Mordeduras, Venenos v serpientes venenosas de Colombia _@

Capitulo 3

Asesinos por naturaleza:

Revision de los caminos evolutivos

de las viboras colombianas

Sergio D. Cubides-Cubillos, Ménica M. Saldarriaga-Cérdoba, Jaime A. Pereafiez,

Teddy Angarita-Sierra

Resumen: Histéricamente, las viboras conocidas comuiunmente como ma-
pana, cascabel, verrugoso y patoco, han recibido mucha atencién debido a
su importancia médica, asi como a la notable diversidad de sus venenos,
formas y anatomia (p. ej., fosetas loreales con deteccién infrarroja, casca-
beles y toxinas letales). Cientos de articulos y libros han sido publicados
sobre las viboras del hemisferio occidental, consolidado un amplio y ro-
busto marco conceptual que ha permitido comprenderlas. Sin embargo, la
mayoria de estas contribuciones se han centrado en especies que habitan
las zonas templadas del continente o en paises tropicales como Brasil,
Costa Rica y México. Esta disparidad ha limitado nuestra comprension de
la diversidad y endemismos de las viboras que habitan en regiones geo-
graficamente complejas de América tropical, como lo es Colombia. Las vi-
boras colombianas cuentan con fascinantes historias evolutivas, asi como
una asombrosa diversidad morfoldgica e intrincados patrones de distribu-
cion geografica, que aun aguardan por ser comprendidos a profundidad.
Actualmente, el veneno de las viboras colombianas y sus diversas formas
tienen una importancia cientifica considerable, convirtiéndose en siste-
mas modelo que permiten explorar los principios de la biologia evolutiva,
desde los genes, individuos y poblaciones, hasta contextos macroevolu-
tivos. Con base en una revisién detallada de la informacion disponible,
asi como a partir de la generacion de nueva evidencia, en este capitulo
revisamos y discutimos los linajes evolutivos, vendmica y actividades bio-
logicas de los venenos de los vipéridos presentes en Colombia.
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1. Depredadores de emboscada: Viboras alrededor del
mundo

El veneno, es un rasgo bioldgico sorprendente que ha evolucionado de
forma independiente en numerosos organismos en nuestro planeta. No
obstante, este rasgo, que caracteriza algunos grupos de serpientes, cul-
turalmente genera reacciones y actitudes encontradas, al evocar al mis-
mo tiempo miedo, fascinacidn y respeto, haciendo que las serpientes so-
bresalgan sobre todas las especies del reino animal como un animal de
poder [1]. Sin embargo, en todo el mundo, sélo un pufiado de especies de
serpientes posee un veneno con la potencia necesaria y un sofisticado
mecanismo de administracion que sea capaz de representar una amenaza
real para la vida de sus presas, o personas (ver Capitulo 5). Aproximada-
mente, el 10% de todas las serpientes existentes actualmente pertenecen
a la familia Viperidae, las cuales son comUnmente conocidas como vibo-
ras [2,3]. Esta familia se divide taxondmica y filogenéticamente en tres
subfamilias: Azemiopinae (viboras de Fea), Crotalinae (viboras con foseta
termoreceptora) y Viperinae («viboras verdaderas» o «viboras sin fosas»).

Actualmente, se reconocen alrededor de 383 especies de vipéridos,
agrupadas en 37 géneros [4]. Trece de estos géneros se distribuyen en el
neotropico americano: Agkistrodon [5], Atropoides [6], Bothriechis [7], Bo-
throcophias [8], Bothrops [9], Cerrophidion [10], Crotalus [11], Lachesis [12],
Metlapilcoatlus [13], Mixcoatlus [14], Ophryacus [15], Porthidium [16], Sis-
trurus [17]; 24 géneros se distribuyen a lo largo de los continentes asiati-
co, europeo y africano: Atheris [18], Azemiops [19], Bitis [20], Calloselasma
[21], Causus [22], Cerastes [11], Craspedocephalus [23], Daboia [20], Dei-
nagkistrodon [24], Echis [25], Eristicophis [26], Garthius [27], Gloydius [28],
Hypnale [29], Macropvipera [30], Montatheris [31], Montivipera [32], Ovophis
[33], Proatheris [31], Protobothrops [34], Pseudocerastes [35], Trimeresurus
[36], Tropidolaemus [22], y Vipera [37].

Entre todas las serpientes venenosas, el sistema de administracién
de veneno de los vipéridos es el mas especializado. Se caracteriza por la
presencia de colmillos frontales, largos y tubulares (canal interno), en-
samblados sobre un hueso maxilar movil, y conductos que transportan el
veneno [38] (ver Capitulo 5). Los colmillos desarrollados por los vipéridos
representan uno de los rasgos funcionales mas notables en la naturaleza,
estando directamente relacionados con su historia de vida y estrategia de
alimentacién. Las viboras son principalmente depredadores de embos-
cada, siendo especies sedentarias que consumen principalmente presas
de «sangre caliente» (endotermos) durante su edad adulta [38,39]. Como
consecuencia de la evolucion, su eficiente y sofisticado mecanismo de
inoculacién de venenos para la captura de presas, disuasiéon y defen-
sa ante depredadores, las viboras son agentes bioldégicos de importancia
médica debido a la elevada incidencia anual de mordeduras (accidentes
ofidicos; ver Capitulo 9).

En estos cazadores de emboscada, la composicion del veneno limita
la seleccién de presas; de ahi que su dieta tenga notorias adaptaciones
y especificidades. Por ejemplo, los venenos de las serpientes recién na-
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cidas o juveniles exhiben una mayor letalidad (DL,,) que la observada en
los adultos [40], indicando que existen diferencias bioquimicas relaciona-
das con los cambios en la dieta y desarrollo de los individuos. De hecho,
estudios protedmicos han revelado que la variacion ontogenética en la
composicion del veneno es un indicador importante para comprender la
dinamicay las actividades bioldgicas de las toxinas de dos las viboras co-
lombianas con mayor importancia médica: Bothrops atrox [41] y Bothrops
asper [42,43].

Para comprender como evolucionaron las estrategias de alimenta-
cion en las serpientes, desde el proceso mecanico para dominar la presa
(constriccion) hasta el uso de un arsenal quimico (inyeccién de veneno),
es imperativo comprender primero los numerosos procesos a través de
los cuales la seleccién natural ha favorecido la armonia entre divergencia
y adaptacion [44]. Este equilibrio ha permitido el surgimiento de una gran
heterogeneidad en la composicion, funcion y accién de las toxinas de los
venenos de las viboras. En este capitulo presentamos una breve descrip-
cion de los ultimos 50 afios de investigacién sobre la historia evolutiva y
natural de las especies de viboras que habitan los ecosistemas tropicales
de Colombia, enfocandose en las especies de serpientes de mayor impor-
tancia médica.

2. Perspectivas evolutivas y geograficas de la
colonizacion y diversificacion de las viboras en el
tropico suramericano

El trabajo pionero realizado por William L. Burger [45], constituye uno de
los grandes aportes en la comprensién de la sistematica y biologia de las
viboras suramericanas. Burger [45] aclaré la delimitacién de varios grupos
de viboras y genero la descripcion de nuevos caracteres de uso taxono-
mico para la familia Viperidae. Su trabajo propuso la divisién del géne-
ro Bothrops en cinco géneros morfoléogicamente divergentes: Bothriechis,
Bothriopsis, Bothrops, Ophryacus y Porthidium. Hoy en dia, la validez de
Bothriopsis como un género divergente de Bothrops es controvertida, aun-
que histéricamente algunos autores consideraron a Bothriopsis como un
género valido, actualmente numerosos estudios filogenéticos han cues-
tionado su distincion del género Bothrops. No obstante, el trabajo de Bur-
ger [45] fue crucial porque desencadend una serie de reordenamientos
nomenclaturales que permitieron describir géneros derivados de Porthi-
dium, como son los géneros Atropoides [6] y Cerrophidion [10].

Posteriormente, Avise [46] publico uno de los estudios pioneros que
examinaron hipotesis filogenéticas y filogeograficas de las viboras ame-
ricanas, a partir del uso de marcadores moleculares. Avise, estudid las
relaciones ancestrales que no se ven afectadas por la seleccion con-
vergente mediante la evaluacion de marcadores moleculares de origen
mitocondrial, usandolos como evidencia independiente, y asumiendo que
es poco probable que estos rasgos se vean influenciados por las mis-
mas presiones selectivas que actuan sobre los rasgos morfologicos [47].
En consecuencia, a partir de 1990, las secuencias de ADN se han venido
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utilizado para inferir las lineas de tiempo historico en las que diferentes
clados (=linajes) de vipéridos divergieron, ayudando a comprender la di-
versificacion morfoldgica en un contexto biogeografico [48]. Por lo tanto,
estos estudios iniciales que examinaron el valor evolutivo de los genes
mitocondriales, revelaron, por ejemplo, que genes como el citocromo by
NADH son predictores adecuados de las relaciones filogenéticas, en gran
parte, debido a la evolucién mas lenta en comparacién con los genes de
las unidades ribosomales 12s y 16s [49].

Los trabajos de Parkinson et al. [60] y Gutberlet Jr., et al. [51] identifi-
caron y sugirieron la existencia de dos grupos monofiléticos de viboras en
Ameérica: un clado de especies norteamericanas que agrupa los géneros
Agkistrodon, Atropoides, Cerrophidion, Crotalus, Metlapilcoatlus, Ophrya-
cus y Sistrurus, y un segundo clado que agrupa a los demas géneros ubi-
cados en la region Neotropical. Un primer analisis recuperd los vipéridos
del continente americano como un grupo monofilético [50], pero sin una
identificacion adecuada de su grupo hermano, dejando dudas sobre como
se dio la colonizacion de América del Norte y la divergencia posterior en-
tre el norte templado y el sur tropical. Ademas, este estudio [50] advirtio
que la especie reconocida en ese momento como Porthidium hyoprora
correspondia a un linaje mas estrechamente relacionado con el género
Bothrops (coincidiendo con la primera descripcién de Bothrops hyoprora)
[52], que aflos mas tarde seria la base para la descripcion de un nuevo
género denominado Bothrocophias. Actualmente, este nuevo grupo inclu-
ye otras especies que anteriormente también estuvieron agrupadas con
el género Bothrops; como: B. campbelli, B. hyoprora, B. microphthalmus, y
B. myersi [8].

En Colombia, la prominente elevacion de las tres Cordilleras de los An-
des jugd un papel fundamental en la cladogénesis de numerosas especies
de viboras, como las especies del grupo Bothrops, un grupo en el que sus
dos linajes principales estan distribuidas alopatricamente [53]. Geoldgica-
mente, la Cordillera de los Andes alcanzo su elevacion maxima de mas del
40% hasta la era Nedgena, lo que dio lugar a una formacion montafiosa
significativa solo durante el Mioceno tardio, y especialmente, durante el
Plioceno, cuando el proceso orogénico se acelerd rapidamente [54]. Por
lo tanto, se infiere que la division inicial entre los grupos interandinos de
viboras en el norte de Suramérica se atribuye a un evento de dispersion
desde el Caribe mesoamericano, que determind la historia biogeografia de
las especies en esta region.

Por consiguiente, los estudios moleculares de las viboras se han cen-
trado principalmente en la regidon neotropical, procurando examinar varias
hipdtesis que podrian explicar la asombrosa diversidad de la subfamilia
Crotalinae [55-57]. Las reconstrucciones filogenéticas, son la herramienta
principal empleada para explicar las trayectorias evolutivas que dan origen
a los diferentes tipos de plantas y animales que actualmente coexisten
con los seres humanos. A través de estas hipotesis de relacion historica,
se han postulado diferentes teorias que intentan explicar la diversidad
de organismos durante escalas de tiempo geoldgicas (p. ej., durante los
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importantes periodos como Plioceno y Mioceno), relacionando los hitos
geologicos como la orogenia andina o el levantamiento del Istmo de Pana-
ma, con las distribuciones geograficas actuales de varias especies.

