofeu,
1968; Biicherl & Buckley, 1971), no se hace mencidn de la presencia de carbohidra-
tos con relacién a las proternas constitutivas de estos venenos, ni tampoco a su
posible papel en la toxicidad.

Parte de este trabajo fue presentado en la 53 Reunion Anual de la Sociedad Americana de
Ictidlogos y Herpetdlogos (53rd Annual Meeting of the American Society of
Ichthyologists and Herpetologists). San José, Costa Rica, 24-30 Junio, 1973.
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La presencia de glicoproteinas en los venenos de las serpientes ha sido estu-
diada por investigadores de la Universidad de Osaka (Omori, lwanaga & Suzuki,
1964; Oshima, Iwanaga & Suzuki, 1968; Oshima & Iwanaga, 1969) y en el mds
reciente de sus trabajos sobre la composicién de carbohidratos en 15 venenos de
diversa procedencia, éstos ultimos encontraron en algunos de ellos galactosa, mano-
sa, fucosa, glucosamina, dcido sidlico y otros azucares no identificados. Demostra-
ron también una cierta correlacién entre la cantidad total de carbohidratos y el
grupo taxondémico al que pertenece la serpiente. En ese estudio se analizaron los
venenos de seis especies de este continente, sin embargo ninguna pertenece a la
fauna costarricense.

En el presente trabajo se presenta el andlisis cuantitativo de los carbohidratos
relacionados con las proteinas del veneno de Bothrops asper*.

MATERIAL Y METODOS

Veneno: El veneno (lote No. 28) se obtuvo de la coleccion del Instituto
Clodomiro Picado (Universidad de Costa Rica) y estd constituido por la mezcla
liofilizada de los venenos de un gran nimero de especimenes capturados en diferen-
tes localidades del pais, para disminuir asi fluctuaciones atribuibles a diferente
origen geografico. Este veneno presenta una dosis letal 50% para el ratén blanco de
16 a 18 g de peso de 18,8 + 3,2 pg por la via endovenosa y 62,5 T 7,5 por la
intraperitoneal (Bolafios, 1972) .

Analisis quimico: El dcido sidlico fue determinado mediante el método del
acido 2-tiobarbiturico de Warren (1959). La reaccion se practicd tanto en veneno
crudo para 4cido sidlico libre, como en hidrolizado en dcido sulfurico 0,1N a 80 C
por una hora para dcido sidlico total. El producto de la reaccion fue identificado
mediante el espectro de absorciéon entre 450 y 600 ym y las concentraciones
fueron calculadas mediante el empleo de coeficientes de extincion del dcido N-acetil
neuraminicoy de la 2-desoxirribosa a 549 y 532 pm, respectivamente (Warren,
1959). La concentracién de dcido sidlico unido a la proteina se determiné por la
diferencia entre el 4cido sidlico total y el dcido sidlico libre.

Las hexosaminas fueron determinadas tanto en el veneno total como en una
porcion desnaturalizada con alcohol etilico y redisuelto en NaOH O,IN segtn técni-
ca de Winzler (1955). Ambas muestras, en cantidad de 10 mg, se sometieron a
hidrolisis dcida en HCl por 4 horas y se fraccionaron en columnas de intercambio
ionico Dowex 50 W-X 8 (200-400 mallas) utilizando HCI 0,5N como eluente segin
técnica de Boas (1953). La concentraciéon de hexosaminas se investigd en los
eluados mediante la reaccion de Elson Morgan modificada por Boas (1953), iden-
tificando el croméforo mediante su espectro de absorcion entre 450-610 um . La
concentracién de hexosaminas se calculd a 530 um usando glucosamina como pa-
trén. Previamente se habia demostrado que el tiempo 6ptimo de hidrolisis es de 4
horas (Cuadro 1).