El levantamiento de los Andes en Suramérica es uno de los procesos
geoldgicos mas significativos en la evolucién de numerosas especies de
vertebrados [58,59]. Por ejemplo, algunos autores utilizaron el analisis de
migracion historica en poblaciones de mapanas (B. asper) para examinar
sus recientes eventos de diversificacion en Suramérica [60]. Salazar et
al. [60] emplearon esta aproximacion, incluyendo ademas, un analisis de
multiples procesos demograficos de divergencia que no son factibles de
inferir utilizando Unicamente métodos basados en la reconstrucciéon de
arboles filogenéticos [61,62].

De hecho, las especies de mapanas han demostrado que el impacto de
la diversidad del habitat esta correlacionado con la variabilidad fenotipi-
ca, un fendmeno biolégico inherente a las diferentes especies del género
Bothrops [63,64]. Ademas, la ausencia de otros potenciales competidores/
adversarios al inicio de la dispersion de la especie ancestral sobre las
distintas regiones del norte de Suramérica, puede haber contribuido a la
propagaciéon de las mapanas en la mayoria de las regiones geograficas de
Colombia. No obstante, es imperativo resaltar que ciertos géneros como
Porthidium (P. nasutum y P. lansbergii) y Lachesis (L. acrochorda y L. muta)
exhiben convergencia geografica con B. asper y B. atrox en algunas eco-
rregiones y localidades. Sin embargo, las especies de Porthidium también
exhiben una distribucion amplia en la zona occidental y suroccidental del
Pacifico colombiano [65], asi como en toda la region del Caribe [66], lo
que las convierte en especies simpatricas con B. asper.

Actualmente, los métodos bioinformaticos han permitido el analisis de
extensos conjuntos de datos (datos genomicos), permitiendo la evaluacién
de intrincados procesos histéricos de dispersion con una alta resolucién
[67-69]. Los analisis gendmicos han demostrado ser especialmente Uti-
les debido a la exactitud y precision con la que se estiman los diferentes
parametros a nivel genético [70-72]. Asimismo, las incertidumbres siste-
maticas en ciertos estudios de viboras durante la Ultima década sugieren
que es necesario el uso de la taxonomia integrativa. Esta herramienta usa
varias lineas de evidencia de forma conjugada pero independiente, entre,
por ejemplo, caracteristicas morfologicas, comportamentales, analisis de
divergencia genética, filogenias moleculares y coalescentes, para la deli-
mitacién de especies y comprension de eventos de aislamiento geografico
y otros procesos ecoloégicos [73-75].

2.1 Comprendiendo como los eventos de diversificacion afec-
tan la diversidad de las especies de viboras colombianas

Se han propuesto numerosas hipotesis sobre la diversificacién de las
serpientes neotropicales, incluida la especiacion alopatrica y el despla-
zamiento ecoldgico a través de cadenas montafosas, rios que actuaron
como barreras precigéticas o la fragmentacion del habitat causada por
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el cambio climatico durante el Pleistoceno [58,76]. La deriva continental
de Suramérica y el levantamiento de los Andes dieron como resultado
la dinamica evolutiva que sustenta la base de la diversidad en nume-
rosas ecorregiones del Neotropico [77-79]. Estos fendmenos orogénicos
han planteado numerosas interrogantes sobre, como y cuantos grupos
taxondmicos colonizaron la region Andina; como estos grupos ancestra-
les consiguieron diferenciarse para habitar miles de afios mas tarde las
tierras bajas y el piedemonte de la Cordillera Oriental de Colombia, una
vez que los Andes alcanzaron sus elevaciones actuales [80]. Por lo tanto,
es importante entender cémo la diversidad de las viboras suramericanas
estd relacionada con el intercambio bidtico entre Norte y Centro América
a lo largo del periodo Terciario, especialmente después de la aparicién del
Istmo de Panama [81].

La mayoria de los eventos de especiacion en las regiones tropicales
estan influenciados por el aislamiento inducido por la alteracién del pai-
saje (p. ej., vicarianza) el cual esta intrinsecamente ligado a una gama
mas amplia de procesos bioldogicos y geoldgicos [60]. A pesar de esto, las
hipdtesis filogeograficas actuales propuestas para la mayoria de las es-
pecies de viboras suramericanas no han considerado la influencia de los
procesos demograficos [55,57,60,82]. De hecho, al examinar los patrones
filogeograficos de distintas especies con rangos superpuestos o parcial-
mente superpuestos, puede revelar como eventos comunes pueden tener
un impacto similar en los patrones evolutivos de numerosos taxones [83].
Sin embargo, lo anterior también sugiere inconsistencias entre taxones
simpatricos debido a la formaciéon de linajes, la variacién en el tamafo
efectivo de la poblacion, la extincion, dispersion, o la baja sensibilidad
ante eventos vicariantes [84-86].

En contraste, la explicacién dada por procesos de especiacion parapa-
trica a lo largo del eje vertical montafioso de los Andes, podria explicar las
adaptaciones especificas en algunas especies que presentan caracteris-
ticas asociadas con gradientes ecoldgicos [87]. En consecuencia, la capa-
cidad de algunas especies de expandirse hacia nuevos nichos ecolégicos
que aparecieron durante un tiempo especifico pudo juagar un rol funda-
mental en la diversificacién de las viboras interandinas pertenecientes a
los géneros Bothrops, Bothrocophias, Bothriechis, Lachesis y Porthidium.

Por lo tanto, se ha sugerido que la rapida divergencia de especies de
vipéridos a partir de un ancestro comun (con fosetas termosensibles),
representa un hito evolutivo importante que permitid la diversificacion
exitosa de esta familia de serpientes [3]. Asi, desde un punto de vista eco-
logico, estos linajes consiguieron colonizar diversos ambientes y habitats,
que van desde bosques tropicales de tierras bajas en Centroamérica, la
selva humeda tropical del Amazonas, logrando alcanzar las areas abiertas
al sur de los Andes y la Patagonia [2,55]. Sin embargo, la taxonomia, histo-
ria natural y relaciones filogenéticas de numerosas especies en Suramé-
rica aun son pobremente conocidas [2,28,57,88]. Esto ocasiona que varios
grupos de viboras muestran patrones aparentemente endémicos (p. €j.,
Bothrocophias colombianus); o se consideran complejos de especies que
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requieren una reevaluacion taxonémica y una mejor resolucion de sus pa-
trones filogenéticos (ver Capitulo 1).

Uno de los desafios importantes que enfrenta la herpetologia en Co-
lombia es el numero limitado de marcadores moleculares que se han
examinado, asi como el bajo numero de individuos o poblaciones anali-
zadas en varias especies de vipéridos. Ademas, el conocimiento limitado
sobre las tasas de evolucion molecular de grupos de genes nucleares en
serpientes, impide un examen filogeografico e historico exhaustivo de las
viboras encontradas en el norte de Suramérica.

2.2 Una familia con diferentes complejos de especies

En Colombia, asi como en todos los ecosistemas andinos, los factores
ambientales mas importantes que afectan la distribucion de los siete gé-
neros conocidos de viboras son la elevacion y la complejidad orografica.
Estos factores se proponen como algunos de los principales impulsores
de las complejas relaciones filogenéticas y alta diversidad vendmica en
varias especies de vipéridos. Por ejemplo, un grupo reducido de espe-
cies de viboras colombianas alcanzan elevaciones entre los 1.500 a 3.600
metros sobre el nivel del mar (en adelante msnm), siendo 1.500 msnm el
limite superior para la mayoria de las especies de viboras que habitan en
las tierras bajas; 3.600 msnm es el limite superior para las especies al-
toandinas (como Bothrocophias tulitoi, B. myrringae, Bothriechis schlegelii
y ciertas poblaciones del complejo B. atrox) [2,75].

Dentro de las diversas regiones biogeograficas del norte de Suramérica,
la proporcion de especies venenosas puede oscilar entre el 9% y el 14%
[89]. Por lo tanto, las zonas de distribucién geografica de la mayoria de las
especies de viboras colombianas confluyen en la tierras bajas en las que
se presenta una alta concentracion de poblaciones humanas [90]. Como
resultado, la dispersion de las viboras colombianas esta asociada con areas
boscosas primarias, areas boscosas secundarias, areas destinadas a la
agricultura a diferentes elevaciones, y cada vez mas, con areas urbanas
(generalmente en expansion). En consecuencia, y debido a su amplio rango
de distribucién geografica en Colombia, B. asper y B. atrox son las especies
de serpientes venenosas de mayor importancia médica [64,91].

Historicamente, los géneros Bothrops y Porthidium han sido foco de un
numero significativo de revisiones y trabajos taxondmicos que han reve-
lado una diversidad de linajes que no ha sido reconocida previamente a
nivel de especie [63,92-97]. De hecho, durante las ultimas dos décadas,
algunas especies pertenecientes al género Bothrops han sido objeto de
numerosos estudios filogenéticos y enfoques biogeograficos relacionados
con su diversificacion al norte de Suramérica [3,38,55,98,99]. Estas apro-
ximaciones han revelado una intrincada delimitacién taxondmica, princi-
palmente, dentro del complejo de especies Bothrops asper-atrox.

En general, la mayoria de las investigaciones realizadas sobre las vi-
boras presentes en Colombia indican que varias especies presentan una
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diversidad criptica, ya que sus relaciones filogenéticas y biogeograficas
exhiben claras diferencias entre sus poblaciones, mientras que sus ca-
racteres morfoldgicos conocidos presentan una baja variabilidad. A estos
grupos de serpientes se les denomina complejos de especies, una ca-
tegoria que describe la complejidad en su delimitaciéon taxondmica (ver
Capitulo 1) [53,63,75, 92-95]. Esta dificultad para distinguir especies mor-
folégicamente (especies cripticas), y que a veces pueden presentar linajes
genéticamente divergentes, se ha convertido en uno de los puntos mas
discutidos en trabajos publicados en sistematica molecular y en procesos
de definicion de especies en la actualidad.

Uno de los objetivos de esta seccidon es describir algunas de las in-
vestigaciones pioneras sobre la sistematica, los venenos y la evolucion
de las viboras colombianas. Con base en los datos publicados durante
las ultimas tres décadas, creemos que es necesario aumentar los estu-
dios filogeograficos para poder analizar con robustez la diversidad criptica
de taxones ya reconocidos [48,83,94,96]. Esta informacion podria servir
como una herramienta importante para determinar los esfuerzos de con-
servacion destinados a mantener las poblaciones viables de linajes que
aun estan por descubrir [83].

Con base en la revisién de los principales trabajos que consolidan el
conocimiento de las serpientes neotropicales, a continuacion, presenta-
mos un analisis sistematico y descriptivo de los principales grupos y com-
plejos de especies de viboras de importancia médica en Colombia. Esta
breve resefia busca mostrar no sélo la complejidad filogenética de los dos
grupos principales (Bothrops y Porthidium), sino también, informar sobre
las especies y los linajes con vacios de informacién genéticay protedémica.

Las mapanas colombianas de mayor importancia médica: el
complejo Bothrops asper-atrox

El género Bothrops exhibe una mayor divergencia genética en compara-
cion con las otras viboras suramericanas. De hecho, las especies Bothrops
exhiben linajes parafiléticos en relacion con las especies encontradas en
Centroamérica. La diversificacién del género probablemente tuvo lugar en
Suramérica [60]. Esta hipdtesis sugiere que el ancestro comun de todas
las especies de Bothrops fue el primer vipérido que colonizé Suramérica
en algun momento durante el Mioceno, hace unos 10 millones de afios
[63]. Como resultado, solo un linaje de especies de Bothrops (B. asper) se
extendid por Centroamérica, desde Panama hasta México. Sin embargo,
existen registros de distribucién geografica de una segunda especie de
Bothrops (B. punctatus) en la region oriental de Panama.

Campbell y Lamar [2] sugirieron que las poblaciones colombianas de
B. asper y B. atrox tienen distribuciones alopatricas. De hecho, B. asper
(Figura 1 superior) se distribuye a lo largo de las regiones biogeograficas
del Choco y el Valle del Magdalena, asi como a través de la region Caribe
y valles interandinos de la macrocuenca Magdalena-Cauca [64,91]. Por su
lado, Bothrops atrox (Figura 1 inferior) se encuentra en la region oriental
de Colombia, sobre los grandes biomas de la Orinoquia y la Amazonia.
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Esta distribucion concuerda con la hipdtesis de dispersion ancestral de
B. atrox, que propone la preexistencia de poblaciones que habitaron los
bosques ubicados al norte del Amazonas, que posteriormente colonizaron
gradualmente las diferentes regiones que bordean el rio Amazonas [97].

Figura 1. llustraciones de

la cabeza del complejo
Bothrops asper - atrox.
(Superior) cabeza en vista
lateral de Bothrops asper
de Melgar, Tolima, Colombia
(INSZ 138). (Inferior) Cabeza
en vista lateral de Bothrops
atrox de Puerto Carrefo;
Vichada (BOTATR00061).
Ilustraciones por Oscar A.
Ramirez Ruiz.

No obstante, existe la presencia de linajes relacionados con B. asper y
B. atrox en regiones geograficas simpatricas de los Andes orientales y occi-
dentales de Colombia, ubicadas en departamentos como Boyaca, Cundina-
marca, y Norte de Santander. Varios estudios han demostrado que ambas
especies muestran una diferenciacién filogenética reciente relacionada con
la diversidad de su habitat y con gradientes altitudinales [53,60,92,97].

El estado taxondmico del complejo B. asper-atrox dentro de las pobla-
ciones colombianas ha sido poco explorado desde una perspectiva gené-
tica, y actualmente no existe una delimitacion clara entre los linajes de
estas especies que permita evaluar algunas de las hipdtesis taxondmicas
previamente descritas con base en evidencia morfoldgica. En particular,
las poblaciones de la vertiente oriental de la Cordillera Oriental represen-
tan un problema desafiante aun sin resolver. Por ejemplo, algunas pobla-
ciones de B. atrox de montafia han sido histéricamente reportadas como
Bothrops isabelae [98] y Bothrops colombiensis [99]. Bothrops isabelae ini-
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cialmente fue sindnimo de B. atrox en los afios 90 [33,100], pero mas tarde
fue reconocida como especie en algunos de los trabajos pioneros sobre
linajes de Bothrops suramericanos [92]. Analisis recientes [101] muestran
a B. isabelae filogenéticamente cercana a B. atrox, y con una divergencia
genética aparentemente baja. Aun asi, y aunque algunos autores recono-
cen a B. isabelae como taxdn valido, actualmente volvio a ser considerado
sinénimo de B. atrox [55]. Ademas, Campbell y Lamar [2] consideran B.
colombiensis como especie sindnima del complejo de especies formado
por B. asper y B. atrox derivadas de poblaciones venezolanas.

Aclarar las relaciones filogenéticas entre las especies de Bothrops co-
lombianas y las poblaciones de especies/linajes venezolanos nos permiti-
ra comprender la dinamica de dispersion de estos taxones, proporcionan-
do una alternativa al uso del concepto de especie unificada que ha sido
ampliamente aplicado en analisis de complejos de especies con linajes
geograficos altamente divergentes [102]. La complejidad para entender
la sistematica del grupo B. atrox es un desafio previamente informado
[63,88,103]. Algunos estudios sugieren que el linaje compuesto por las
especies brasileras B. leucurus y B. moojeni es el grupo hermano de B.
atrox; otros estudios indican que B. atrox tiene relaciones evolutivas mas
estrechas con B. asper y el linaje B. isabelae [6,94,101,104]. Sin embargo,
el grupo de especies asociadas al complejo B. atrox distribuido entre Co-
lombia y Brasil, requiere una revision taxondmica detallada debido a que
las hipdtesis taxonomicas basadas en morfologia no son concordantes
con los linajes mitocondriales descritos, y ademas estos ultimos, tam-
poco concuerdan con las especies taxondmicamente reconocidas [103].

Un ejemplo histérico de esta marcada complejidad taxondmica para
las especies del género Bothrops en Colombia, fue la denominaciéon de
nuevas especies derivadas de B. asper propuestas por Folleco-Fernandez
[105]. Este autor reevalud los limites taxondmicos dentro de B. asper para
las poblaciones del suroeste de Colombia, proponiendo a B. ayerbei y B.
rhombeatus como nuevas especies derivadas de B. asper. Sin embargo,
esta propuesta taxondomica presentd un abordaje desprolijo e inadecuado
de la descripciéon de las caracteristicas empleadas en la delimitacion B.
ayerbei y B. rhombeatus. Ademas, los rasgos morfoldgicos y caracteres
diagnosticos empleados son ambiguos [106], y la ausencia de un analisis
filogenético impide el reconocimiento de estas poblaciones como unida-
des evolutivas independientes a nivel de especies (ver Capitulo 1). De he-
cho, en la descripcion inicial realizada por Garcia [107] no se asigno ningun
ejemplar tipo ni se realizd la descripcion de un nuevo taxén, convirtiendo
a B. rhombeatus en un nomen dubium (ver Capitulo 1).

Otro punto importante mencionado por Ramirez-Chaves y Solari [106]
es que Folleco-Fernandez [105] no asignd un neotipo para B. ayerbei y B.
rhombeatus, asi como tampoco proporcioné datos suficientes sobre las dis-
tribuciones geograficas y simpatria entre estas especies, lo que hace aun
mas dificil sustentar la validez de ambos taxones, o sus posibles hibridacio-
nes. Aunque otros trabajos han incorporado marcadores moleculares para
evaluar las relaciones filogenéticas entre de las especies B. asper y B. atrox
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[63], actualmente no existen secuencias de DNA mitocondrial disponibles
en los repositorios genéticos de datos abiertos que provean informacién
sobre las especies B. ayerbei y B. rhombeatus propuestas por Folleco-Fer-
nandez [105]. Por lo tanto, consideramos que las poblaciones distribuidas
en el suroeste de Colombia (departamentos de Cauca y Narifio) pueden
ser considerados como linajes sindnimos de Bothrops asper, hasta que un
nuevo estudio provea evidencias robustas a partir de tamano de muestra
adecuado y un abordaje riguroso empleando taxonomia integrativa [60,97].

Con el fin de evidenciar los vacios de conocimiento sobre las relaciones
historicas y la vendmica de algunos linajes representativos dentro de las
especies de viboras colombianas, presentamos como novedad un mapa
de calor que asocia las relaciones filogenéticas de linajes del complejo
B. asper-atrox y los proteomas publicados en las Ultimas dos décadas.
Por lo tanto, la Figura 2 muestra el resultado de una filogenia molecular
construida a partir de secuencias parciales de dos genes mitocondriales
(Citocromo b y NDH4; ver Apéndice). La topologia recuperada incluye ter-
minales para diferentes poblaciones y linajes distribuidas en Colombia y
Brasil, asi como datos moleculares de las especies de Bothrocophias re-
cientemente descritas para Colombia [75]. Utilizamos tres terminales que
representan tres localidades geograficas en Brasil, incluyendo también
dos terminales que representan a dos linajes actualmente sinonimizadas
para la especie B. atrox. Utilizamos datos de ocho grupos de familias de
proteinas/toxinas que han sido reportadas en estudios vendmicos, y rea-
lizamos la asociacion de los porcentajes de las principales toxinas princi-
pales con las hipotesis filogenéticas y su distribucién geografica.

Nuestros resultados muestran que las poblaciones colombianas de B.
asper presentan tres linajes, geograficamente definidos y bien soportados,
que divergen genéticamente entre 2,5% y 4% entre si. De forma similar,
Bothrops atrox presenta cuatro linajes definidos geograficamente, pero
con distancias y relaciones filogenéticas que aun requieren una mejor
resolucion para ser considerados como linajes claramente diferenciados
(poblaciones al oeste de la Cordillera Oriental - Cundinamarca vs. pobla-
ciones al Este de la Cordillera Oriental - Meta, Vaupés y Caquetd). Ademas,
los limites geograficos y taxondmicos con el linaje que histéricamente
tomd el nombre de B. isabelae siguen siendo un problema taxondmico
por resolver. Por lo cual, consideramos que se requieren estudios futuros
que ayuden a establecer con claridad si las poblaciones distribuidas en
la vertiente oriental de la Cordillera Oriental, y en algunas localidades de
Venezuela, corresponden a un linaje derivado B. atrox o pueden ser asig-
nado al taxon histéricamente conocido como B. isabelae.

Es importante sefialar que los géneros hermano de Bothrops y Bothro-
cophias solo tienen tres especies con datos genéticos y un Unico proteoma
publicado (ver la seccion 3 de este capitulo). Asimismo, no fueron incluidos
en este andlisis los proteomas de los linajes B. ayerbei y B. rhombeatus
debido a la ausencia de datos genéticos disponibles. Finalmente, se sefiala
aqui la ausencia de datos vendmicos para dos linajes importantes dentro
de B. asper (poblaciones de las regiones Caribe y Magdalena Medio).
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Figura 2. Mapa de

calor usando datos de
proteomas para algunas
viboras colombianas
relacionadas al complejo
Bothrops asper-atrox. Los
datos protedmicos estan
graficados sobre una
filogenia molecular que
usa una matriz de genes
concatenados construida
a partir del método de
Maxima Verosimilitud (ML)
(secuencias parciales

de MT-ND4 y MT-CYB,
producidas por [3, 50,

53, 63, 75, 94, 96] y por
Cubides-Cubillos et al.
(datos aun no publicados).
La inferencia filogenética
recupera las especies y sus
linajes mas importantes
(aquellos para los cuales
hay informacién genéticay
protedmica disponible; ver
informacion bibliografica
en la Seccion 3). En la
topologia recuperada son
sefialados los nodos con
soporte de bs > 90%.
Informaciones abreviadas:
linajes/poblaciones ( Caribe
y Pacifico CR: Costa Rica;
Caribe y Pacifico Col:
Colombia; Pacifico Ecu:
Ecuador; MV Col: Valle del
Magdalena, Colombia; RR Br:
Region de Roraima de Brasil;
RO Br: Regién de Rondonia
de Brasil; Amazonia Br:
region amazodnica de
Brasil; Amazonia Col:
region amazodnica de
Colombia; LlanOrient Col:
region de la Orinoquia

de Colombia. Nombres

de familias de proteinas:
SVMP: metaloproteinasa;
PLA2: fosfolipasa A2;
SVSP: serina proteinasa;
LAAO: L-aminoacido
oxidasa ; CTL: lectina de
tipo C/similar a lectina;
BPP: péptido potenciador
de bradiquinina; CRISP:
proteina secretora rica en
cisteina; Dis: Desintegrinas;
VEGF: factor de crecimiento
vascular del endotelio;
Unk: nucleotidasa; factor
de crecimiento nervioso,
péptidos/o compuestos no
peptidicos.