L a serpiente que estamos considerando como Bothrops asper fue originalmente clasifica-
da como B. atrox, conjuntamente con variedades similares de Sur América. Reciente-
mente Hoge (1966) y Peters & Orejas-Miranda (1970), con base en diferencias morfolo-
gicas, dividieron al grupo B. atrox en dos, B. atrox de localizacion Unicamente en Sur
América y B. asper que se encuentra en Centro América y parte de Sur América. Esta
clasificacion ha sido aceptada por la mayoria de los herpetdlogos del Continente Ameri-
cano (Savage, 1973).
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CUADRO 1

Tiempo de hidrolisis para la liberacion maxima de hexosaminas
del veneno de Bothrops asper en HCl 2N

Material fraccionado

con resina cationica Tiempo de hidrolisis Absorbancia

10 mg 0,172

10 mg 0,172
2h

10 mg 0,199

10 mg 0,195
4h

10 mg 0,140

10 mg 6h 0,140

Los aztcares neutros fueron determinados tanto en el veneno total como er
su porcion desnaturalizada con alcohol etilico y redisuelto en NaOH 0,1N segin
técnica de Winzler (1955). La reaccién de orcinol-dcido sulfirico (Winzler, 1955) se
practicd en 4 mg de ambos tipos de muestra. Se tomaron lecturas de densidad
Optica a 540 nm en un espectrofotometro Spectronic 20 equipado con Roto-Cell y
celda de 10 mm de paso de haz luminoso. La concentracion de azlicares neutros se
calculé utilizando una curva de calibracién preparada con una mezcla de D-galacto-
sa y D-Manosa en relacion de 3/1 (Oshima & Iwanaga, 1969).

Las metilpentosas fueron determinadas en muestras de 3 y 4 mg, tanto del
veneno total como en la porcion desnaturalizada con alcohol etilico y redisuelta en
NaOH O0,IN mediante la reaccion de dcido sulfurico-cisteina, segiin técnica de
Dische (Dische & Shettles, 1948). Las lecturas de densidad 6ptica se tomaron en un
espectrof otdmetro Spectronic 20 equipado con Roto-Cell y celda de 10 nm de haz
luminoso. La concentracién de metilpentosa se determiné a las dos horas de reac-
cién a temperatura ambiente. Su concentracién es directamente proporcional a la
diferencia de la densidad dptica determinada a 396 nm y 425 nm expresando los
resultados como fucosa. La identificaciéon de metilpentosa se confirmé mediante la
reduccién de un 40% aproximadamente en la densidad dptica entre dos lecturas
tomadas a las 2 y 4 horas de reaccién a temperatura ambiente, previa dilucién con
agua destilada de la muestraleida a las 2 horas (Dische & Shettles, 1951).

RESULTADOS

En el Cuadro 2 se presentan los resultados de la cuantificacién de dcido
sidlico, glucosamina, metilpentosa y azucares neutros unidos, libres y totales y en el
Cuadro 3 la identificacion de las metilpentosas.

En las Figuras 1 y 2, se ilustran los espectros de los cromdforos del dcido
sidlico y de la hexosamina en el veneno de B. asper, comparado con los obtenidos
con patrones conocidos.

DISCUSION

El estudio del Cuadro 2 y de las Figuras 1 y 2 nos permite asegurar que los
carbohidratos presentes en el veneno de B. asper son azicares neutros (hexosas),
metilpentosas, hexosaminas y dcido sidlico, que se encuentran unidos a la proteina
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constituyendo glicoproteinas; también se encuentran en forma libre. Las metil-
pentosas se presentan formando parte de las glicoproteinas iinicamente.

CUADRO 2

Contenido de carbohidratos en el veneno de Bothrops asper
(porcentaje en base seca)

Carbohidratos Unido Libre Total
D— galactosa 3/D-manosa 1 1,50 0,13 1,63
Hexosamina

(Glucosamina) 2,04 0,04 2,08
Metilpentosa 0,18 0,00 0,18

Acido sialico
(Ac-N-acetil neuraminico) 1,05 0,13 1,18

Aunque la absorcién maxima a 520 nm para el cromo6foro de la reaccion de

Elson Morgan (Boas, 1953) demuestra la presencia de hexosaminas, no es posible
con estos datos demostrar cudl de ellas esta presente en el veneno, debido a que los
espectros del croméforo de la glucosamina y de la galactosamina son idénticos
(Kabat & Mayer, 1964). Los estudios de Oshima & Iwanaga (1969), con 15 venenos
de serpientes de familias distintas procedentes de varios continentes, demuestran
que la glucosamina es el amino-azicar presente en todos ellos, por lo tanto es muy
posible que esté presente también en el veneno de B. asper, sin embargo esta
sugerencia debe confirmarse mediante la demostracion especifica del aztcar.

La presencia de metilpentosa en el veneno de B. asper queda claramente

demostrada no sélo mediante la reaccién de Dische sino también por la disminucién
en la absorciéon aproximadamente en un 40% después de una dilucién y reaccion a
temperatura ambiente por 4 horas (Dische & Shettles, 1951).