SVMP
PLA2
SVSP
AA
CTL
BPPs
CRISP
DIS
VEGF
Unk

—_———————————e

Grupos
externos

Bothrieschis schlegelii CR
Bothrocophias hyoprora Col
Bothrocophias tulitoi Col
Bothrocophias myrringae Col
Bothrops jararaca Br
Bothrops venezuelensis
Bothrops caribbeaus
Bothrops lanceolatus -
B.asper Caribbean CR
B. asper Pacific CR ]
B. asper Caribbean Col
B. asper MV Col
B. asper Pacific Col
B. asper Pacific Ecu -
B. atrox RR Br
B. atrox RO Br
Bothrops colombiensis
Bothrops isabelae Col
B. atrox Amazonia Col
B. atrox Amazonia Br
B. atrox LlanOrient Col

0 value % 741

De todos los diversos linajes de B. atrox descritos previamente en ana-
lisis filogenéticos, solo dos cuentan con proteomas de al menos una de
las poblaciones que lo conforman (Piedemonte llanero, departamento del
Meta; y regidén norte de Brasil, estado de Amazonas). En consecuencia,
se hacen evidentes los significativos vacios de conocimiento en torno a
la composicion de los venenos del complejo B. atrox, indicando que se
requiere invertir grandes esfuerzos por caracterizar sus poblaciones dis-
tribuidas a lo largo de la vertiente oriental de la Cordillera Oriental (depar-
tamento de Boyacd), piedemonte amazoénico colombiano (departamentos
de Caqueta, Putumayo), asi como las tierras bajas amazodnicas (departa-
mentos de Guainia, Guaviare, Vaupés y Amazonas). Asimismo, a la fecha,
no existe informacién sobre la composicién de los venenos de las po-
blaciones de tierras altas de la vertiente oriental de la Cordillera Oriental
identificadas como el linaje B. isabeloe, las cuales representan un desafio
para la comprension de viboras de montafia del género Bothrops. Es posi-
ble suponer que la composicion de los venenos de estas poblaciones varie
significativamente a la observada al interior de las poblaciones B. atrox
de tierras bajas, como respuesta funcional y adaptativa a los gradientes
ecolégicos relacionados con la altitud; empleando dinamicas evolutivas
especificas, como, por ejemplo, la duplicacion de genes. No obstante, esta
y otras posibles hipotesis, deben ser contrastadas en futuros estudios.

La potencia en la actividad hemorragica de los diferentes tipos de me-
taloproteinasas presentes en el veneno de vipéridos (SVMP), es uno de los
factores importantes en las actividades bioldgicas de los envenenamien-
tos causados por las especies del género Bothrops. En general, su abun-
dancia relativa esta relacionada con sintomas como la hemorragia local
y sistémica [43]. Nuestro andlisis mostré que las especies/linajes con el
mayor contenido de SVMP, se distribuyen tanto en regiones tropicales se-
cas como himedas. Ademas, la composicion del veneno mostré una alta
variabilidad dentro de linajes estrechamente relacionados, indicando una
posible respuesta ecoldgica. Probablemente, la distribucién y dispersion
heterogénea de especies/linajes sea una posible causa de los efectos
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sinérgicos entre diferentes tipos de SVMP. De hecho, la hemorragia, que
también contribuye a la mionecrosis [108], es uno de los sintomas mas
documentados en los accidentes ofidicos de todos los miembros del gru-
po de especies B. asper-atrox.

Las PLA,, la segunda toxina mas abundante en el veneno del complejo
de especies B. asper-atrox, es responsable de la mionecrosis y esta estre-
chamente relacionada con las funciones digestivas del veneno [109-110]
(ver Capitulo 5). Esta toxina suele representar alrededor del 20-40% de
la composicion total del proteoma en las especies del complejo B. as-
per-atrox, pero muestra una variabilidad moderada. De hecho, la variabi-
lidad en el porcentaje de PLA no parece estar relacionada con un clado,
region o clima especifico. Sin embargo, debido a los grandes vacios de
informacion, en futuros estudios este patrén podria cambiar o estar aso-
ciado a variables ecolégicas como la disponibilidad de presas, pérdida de
habitat, o la presién antropogénica.

Las enzimas que imitan de manera incompleta la accion de la trombina,
las serino proteasas (SVSP), constituyen el tercer grupo de toxinas mas
importante en los venenos de las especies del género Bothrops y ejercen
multiples acciones sobre la hemostasia y los sistemas cinina y cinina-ca-
licreina en las presas de estas serpientes [111,112]. Este grupo de toxinas
muestran poca variacion dentro de las especies/linajes del complejo de
especies B. asper-atrox, y aparentemente, no hay una relacion clara con
la topologia recuperada de la filogenia molecular obtenida. De hecho, los
reportes de accidentes ofidicos causados por vipéridos no informan sobre
la variabilidad en sintomas como coagulopatias o inflamacién debido a
que estos son signos tipicos del envenenamiento botropico (ver Capitulo
9). Al parecer, evolutivamente esta es una caracteristica intrinsecamente
ligada a la accién sinérgica con otros componentes del veneno (ver Capi-
tulo 5y 9).

Patocos y Patoquillas : complejo de especies del género
Porthidium

Las viboras conocidas en Colombia como, patocos o patoquillas, habitan
en Centro y Suramérica en una amplia gama de habitats tropicales. Se hi-
potetiza que su origen es Centroamericano, con una dispersion a lo largo
de la costa del Pacifico durante la fase final del surgimiento del istmo de
Panama (hace 3,5 millones de afios), e incluso después de su formacién
[63]. Esta dispersion podria relacionarse de manera positiva o negativa
a la competencia interespecifica con otras especies de viboras como B.
asper, la cual colonizé Suramérica antes del cierre del istmo de Panama
[2,563,63]. Las especies de Porthidium son serpientes terrestres de cuerpo
corto que no superan los 100 cm de longitud [2,3,13,14,113].

Las especies de este género comparten patrones de coloracién cripti-
cay un canthus rostralis claramente pronunciado con una escama rostral
proyectada hacia arriba (Figura 3). Estas adaptaciones en la forma de la
cabeza y coloracién son tipicas de los depredadores de emboscada [2].
Desde la década de 1990, se han realizado revisiones de las relaciones
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filogenéticas entre las diferentes especies del género empleando carac-
teres morfolégicos y algunos datos moleculares [6,50,104].

Figura 3. llustraciones de
la cabeza del complejo
de especies Porthidium

lansbergii -nasutum.
(Superior): Cabeza en

vista lateral de Porthidium
lansbergii (INSV-SR-89) de
Yondo, Antioquia, Colombia.
(Inferior): Cabeza en vista
lateral de Porthidium
nasutum (QCAZR 15395) de
Tundaloma Lodge, Durango,
Ecuador. Ilustraciones por
Oscar A. Ramirez Ruiz.

Actualmente, diversos estudios taxondmicos han revelado las relacio-
nes evolutivas y sistematicas entre las diferentes especies del género
Porthidium, sustentando la validez taxondmica de nueve especies: P. dun-
ni, P. hespere, P. ophryomegas, P. volnicacum y P. yucatanicum especies
con una fuerte afinidad hacia las zonas aridas; y las especies P. nasutum,
P. porrasi, P. lansbergii, y P. arcosae asociadas a bosques tropicales de tie-
rras bajas [95]. La descripcion de la especie Centroamérica P. porrasi [114],
a partir de un analisis de las poblaciones adyacentes de P. nasutum de
Costa Rica, dio inici6 a la discusién sobre la diversidad filogenética dentro
del género y la necesidad de analizar poblaciones distribuidas al norte de
Suramérica [95].

En Colombia, P nasutum [115] y P. lansbergii [116] son especies estre-
chamente relacionadas. Porthidium nasutum se distribuye desde México
a través de los bosques humedos centroamericanos, pasando por la eco-
rregion Choco-Darién, la ecorregion biogeografica chocoana, incluido el
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Ecuador [2]. Por otro lado, P. lansbergii, se distribuye en los bosques secos
del Istmo-Pacifico de Panama, alcanzando la region del Choco-Darién y
extendiéndose sobre los bosques humedos de Uraba, asi como en los
bosques secos tropicales del Caribe colombiano y el norte de Venezuela.
Su distribucion también abarca los bosques secos, premontanos y mon-
tanos de la cuenca del rio Magdalena [2,117].

La mayoria de los estudios filogenéticos previos de P. nasutum y P.
lansbergii se realizaron con base en muestras moleculares pequefias, o
de un Unico individuo proveniente de poblaciones geograficamente ais-
ladas [117,118]. La complejidad taxondmica observada en Panamay en las
diversas poblaciones colombianas sugiere una investigacion a gran esca-
la. Por ejemplo, Castoe et al. [95] muestran que P. nasutum es un clado
parafilético conformado por dos linajes bien diferenciados genéticamente
en Costa Rica y Ecuador.

De forma similar, nuestra filogenia muestra que P. nasutum presenta
una diferenciacion clara entre las poblaciones evaluadas recuperando
tres linajes principales (Figura 4), de los cuales, el Clado 1 (Costa Rica)
y el Clado 2 (Ecuador) coinciden con los resultados previos reportados
por Castoe et al. [95], mientras que el Clado 3 agrupa poblaciones dis-
tribuidas al noreste de los Andes colombianos. Sin embargo, en nuestro
analisis filogenético el linaje representado por las poblaciones del cen-
tro-oriental de Antioquia se anid6 dentro del clado que agrupa todos los
linajes P. lansbergii. Curiosamente, dos décadas atras, Cisneros-Heredia
y Yanez-Mufioz [119] sugirieron que la poblacién ecuatoriana (Clado 2)
deberia considerarse como una especie nueva, distinta de P nasutum de
Centroamérica. No obstante, nuestra filogenia no incluyd muestras de
poblaciones chocoanas de P. nasutum (Region Pacifico en Colombia) y de
Porthidium lansbergii de la cuenca alta del rio Magdalena (departamento
de Huila).

Por otro lado, nuestra filogenia molecular (Figura 4) muestra que Por-
thidium lansbergii exhibe una amplia diversificacién a través de diversas
ecorregiones que abarcan rangos de elevacién desde el nivel del mar has-
ta los 1.200 msnm. Los linajes colombianos conforman un grupo parafilé-
tico: se distinguen las poblaciones del Darién-Panama de aquellas ubica-
das en la ecorregion del Caribe colombiano, la cuenca del rio Magdalena,
y las poblaciones al oriente de Venezuela. Ademas, algunas secuencias
genéticas asociadas con las dos subespecies de P. lansbergii (P. l. hut-
manni y P. . rozei), se agruparon en un clado politémico, indicando que,
a partir de los marcadores moleculares disponibles, no es posible com-
prender las relaciones evolutivas entre las poblaciones de la costa Caribe,
el valle del rio Magdalena y las poblaciones del norte de Venezuela. Este
resultado es similar a lo reportado por De Arco-Rodriguez et al. [118] para
las poblaciones del caribe colombiano. Todo lo anterior sugiere, que es
necesario invertir mas esfuerzos para dilucidar las relaciones evolutivas
entre el complejo de especies Porthidium nasutum-lansbergii, siendo ne-
cesario incluir a futuro muestras genéticas de las poblaciones del Pacifico
colombiano y cuenca alta del rio Magdalena.
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Figura 4. Mapa de calor
usando datos de proteo-
mas para algunas viboras

colombianas relacionadas
al complejo Porthidium na-
sutum-lansbergii. Los datos
protedmicos estan grafi-
cados sobre una Filogenia
molecular que usa una ma-
triz de genes concatenados,
construida a partir del méto-
do de Maxima Verosimilitud
(ML) (secuencias parciales
de MT-ND4 y MT-CYB, pro-
ducidas por [95,114] y Cubi-
des-Cubillos y colaborado-
res). La topologia filogenética
recupera las especies y sus
linajes mas importantes, y
aquellos para los cuales hay
informacién genética y pro-
tedmica disponible (ver in-
formacién bibliografica en la
Seccion 3). Adicionalmente
se muestran los nodos con
soporte bs>90%. Informa-
ciones abreviadas: linajes/
poblaciones (CR: Costa Rica;
Ecu: Ecuador; EasternAnt-
Col: Este del departamento
de Antioquia, Colombia; Col
Uraba: regién de Uraba de
Colombia; MV Col: Valle del
rio Magdalena, Colombia;
Col Caribe: region caribefia
de Colombia; Col LlanOrient:
Region de la Orinoquia de
Colombia; Darién Pan: Re-
gién del Darién de Panama;
IslMarg Ven: Isla Margarita
de Venezuela). Nombres de
familias de proteinas: SVMP:
metaloproteinasa; PLAQ:
fosfolipasa A2; SVSP: serina
proteinasa; LAAO: L-aminoa-
cido oxidasa ; CTL: lectina
de tipo C/similar a lectina;
BPP: péptido potenciador

de bradiquinina; CRISP:
proteina secretora rica en
cisteina; Dis: Desintegrinas;
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La composicidon del proteoma, o composicion proteica del veneno, solo
es conocida para unas pocas especies de del género Porthidium, a pesar
de que todas son de importancia médica, y algunas como las especies
presentes en Colombia, representan un porcentaje importante de la in-
cidencia anual de los accidentes ofidicos reportados (ver Capitulo 9). Ac-
tualmente, solo una poblacién de la especie P. lansbergii cuenta con una
descripcién protedmica de su veneno (Figura 3).

No obstante, el analisis de la relaciéon de la filogenia molecular y los datos
protedmicos para las especies de Porthidium, muestra que existen diferen-
cias importantes entre los proteomas de estas dos especies hermanas. Sin
embargo, debido al fragmentado conocimiento sobre la composicion de sus
venenos, no es posible proponer una explicacion para la aparente variabili-
dad observada entre los linajes, ni sobre la concordancia entre linajes filo-
geograficos y ecorregiones. La variacion en sus venenos se observa en las
principales toxinas que lo componen: SVMP, PLA )y SVSP. Estas toxinas va-
rian entre los clados y regiones geograficas divergentes. No obstante, hace
falta un muestreo mucho mas robusto y completo, que incluya la mayoria
de las poblaciones/linajes de las especies distribuidas en Colombia, para
poder comprender con claridad la variacion en sus venenos. De hecho, es
posible considerar que en las poblaciones de P. nasutum y P. lansbergii pue-
dan existir diferentes procesos adaptativos que promueven aleatoriamente
la explosion de diversos fenotipos en sus venenos, y que estos a su vez, se
relacionen con la formacion de linajes [188]. Estas hipdtesis y especulacio-
nes requieren estudios futuros que reduzcan significativamente la incer-
tidumbre en torno a la evolucion de los linajes de las especies del género
Porthidium y su relacién con la respuesta funcional de sus venenos.

Viboras gigantes colombianas: La serpiente cascabel
suramericana y el verrugoso

La serpiente cascabel sudamericana Crotalus durissus (sensu lato) es una
especie que se destaca entre sus congéneres del género Crotalus por su
amplia distribucién geografica, un niumero significativo de accidentes ofi-
dicos reportados anualmente, y por los sintomas de sus envenenamien-
tos, como la paralisis neuromuscular, rabdomiélisis, lesion renal aguda
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y coagulopatia [120] (ver Capitulo 5 y 9). Investigaciones taxondmicas y
sistematica, documentan la amplia diversidad de linajes/subespecies de
la especie C. durissus [121]: C. d. durissus [11]; C. d. cascavella [9]; C. d.
collilineatus [52]; C. d. cumanensis [122]; C. d. marojoensis [123]; C. d. mari-
celae [124]; C. d. ruruima [123]; C. d. terrificus [37]; and C. d. trigonicus [125].
Estos autores incluyen dos especies adicionales del norte de Suramérica,
Crotalus unicolor [126] con una distribucion geografica restringida a Aruba,
y Crotalus vegrandis [127] restringida a Venezuela, la cual previamente fue
considerada como una subespecie de C. durissus (ver Figura 5 Superior).

En las ultimas décadas se han comenzado a reconocer algunas subes-
pecies como unidades taxondmicas operacionales o taxa a nivel de es-
pecies [128,129]. Recientemente, el linaje de C. durissus (incluido C. ve-
grandis) fue recuperado filogenéticamente como el grupo hermano de
C. simus (Cascabel centroamericana) [121]. Esto sugiere que la diversidad
criptica en este grupo parece estar dirigida por procesos de aislamiento
geografico. Sin embargo, la filogenia molecular publicada para el grupo C.
durissus no contd con muestras de individuos de las regiones trasandina
y cisandina de Colombia.

Figura 5. llustraciones de
cabezas de las viboras
gigantes colombianas.
(Superior) Cabeza en vista
lateral de Crotalus durissus
del municipio de El Paso,
Cesar Colombia (INSZ 115).
(Inferior) Cabeza en vista
lateral de Lachesis muta
de Miriti-Parana, municipio
de La Pedrera, Amazonas,
Colombia (IAVvH-R-8721).
Ilustraciones por Oscar
Ramirez.
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En Colombia, Crotalus durissus se distribuye en la region transandi-
na del pais sobre las tierras bajas de la region Caribe, extendiéndose
hasta el valle del Magdalena. Asimismo, se distribuye en la region ci-
sandina habitando en las altillanuras bien drenadas de la Orinoquia [2].
Se considera una especie de habitos terrestres y habita predominante-
mente en zonas abiertas relativamente secas [130]. Esta serpiente de
cascabel exhibe una notable flexibilidad ecoldgica permitiéndole estar
activa, tanto dentro de los bosques como sobre sus bordes, siendo co-
munmente encontrada en zonas abiertas y fuertemente antropizadas
[130,131]. Aunque es una de las especies mas venenosas de Colombia,
a su vez, una de las mas traficada ilegalmente [89], esta especie pre-
senta profundos vacios de conocimiento en torno a su historia natural,
registros de ocurrencia y evaluacion de su estado de conservaciéon [64]
(ver Capitulo 1). El patron de distribucién disyunto de sus poblaciones
dentro de la regién transandina, asi como entre las poblaciones cis y
transandinas, sugiere que es muy probable que Crotalus durissus esté
compuesta por mas de un linaje evolutivo que han divergido por aisla-
miento geografico y ecoldgico. Recientemente, se encontrd que existen
diferencias intraespecificas significativas en la composicion y activi-
dades bioldgicas del veneno de Crotalus durissus entre las poblacio-
nes distribuidas en la cuenca media del rio Magdalena, el piedemonte
llanero y la costa caribe colombiana (ver Capitulo 5). Estos resultados
sugieren que es plausible hipotetizar que Crotalus durissus es un com-
plejo de especies con multiples linajes evolutivos que han divergido por
aislamiento geografico y ecolégico. No obstante, se espera que futu-
ros estudios filogenéticos ayuden a resolver estas incognitas al incluir
muestras representativas de todas las poblaciones colombianas, asi
como poblaciones distribuidas en ecosistemas del Brasil.

Dentro de la familia Viperidae, las serpientes del género Lachesis [12],
comunmente en Colombia conocidas como «verrugosos», son las viboras
mas grandes conocidas a la fecha, llegando a medir mas de 3,5 metros
[2]. Las serpientes de este género son las Unicas especies oviparas en-
tre todas las viboras de América [132]. ElL género Lachesis se divide entre
linajes centroamericanos y suramericanos, con una divergencia estima-
da entre 6 y 18 millones de afios. La divergencia dentro de las especies
centroamericanas parece haber ocurrido entre 4 y 11 millones de afos,
probablemente debido al levantamiento de la Cordillera de Talamanca;
sin embargo, la diferenciacion entre linajes suramericanos se produjo solo
hace unos 800.000 a 300.000 afios [48,133]. Particularmente, el surgi-
miento y estructuracion de las tres cordilleras andinas en Colombia se ha
propuesto como el mecanismo de aislamiento entre L. muta (restringida
al Amazonas) y las especies de verrugosos centroamericanos (L. melano-
cephala y L. stenophrys), y L. acrochorda, la Unica especie de Lachesis que
habita en la region transandina, distribuyéndose en los bosques humedos
del Pacifico suramericano, regién del Darién en Panama, y cuenca media
del rio Magdalena.

Publicaciones recientes que sintetizan el conocimiento disponible sobre
las especies del género Lachesis, resaltan la rareza de los verrugosos co-
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lombianos, indicando que sus registros conocidos son escasos, asi como el
numero accidentes ofidicos registrados oficialmente [134] (ver Capitulo 1y
9). De hecho, es sorprendente que anualmente se presente un bajo nume-
ro de mordeduras ocasionados por estas especies, teniendo en cuenta su
gran tamafo (> 3,5 metros [89]), asi como su amplia distribucion en el pais,
abarcando cuatro de las cinco ecorregiones colombianas.

Los aspectos mejor estudiados del género Lachesis son su sistematica
y taxonomia. Estos estudios han incluido multiples lineas de evidencia
(ADN, morfologia hemipenial, el patron de color y el conteo de escamas)
para establecer los parentescos evolutivos y la delimitacién de especies
dentro del género. A pesar de esto, las poblaciones colombianas de las
dos especies distribuidas en el pais estan pobremente representadas en
estos estudios, o no han sido incluidas [134].

Es importante resaltar que en Colombia las especies de verrugosos L.
acrochorda (Figura 5 Inferior) y L. muta, tienen distribuciones alopatricas.
Lachesis acrochorda se distribuye en el Pacifico colombiano, region del
Uraba-Darién, y cuenca media del rio Magdalena; mientras que las pobla-
ciones de L. muta se distribuyen en las laderas orientales de la Cordillera
Oriental y en la ecorregion amazdnica [135].

El conocimiento sobre la composicién y actividad biologica de los ve-
nenos de los verrugosos colombianos es muy limitado. La composicién
proteica del veneno de L. acrochorda se conoce en poblaciones de la
costa del Pacifico y la cuenca media del rio Magdalena en Colombia, lo
que permite apreciar que la conformacién del veneno de Lachesis es apa-
rentemente muy conservadora en todas las especies del género [136,137].
Sin embargo, en el futuro se publicaran algunos estudios de sistematica
molecular y nuevos andlisis vendmicos entre poblaciones de L. acrochor-
da del suroeste, noreste y costa pacifica de Colombia, que muestran una
baja variabilidad entre linajes (A.M. Franco-Vasquez comunicacién perso-
nal 2024). Actualmente, no se cuenta con caracterizaciones protedmicas
de los venenos de L. muta de poblaciones colombianas. En general, los
registros de distribucion e informacion general de la biologia de L. muta
de las poblaciones colombianas es muy escasa o inexistente [138]. Por lo
tanto, es prioritario caracterizar los venenos de los verrugosos de la Ama-
zonia colombiana dada su importancia médica, asi como evaluar la posi-
ble variabilidad en la composicion y actividades bioldgicas de los venenos
entre las poblaciones colombianas y brasileras.

Perspectivas sobre las viboras poco estudiadas en
Colombia

Los ultimos 20 afios de investigaciones herpetoldgicas nos han permiti-
do esclarecer varios de los procesos biolégicos importantes en las prin-
cipales especies de viboras colombianas. Los vipéridos de los géneros
Bothrocophias y Bothriechis representan uno de los grandes retos a ser
abordados por los investigadores que emplean marcadores moleculares
como herramientas para indagar las trayectorias evolutivas de estos gru-
pos, y asi ayudar a comprender sus morfologias cripticas y distribuciones
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enigmaticas. La reciente descripcién de dos nuevas especies de Bothro-
cophias para Colombia [75], sefiala la importancia de evaluar las pobla-
ciones cripticas de algunas especies que histdéricamente presentan una
amplia distribucion geografica en Suramérica (p. ej., B. microphthalmus).