Al estudiar en forma global la composicién de carbohidratos del veneno de B.

asper se nota que esta composiciéon no difiere sustancialmente de la que ha sido
encontrada por multiples autores en otras glicoproteinas de origen animal como por
ejemplo la del suero humano (Winzler, 1955).

CUADRO 3

Identificacion de metilpentosas en el veneno de Bothrops asper mediante la destruccion del

cromoforo en la reaccion de dcido sulfurico-cristeina previa dilucion con agua destilada

Lectura a las 4 horas

Lecturaalas2 % horas  despu®s de diluir % disminucion
Patron intemo nm nm (A 2%h-0Mh) X 100
Muestra g de fucosa 396 427 A 396 427 A A21/2 h
0,0 0,30 0,145 0,155 0,12 0,02 0,10 35,4
0,0 0,31 0,150 0,160 0,12 0,02 0,10 37,5
10 0,53 0,155 0,38 0,24 0,14 0,10 47

RSOV S

10 0,56 0,160 0,40 0,29 0,06 0,23 42
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Los estudios de Oshima & Iwanaga (1969) ponen de manifiesto una corre-
lacién entre la posiciéon taxonémica de las serpientes por ellos estudiadas y el
contenido de carbohidratos de su venenoy, a su vez, significativas diferencias entre
las diferentes especies de una misma familia. Al compararel contenido de carbo-
hidratos del veneno de B asper encontrado por nosotros con el de B. atrox reportado
por Oshima e Iwanaga, se notan marcadas diferencias cuantitativas en todas las
clases de azticares (Cuadro 4).

CUADRO 4

Cuadro comparativo del contenido de carbohidratos entre la
especie Bothrops atrox y Bothrops asper (Porcentaje
en base seca)

Carbohidratos Carbohidratos
Especie neutros Amino-azicar  Acido sidlico totales
Bothrops atrox* 0,60 1,19 0,52 2,23
Bothrops asper** 1,50 2,04 1,05 4,59

* Segin Oshima & Iwanaga (1969).
*¥ Este estudio.

Existe una confusién en la literatura con respecto al uso del término B. atrox
para denominar indistintamente serpientes muy similares tanto de origen centroa-
mericano como sudamericano. Sin embargo, para Peters & Orejas-Miranda (1970) y
Hoge (1966), son especies diferentes, proponiendo diferenciarlas como B. asper y B.
atrox, respectivamente. Es muy posible que los autores que emplean indistinta-
mente el nombre de B. afrox ignoran esta nueva clasificaciéon. Las marcadas dife-
rencias de cardcter cuantitativo en el contenido de carbohidratos entre el veneno de
B. asper estudiado por nosotros, y el de B. atrox, segiin Oshima & Iwanaga, vienen a
aportar un elemento mds de juicio en favor de la tesis que ambas serpientes no son
iguales y por lo tanto debe emplearse una nomenclatura diferente para denominar a
cada una de ellas.
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RESUMEN

El veneno de la serpiente centroamericana Bothrops asper, anteriormente
clasificada como B. atrox, es altamente rico en carbohidratos, presentindose éstos
tanto libres como formando parte de glicoproteinas. En el presente trabajo se
demostro la presencia de azicares neutros (hexosas), metilpentosas, hexosaminas y
dcido sidlico. Ademads se puso de manifiesto diferencias significativas en la cantidad
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de carbohidratos en el veneno de B. asper con relacion al de la especie sudamerica-
na, B. atrox, aportando asf nuevos elementos de juicio para confirmar la diferente
posicioén taxondémica de ambas especies.

ADDENDA:
En el transcurso del trabajo de impresion de este estudio tuvimos oportunidad
de investigar el contenido de carbohidratos neutros en serpientes de este grupo,
procedentes de Costa Rica, Colombia y Venezuela.

Los resultados se muestran a continuacion:

Carbohidratos neutros

Procedencia Especie %en base seca
Costa Rica (Atldntico) B. asper 1,65
Costa Rica (Pacifico) B. asper 1,30
Colombia (Armero) B. atrox 2,00
Colombia (Villavicencio) B. colombiensis 1,00
Venezuela (Caracas) B. venezuelae 1,38

Estos datos ponen en duda la veracidad de la tesis antes esbozada sobre el uso
del andlisis de glicoproteinas en aspectos taxonémicos, dadas las variaciones
encontradas ain en una misma region.
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