De manera similar, la propuesta de nuevas especies de Bothriechis para
Colombia abre un espacio para investigaciones mas profundas sobre los
venenos del grupo de viboras arboricolas mas conspicuo en Colombia
[139]. Sin embargo, estos esfuerzos se vieron obstaculizados debido a
las significativas inconsistencias en la delimitacion de especies dentro
de las poblaciones colombianas, asi como por la evidencia débil y los li-
najes no respaldados propuestos por Arteaga et al. [139] (ver Capitulo 1).
Recientemente, Reyes-Velasco [222] revalud la propuesta taxondmica de
Arteaga et al. [139], demostrando que estos autores interpretaron inco-
rrectamente sus resultados. Las diferencias genéticas que ellos interpre-
taron como limites entre especies, reflejan en su lugar variacion clinal, no
linajes independientes. Ademas, Reyes-Velasco concluye que dentro del
complejo B. schlegelii, solo tres especies (B. nigroadspersus, B. schlegelii y
B. supraciliaris) deben considerarse como validas. El resto de los taxones
propuestos Arteaga et al. [139], incluidos B. khwargi, B. klebbai, B. rahimi,
B. rasikusumorum y B. torvus, no se sostienen bajo el analisis mas riguroso
presentado por Reyes-Velasco [222], y, por lo tanto, deben ser sinonimiza-
das con B. schlegelii. En consecuencia, coincidimos con las conclusiones
de Reyes-Velasco [222] y recomendamos que las futuras publicaciones
que traten con poblaciones colombianas de Bothriechis schlegelii se re-
fieran a este como el complejo de especies B. schlegelii (ver Capitulo 1).

La Tabla 1 resume los marcadores moleculares disponibles para las
diferentes especies de viboras que habitan en Colombia, con los cuales
se han construido las principales filogenias publicadas actualmente, y
constituyen nuestra comprension actual de los caminos evolutivos de las
viboras colombianas. No obstante, varios taxones y poblaciones de vibo-
ras en Colombia estan pobremente representadas o no han sido incluidas
en estos analisis [63, 92, 93,101, 55]. Por tanto, el conocimiento y las rela-
ciones evolutivas de las viboras colombianas es muy limitado.

Bothrops asper ha sido la Unica especie colombiana que cuenta con
amplio analisis genético [53,60], empleando genes como el citocromo b
y NDH4. Esperamos que en los proximos afios surjan los resultados de
algunos proyectos en curso, que investigan las trayectorias evolutivas que
explican la compleja historia filogenética de viboras colombianas como :B.
atrox, P. nasutum, P. lansbergii y Crotalus durissus (Cubides-Cubillos et al;
Arias-Sosa et al. en prensa).
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Tabla 1. Datos de marcadores moleculares publicados para viboras de Colombia y otros
paises de la region neotropical.

. N Genes . -

Especies Citocromo b NDH4 Microsatélites
nucleares

Bothriechis e o _ _
schlegelii
Bothrocophias * * _ _
hyoprora
Bothr.ocoph/as + + ~ _
tulitoi
Both/"ocoph/as + + ~ _
myrringae
Bothrocophias B B B _
myersi
Bothrocophias _ _ _ _
colombianus
Bothrops asper +* +* * =
Linaje B. _ _ ~ _
rhombeatus
Linaje B. ayerbei = = = =
Bothrops atrox +* +* +* *
Bothrops bilineatus +* +* * =
Bothrops punctatus - - - -
Bothrops pulcher = = = =
Crotalus durissus +* +* +* -
Lachesis +* +* _ _
acrochorda
Lachesis muta +* +* - -
Porthidium * +* o _
lansbergii
Porthidium nasutum +* +* * -

(+) Datos para especies colombianas. (*) Datos de especies de otros paises. (-) datos
no publicados. Para la especie P. lansbergii y P. nasutum, los datos moleculares
corresponden a investigaciones en curso desarrolladas por Cubides-Cubillos et al. en
prensa. Los datos de C . durissus correspondiente a una revisién desarrollada por Mario
Vargas y colaboradores; las otras secuencias fueron recuperadas en el portal del NCBI
[3,50,53,63,75,95,96,104,114].

3. Actividades biolégicas y proteémica de los venenos
de viboras colombianas

Desde una perspectiva evolutiva, la seleccion de toxinas especificas en
los venenos de las serpientes parece haber sido un proceso limitado, que
conllevo fijar un numero reducido de familias de proteinas en el tiempo
[140]. De hecho, la restringida variedad de familias proteicas aparente-
mente promovio una rapida evolucion de numerosas funciones biolédgicas
para hacer frente a los requerimientos dietarios y estrategias de caza de
estas serpientes [141]. Es por ello, que los venenos son considerados como
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adaptaciones tréficas que facilitaron a las serpientes el poder capturar,
someter y digerir a sus presas, respondiendo de forma especifica al tipo de
presay su disponibilidad en el habitat. Esto explica porque los venenos de
las serpientes exhiben una variacion significativa en su composicion [142].

Es bien conocido que la composiciéon del veneno de las serpientes
presenta variaciones en todos los niveles taxonémicos (entre familias, gé-
neros y especies), pero la comprensién de cdmo son los mecanismos de
accion aun es tema de investigacion [143,144]. Para poder comprender los
determinantes de esta variacion se requiere realizar estudios enfocados
en los procesos evolutivos de adaptacion, coevoluciéon, teniendo como
marco de referencia hipotesis filogenéticas y ecoldgicas que expliquen
su relacionamiento evolutivo [110,145,146,144]. El poder comprender como
varia la composicion en los venenos tiene un impacto transcendental en
las ciencias aplicadas y biomédicas, ya que ayudara significativamente al
desarrollo de nuevos medicamentos, asi como al mejoramiento y eficacia
de lo antiofidicos desarrollados para atender el envenenamiento [111,147]
(ver Capitulo 6 y 10).

Varios paises de Suramérica presentan una alta prevalencia de acci-
dente ofidicos del género Bothrops, los cuales se asocian con envenena-
mientos graves y potencialmente mortales (ver Capitulo 9). Esto ha lle-
vado a la estigmatizacion de las restantes especies de viboras, asi como
de serpientes no venenosas con apariencia similar. Esta estigmatizacion
ha resultado en la matanza deliberada por parte de diversas comunida-
des humanas a multiples especies de serpientes en todo el continente.
Particularmente, existe un rechazo generalizado hacia las especies del
género Bothrops. No obstante, este rechazo no es infundado, debido a
su amplia distribucién en diversas zonas ecoldgicas que confluyen con
las principales areas agricolas, asi como su alta capacidad para provocar
envenenamientos, estas viboras se encuentran entre las serpientes vene-
nosas mas peligrosas de las regiones tropicales de Centro y Suramérica.
Particularmente en Colombia, el envenenamiento botrdpico representa el
62% del total de los casos anuales [111,148] (ver Capitulo 9).

Actualmente, el estudio de los venenos emplea un enfoque multidis-
ciplinario, que utiliza tecnologias “06micas” como la gendmica, transcrip-
témica, protedmicay, mas recientemente, la metaboldmica, logrando una
mejor comprension de los componentes de los venenos, particularmente,
aquellos con bajo peso molecular [149]. Estos campos de investigacion
han tenido un impacto significativo en la ciencia biomédica actual [150], al
incorporar técnicas avanzadas en espectrometria de masas (MS) de alta
resolucion [151] y métodos de anotacién de novo que emplean bases de
datos que requieren cantidades minimas de veneno [152]. Esto ha permi-
tido la identificaciéon de nuevas familias de toxinas, toxinas individuales,
isoformas Unicas y variantes de empalme, asi como aminas, aminoacidos
y alcaloides presentes en los venenos.

Mas de cien especies de viboras neotropicales son reconocidas a nivel
mundial [4]; y dada su amplia distribucion, los envenenamientos causados
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por estas especies constituyen un evento de importancia médica con un
impacto significativo en la salud publica, al causar mas de 2,7 millones de
accidentes ofidicos al afio [108]. No obstante, los venenos de las serpien-
tes, al mismo tiempo, son una fuente de materia prima para la adquisicion
de nuevos compuestos moleculares [153], que facilitan los diversos avan-
ces biotecnoldgicos en biologia molecular y biomedicina (ver Capitulo 10).

Chippaux et al. [154] allan6 el camino para el estudio de los venenos
de serpientes, demostrando que estas intrincadas secreciones varian en
multiples dimensiones y estan afectadas por diversos factores intrinsecos
y extrinsecos [144]. Actualmente, la vendmica provee multiples modelos
Utiles para la comprensiéon de la evolucion de los genes [155,156]. En las
siguientes secciones, presentamos una breve resefia sobre los estudios
en venomica de las viboras colombianas. También discutimos los vacios
de conocimiento y perspectivas de investigacion que consideramos deben
abordarse en el futuro cercano.

3.1 La complejidad del veneno: mas que un arma de caza
Elveneno de vibora contiene una mezcla compleja de proteinas y enzimas
con diferentes actividades bioldgicas [157]. Su funcion principal es some-
ter, predigerir y matar a la presa (ver Capitulo 5). EL veneno como arma
de caceria, permitio a las serpientes transitar del sometimiento mecanico
de la presa (inmovilizacion y constriccion del cuerpo) a un sometimien-
to quimico (inoculacién de veneno) [158]. Asi, el sistema de inoculacion
de veneno se convirti6 en una caracteristica principal de las serpientes
avanzadas [159], asi como un rasgo muy distintivo para comprender la
evolucion y ecologia de varias especies de serpientes [141].

Esta mezcla compleja de proteinas es producida por glandulas bucales
especializadas que son homoélogas a las glandulas salivales y de Duvernoy
presentes en las serpientes de la superfamilia Colubroidea [157,160]. Es-
tas toxinas se originaron a partir de eventos de duplicacion de genes que
codifican proteinas con funciones fisioldgicas no toxicas (cuyas proteinas
resultantes son reclutadas por la glandula venenosa) pero que muestran
una expresion selectiva en una estructura en particular [141,161].

Con el tiempo, las proteinas codificadas por las glandulas venenosas
fueron sometidas a presiones selectivas que dieron como resultado su
modificacion estructural y funcional, e incluso, la supresién de su expre-
sién en la glandula [161]. Sin embargo, ain no se comprende muy bien
cuales fueron los mecanismos que conllevaron a los cambios en los com-
ponentes estructurales y de expresion proteica de los genes. Actualmen-
te, conocemos parcialmente cdmo se dio la duplicacion de genes relacio-
nados con el origen de las funciones originales de las diversas proteinas y
toxinas. Por lo tanto, comprender el orden de estos eventos que explican
el origen de cualquier proteina es un desafio aun por resolver [162].

Los venenos de serpientes presentan una gran variabilidad intraespe-
cifica e interespecifica, en gran medida porque se trata de rasgos fun-
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cionales ecoldgicos que evolucionan dindmicamente. Se han propuesto
varios factores que influyen en su sintesis, como la estacionalidad, la
distribucion geografica, variacion ecolodgica entre poblaciones, asi como
la variabilidad en la dieta entre los sexos y durante el desarrollo ontoge-
nético de los individuos [154,163,164]. Recientemente se ha sugerido que
las actividades biolégicas de algunos venenos son Utiles a la hora de de-
fenderse de los depredadores, entre los cuales el ser humano hace parte
de esta interaccién [165].

Por ejemplo, los venenos de tres linajes de cobras escupidoras tienen la
capacidad de activar neuronas sensoriales en mamiferos, induciendo dolor
[165]. De hecho, la divergencia de los clados de cobras escupidoras en Afri-
ca (6,7 millones de afios) podria estar asociada con la evolucion del bipe-
dalismo y el desarrollo de cerebros mas grandes en los hominidos [165], lo
que sugiere que «escupir veneno» podria ser un mecanismo defensivo que
evolucion6 como respuesta a las interacciones negativas con hominidos
antiguos (nuestros antepasados). En este sentido, las serpientes necesi-
taron producir grandes cantidades de veneno, lo que implicitamente haria
dificil inferir si el veneno tiene un alto costo energético (en comparaciéon
con otros rasgos ecologicos). No obstante, esta premisa no se ha logrado
poner a prueba, debido a la dificultad de establecer experimentalmente un
disefio en el que se pueda controlar de forma adecuada el tamafio y tipo de
presas, la modulacion autdonoma por parte de la serpiente en la produccion,
y propulsién de veneno, asi como cual es la toxicidad éptima de cada taxdn
para la generacion de dolor o envenenamiento [166].

El accidente ofidico, es un evento circunstancial o provocado en el
que una serpiente muerde a un humano [167]. Como resultado de este
incidente, se genera una intoxicacion debido a la inoculacién de veneno
dando lugar a un caso clinico considerado por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) como una de las enfermedades tropicales desatendidas
mas importantes (ver Capitulo 9). Desafortunadamente, los accidentes
ofidicos ocurren con mayor frecuencia en los paises en via de desarrollo,
representando casi el 95% del total de casos de accidentes ofidicos re-
portados en todo el mundo [168]. Ademas, dado que estos accidentes son
frecuentes en las comunidades rurales de bajos ingresos y con escaso
acceso a los servicios de salud, hacer frente a estos envenenamientos es
desafiante, debido al bajo acceso a los antiofidicos y los altos costos en
la movilidad de los accidentados [168,169] (ver Capitulo 6).

En perspectiva, los venenos son un rasgo que evoluciona rapidamen-
te; se ha inferido que los factores ambientales pueden generar presio-
nes adaptativas que modulan su variacién funcional entre las especies. Al
ser una caracteristica adaptativa empleada tanto para alimentarse como
para disuadir o defenderse de los posibles depredadores. Actualmente, el
desarrollo de antiofidicos efectivos que neutralicen sus envenenamien-
tos es un gran desafio, ya que estas terapias deben considerar la amplia
variabilidad intraespecifica en la composicion de los venenos. De hecho,
investigaciones recientes que indagaron sobre la divergencia del conte-
nido de crotamina en poblaciones Crotalus durissus, advierten sobre la

SINS

CAPIiTULO 3



Mordeduras, Venenos y serpientes venenosas de Colombia _@

necesidad de desarrollar antiofidicos que logren neutralizar la amplia va-
riabilidad de sus toxinas [170,171].

Uno de los principales sistemas diana de los venenos de algunas ser-
pientes es el sistema nervioso de su presa o posible depredador [172]. La
presencia de neurotoxinas en estos venenos se atribuye a su capacidad
de alterar el funcionamiento normal en la trasmision de sefiales eléctri-
cas del sistema nervioso central y/o periférico [173,174]. La alta especifi-
cidad y selectividad de las neurotoxinas de los venenos de las serpientes
de cascabel se han utilizado ampliamente para estudiar la estructura y
funcion de las neuronas del sistema nervioso central y elementos de su
membrana celular implicados en la transmision eléctrica de las sefiales
[175]. Particularmente, estas toxinas se han empleado en estudios de pa-
tologias neurolégicas que provocan enfermedades como el Parkinson y
Alzheimer (ver Capitulo 10). Sin embargo, actualmente el efecto de estas
toxinas en el sistema nervioso periférico y algunos dérganos especificos
ha sido pobremente explorado [172]. Se espera que, en el corto plazo, los
investigadores sigan adquiriendo conocimientos sobre la administracién
dirigida de farmacos derivados de toxinas de serpientes empleadas para
el tratamiento de diversas afecciones nerviosas, tumores y enfermedades
neurodegenerativas. Mientras tanto, numerosas investigaciones persisten
en la busqueda e identificacién nuevos péptidos derivados de los venenos
de serpientes que ayuden a comprender la correlacién entre la estructura
y funcion, permitiendo el desarrollo de nuevas terapias biomédicas (ver
Capitulo 10).

En Colombia, la colonizacion histérica de los vipéridos de nuevos ni-
chos ecoldgicos en diferentes ecosistemas montafiosos, de tierras bajas
secas o tropicales humedos, contribuyd de forma significativa a la diver-
sificacion fenotipica de sus venenos. Este proceso se ejemplifica en las
poblaciones colombianas de Crotalus durissus en las que se observa una
contrastante variacion intraespecifica en la composicion de sus venenos
[171]. No obstante, aun se requiere mayores esfuerzos de investigacién
para comprender las relaciones entre la composicién de los venenos,
su contexto ecolégico y su vinculo con las transformaciones del habitat
por actividades humanas. Para ello, se requiere el desarrollar un marco
conceptual mas robusto, que permita proponer hipdtesis que expliquen
la diferenciacion o especificidad de los venenos en un contexto ecolo-
gico y evolutivo.

Comprender cdmo han evolucionado estos venenos en relacién con las
interacciones interespecificas con los humanos ayudaria a investigar el efec-
to antropogénico sobre las poblaciones naturales de viboras, asi como a
resolver algunas cuestiones relacionadas con la eficacia de los antivenenos.
Nuestro proposito en este apartado fue explicar que los venenos de ser-
pientes, antes de ser un componente bioldgico que desencadena un cuadro
clinico complejo (ver Capitulo 9), son un arma letal de caza, modificada y
seleccionada, a través del curso de la evolucion de forma independiente en
multiples especies de serpientes. Este rasgo evolutivo les otorgd a las vibo-
ras uno de los mas sofisticados medios para alimentarse y defenderse.
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3.2. Estudios en proteomica en Colombia

A pesar de la gran diversidad de vipéridos en Colombia, sélo nueve espe-
cies (40%) han sido objeto de estudios protedmicos, contando con al me-
nos una poblacion caracterizada en todo su rango de distribucién dentro
del pais (Tabla 2). Las proteinas presentes en estos venenos se clasifican
entre siete a doce familias de proteinas. Generalmente, las toxinas de la
familia PLA, son los componentes mas abundantes identificados, seguidas
por SVMP, SVSP y LAAO. Sin embargo, existen algunas excepciones. Por
ejemplo, el veneno de C. durissus exhibe una concentraciéon significativa
de crotoxina (64,71%), siendo una toxina caracteristica de las serpientes de
cascabel suramericanas [170,176], pero con variacion intraespecificas entre
las poblaciones colombianas. Por ejemplo, la crotamina es una toxina que
solo se presenta en las poblaciones del Caribe colombiano [171].

Hasta ahora, los venenos de las especies del género Bothrops presentan
las mayores proporciones de SVMP que PLA,. Este mismo patrén se observo
en los venenos de P. lansbergii. y L. acrochorda. Por el contrario, el veneno
de Bothrocophias myersi tiene un mayor porcentaje de PLA ,y sus toxinas
se agrupan en 12 familias proteicas, convirtiéndolo en el veneno mas com-
plejo entre todos los vipéridos colombianos con proteomas conocidos. De
forma similar, el veneno de L. acrochorda exhibe un perfil protedmico unico
al presentar elevadas proporciones de SVSP y BBP (35,1% y 25,5%), y un bajo
porcentaje de PLA,. En contraste, el veneno de su especie hermana L. muta
(verrugoso amazodnico) tiene la mayor cantidad de LAAO (9,6%) entre todos
los proteomas de los vipéridos Colombinos.
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Curiosamente, a pesar de que las de lectinas de tipo C han sido iden-
tificadas en todos los venenos de serpientes colombianas evaluadas, con
porcentajes que oscilan entre 0,56% y 10,1%, en el veneno de B. punctatus
esta toxina presenta un alto porcentaje en relacion con sus congéneres
(16,7%). De forma similar, el veneno de P. lansbergii exhibe las mayores
concentraciones de desintegrinas, mientras que estas toxinas no fueron
detectadas en el veneno de L. acrochorda. La ausencia o presencia de to-
xinas en los proteomas puede deberse a multiples factores, no obstante,
un factor comun es las limitaciones inherentes a las técnicas empleadas
para detectar compuestos con bajas concentraciones. No obstante, estu-
dios rigurosos han logrado detectar toxinas a muy bajas concentraciones.
Por ejemplo, en el veneno de B. myersi, se logré detectar una cantidad
minima (0,01%) la presencia de hialuronidasas las cuales funcionan como
un factor de propagacion de los venenos (ver Capitulo 5). En promedio, en
la mayoria de las investigaciones se describieron ocho grupos de toxinas
o familias proteicas, de la cuales las SVMP, PLA, s, SVSP, LAAO, CRISP, Dis,
CTL y BPP estan presentes en todos los proteomas, siendo la crotoxinay
crotamina componentes exclusivos del género Crotalus.

El veneno de Crotalus durissus requiere especial atencién por ser el
Unico con actividad neurotodxica y miotoxinas a partir de toxinas de bajo
peso molecular. EL veneno de las cascabeles colombianas esta compues-
to por una proporcién considerable de crotoxina (64,71%), responsable de
inducir la paralisis flacida del diafragma. Sin embargo, otra toxina Unica
de este veneno es la crotamina, un pequeio polipéptido basico con ac-
tividades miotdxicas y de penetraciéon celular [177,178], el cual como ya lo
indicamos anteriormente, varia geograficamente entre las poblaciones de
esta especie [171,179].

3.3 Las actividades bioldgicas de las viboras colombianas

En general, todas las actividades del veneno analizadas para las viboras
colombianas se correlacionan con los signos y sintomas observados en
los accidentes ofidicos reportados (ver Capitulo 9). No obstante, al re-
visar los valores reportados previamente sobre su actividad letal (LD,
ug/ratén) se observa una notable variabilidad en las especies del género
Bothrops (B. atrox, B. asper, Linaje B. ayerbei, Linaje B. rhombeatus y B.
punctatus; Figura 6) que varia segun en cada estudio: 81,4 (80,2-83,6)
[42], 63 (rango 50-81 para varias ecorregiones de Colombia) [180], 50,1
(37,5-58,3) [181], 54,9 (36,0-83,8) [181] y 47 (36-61) [180]. Esto eviden-
cia que existe una significativa variabilidad geografica que no ha sido
explicada o explorada previamente. Los venenos mas letales entre las
especies de Bothrops caracterizadas hasta ahora son los de B. aspery B.
punctatus. No obstante, esto podria cambiar en la medida que aumente
el muestreo y caracterizacion de los venenos de las poblaciones colom-
bianas de las especies del género Bothrops . Entre todas las viboras del
pais, el veneno de C. durissus es el mas letal con un promedio de 1 pg/
ratén (0,02-2,5) [171,180]. La alta letalidad de esta especie se atribuye a
la neurotoxicidad del veneno que rapidamente paraliza y causa asfixia a
sus presas [182,183].
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Saldarriaga et al. [42] llevaron a cabo uno de los estudios pioneros
sobre la variabilidad ontogénica de los venenos de B. asper en Colombia.
Este estudio permitié comprender cémo B. asper durante sus primeras
etapas de vida, desarrollan venenos con fracciones dotadas de alta acti-
vidad hemorragica, mientras que en la etapa adulta se producen mayori-
tariamente fracciones con actividad hemolitica. Ademas, en este estudio
mostré que cuando se comparan los venenos de poblaciones de B. as-
per de Colombia y Costa Rica, existen divergencias especificas asociadas
con variaciones en las actividades letales, hemorragicas, edematogénicas,
miotoxicas y hemoliticas.

De forma similar, en este estudio comparamos las actividades biold-
gicas de las principales especies de viboras de importancia bioldgica de
Colombia. Encontramos que dentro de los linajes de B. asper (B. asper, B.
ayerbeiy B. rhombeatus [184]) el veneno el linaje principal de B. asper (dis-
tribuido en toda la region del Caribe y el valle medio del rio Magdalena) es
significativamente mas letal que los linajes de B. ayerbei y B. rhombeatus
(Figura 6). EL veneno de Bothrops asper resultd ser mas hemorragico que
el veneno del linaje de B. rhombeatus, pero la dosis minima hemorragica
del linaje B. ayerbei fue significativamente menor, mostrando su mayor
capacidad para causar hemorragia.

Por otro lado, el veneno del linaje B. rhombeatus mostré una mayor
capacidad coagulante mientras que el veneno del linaje B. ayerbei exhibid
la capacidad coagulante mas baja. Ademas, a pesar del aislamiento geo-
grafico entre las poblaciones de B. asper de la Isla de Gorgona (Océano
Pacifico) y las poblaciones continentales del Valle del Cauca, las activi-
dades bioldgicas de sus venenosas mostraron actividades muy similares,
con excepcion de la actividad coagulante, la cual es mucho mas baja en
las poblaciones de la Isla Gorgona. Sin embargo, las actividades bioldgicas
del veneno de estas dos poblaciones son significativamente diferentes en
comparacion con los venenos de las poblaciones distribuidas en la costa
Caribe y en la cuenca del rio Magdalena [185]. Se ha inferido que la diver-
gencia de poblaciones dentro de algunos linajes de B. asper esta fuerte-
mente influenciada por la orografia de la cordillera de los Andes, asi como
por el cambio dinamico de sus ecosistemas que impulsa la especificidad
los diferentes nichos ecolégicos [184]. De hecho, al comparar los proteo-
mas y la diversidad genética de los linajes de Bothrops asper, se observa
variaciéon intraespecifica en cuatro de los componentes principales del
veneno [53,60]: SVMP, SVSP, PLA, y CTL [184] (Figura 2).

Existe controversia en torno a las actividades bioldgicas del veneno de
varias poblaciones del complejo de especies Bothriechis schlegelii. Como
los explicamos anteriormente, esta especie presenta una variacion clinal
entre sus poblaciones que posiblemente se relacionada con la variabi-
lidad en las actividades bioldgicas de sus venenos (Figura 6A, C-E). Por
ejemplo, las poblaciones colombianas del noroeste del Cordillera Central
(departamento de Antioquia) [180,186] y las de la regién suroeste Cor-
dillera Occidental (departamento del Valle del Cauca) [187] no presen-
tan actividad hemorragica. Sin embargo, el veneno de estas poblaciones
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muestra actividad coagulante y una alta capacidad de formacién de ede-
ma similar a lo observado en las poblaciones de Costa Rica (Bothriechis
nigroadspersus) [188]. Dada la importancia médica de esta especie y su
amplia distribucion sobre las franjas de produccion agricola de los andes
colombianos, es prioritario realizar estudios que exploren de forma rigu-
rosa los determinantes en la variabilidad de las actividades biolégicas del
complejo de especies Bothriechis schlegelii. Esto permitira a los médicos
tratantes de los envenenamientos generar diagndsticos mas acertados,
establecer de forma oportuna y adecuada la terapia, y anticipar las posi-
bles complicaciones clinicas.

La actividad hemorragica de los venenos de serpientes se atribuye a
la actividad de los SVMP [189]. La mayoria de los venenos de viboras co-
lombianas caracterizados hasta ahora tienen actividad hemorragica. Sin
embargo, su potencia es variable. Generalmente, las especies de Bothrops
spp., Porthidium spp., L. acrochorda y Bothrocophias spp., son mas he-
morragicos que el complejo de especies de B. schlegelii, mientras que
C. durissus rara vez induce hemorragia local [190-193]; y el veneno de
Bothrocophias campbelli induce hemorragias leves y trastornos de la coa-
gulacién [194].

Porthidium lansbergii y P. nasutum muestran una actividad citotoxica
moderada y una letalidad baja cuando se prueban en ratones, pero ambas
especies muestran una alta actividad hemorragica [195]. Ademas, los ve-
nenos del complejo Porthidium nasutum-lansbergii en Colombia inducen
trastornos hemostaticos que se relacionan con su actividad procoagulan-
te demostrada in vitro, su actividad fibrinogenolitica demostrada in vivo,
y la alteracion de los tiempos de coagulacién. Estos venenos se caracte-
rizan por un consumo masivo de fibrindgeno que sélo puede recuperarse
mediante la aplicacién de antiofidicos [90,193,196].
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3.4 Perspectivas de la investigacion sobre antiofidicos

Los antiofidicos como terapia para la neutralizacién del envenenamien-
to causado por las mordeduras de serpientes se desarrollaron en el si-
glo XIX (ver Capitulo 6 y 7). A través del tiempo, esta terapia ha tenido
grandes mejoras en la purificacion y selecciéon de inmunoglobulinas con
alta capacidad neutralizante, estableciéndose como la terapia estandar
y primordial para atender los accidentes botrdpicos, asi como los acci-
dentes ofidicos en general alrededor del mundo [108,197]. Los antiofidicos
se elaboran a partir de anticuerpos (inmunoglobulinas) o fragmentos de
anticuerpos que se unen especificamente a las toxinas del veneno, neu-
tralizandolas y permitiendo su eliminacion del organismo.

La administracién de los antiofidicos es via intravenosa. Al entrar al to-
rrente sanguineo los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos se unen a
las toxinas del veneno impidiendo que continlen dafiando los tejidos o in-
terfiriendo con funciones fisioldgicas vitales. Estas inmunoglobulinas son
obtenidas y purificadas del plasma de grandes mamiferos (generalmente
caballos), que han sido previamente inmunizados con dosis subletales de
veneno de serpiente [198,199] (ver Capitulo 6). Los antiofidicos pueden ser
monovalentes o polivalentes, dependiendo de si la inmunizacion de los
caballos se realiza con veneno de una Unica especie, o con la mezcla de
venenos de multiples especies, respectivamente [200].

En algunos casos, esta terapia puede provocar reacciones adversas (p.
ej., anafilaxia) [111], sin embargo, la incidencia y gravedad de estas reaccio-
nes asociadas con la administracién de antiofidico se han reducido signi-
ficativamente mediante la mejora técnica y tecnoldgica en la purificacion
de las inmunoglobulinas [201], lo que a su vez, ha aumentado la eficacia
terapéutica de los antiofidicos para detener las manifestaciones sistémi-
cas de la ofidiotoxicosis [202]. Sin embargo, la heterogeneidad del veneno
entre especies podria explicar las diferencias en los sintomas clinicos de
los accidentes ofidicos registrados en diferentes regiones geograficas del
pais [154]. No obstante, no se cuenta con estudios que asocien de forma
robusta la variabilidad de los sintomas clinicos observados en los acci-
dentes ofidicos con la variabilidad geografica de las actividades bioldgicas
de los venenos y proteomas de las especies causantes del accidente. Ac-
tualmente, el desarrollo de nuevos enfoques de inmunoterapia para hacer
frente al envenenamiento por serpientes en todas las regiones tropicales
del mundo representa un enorme desafio [111].

Por ejemplo, las pruebas preclinicas de neutralizacién del veneno de
C. durissus utilizando el antiveneno del Instituto Nacional de Salud de
Colombia (INS), empleadas para calcular la dosis efectiva media (DE,),
muestran que se requiere mas antiofidico para neutralizar el veneno de
las poblaciones del Caribe (2,3 mg veneno/mL) que las de la cuenca media
del Magdalena (1,4 mg veneno/mL), o la ecorregién de la Orinoquia (0,6
mg veneno/mL) [171]. Por lo tanto, existe la necesidad de utilizar la com-
binacion de venenos de diferentes origenes geograficos (=poblaciones/li-
najes) en la produccién de antiofidicos. Asimismo, es importante priorizar
la investigacion del veneno de serpiente utilizando una combinaciéon de
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herramientas protedmicas, toxicologicas y bioquimicas funcionales [199].
De hecho, Calvete et al. [111] presentan un protocolo util para investigar la
inmunorreactividad antigeno-anticuerpo, abriendo una nueva puerta para
el desarrollo de inmunoterapias que hacen frente a envenenamientos por
venenos homologos y heterdlogos en diferentes especies de viboras.

Con base en la inmunorreactividad de las diversas toxinas frente a los
antiofidicos, estos componentes téxicos podrian agruparse en tres tipos
de toxinas: completamente inmunodegradadas, parcialmente inmuno-
degradadas y no inmunodegradadas. Por tanto, los protocolos de inmu-
nizacion deben mejorarse mediante el uso de mezclas de inmundgenos
[111]. Este enfoque novedoso con un fundamento inmunolégicamente
solido proporciona las bases para el desarrollo de antiofidicos mediante
el uso de analisis inmunoquimicos y protedémicos para la neutralizacién
de los venenos de las serpientes de importancia médica en una region
en especifico [111].

Un primer ejemplo de este tipo de nuevas terapias es el desarrollo de
un antiofidico para el tratamiento de las mordeduras causadas por Bo-
throps lanceolatus (vibora endémica de la isla de Martinica en las Antillas
Menores de Martinica). Este producto, Sanofi-Pasteur Bothrofav®, ha de-
mostrado buena eficacia preclinica en la neutralizacién, previniendo opor-
tunamente el desarrollo de los eventos sistémicos mas graves [203,204].

La limitada disponibilidad de antivenenos en varios paises de Centro
y Suramérica como resultado de diferentes procesos sociales (sociales y
ambientales; ver Capitulos 6) ha creado la necesidad y el desafio de mejo-
rar la capacidad neutralizante de los antiofidicos disponibles. Para ello, se
ha propuesto como alternativa el uso de inhibidores de pequefio tamafio
molecular que contrarresten el efecto de las principales proteinas del
veneno de serpiente que causan los sintomas clinicos. La investigacion
en este campo ha cobrado fuerza recientemente [144]. El efecto de estos
inhibidores ha sido estudiado tanto in vitro como in vivo, obteniendo re-
sultados prometedores para la inhibicion de PLA, SVMP y SVSP [205,206].

Investigadores del Instituto Clodomiro Picado dirigidos por el Dr. José
Maria Gutiérrez realizaron estudios detallados a nivel protedmico de ve-
nenos de Bothrops caribbaeus y B. lanceolatus (especies incluidas den-
tro del complejo B. atrox), encontrando inmunorreactividad ante el an-
tiofidico polivalente producido en Costa Rica para neutralizar el veneno
de las serpientes de cascabel centroamericanas. Este antiofidico logré
inmunodegradar el 80% de las proteinas y neutralizar las actividades le-
tales de los venenos en estas dos especies [205]. Otras investigaciones
reportan la importancia de comparar los proteomas entre especies con
una historia natural similar, pero con incertidumbres taxonémicas o lina-
jes no definidos dentro del complejo Bothrops asper-atrox [111,207,208].
Los hallazgos de los investigadores costarricenses aportan un importan-
te avance en la comprension de la actividad cruzada en los antiofidicos
que contrarrestan los sintomas de envenenamiento causados por los
vipéridos americanos.
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En Colombia, se han realizado experimentos buscando opciones com-
plementarias al tratamiento con antiofidicos. Recientemente, se han produ-
cido proteinas recombinantes para mejorar la inmunogenicidad de proteinas
como el PLAy las toxinas de tres dedos (3FTx), lo cual representa un avance
novedoso para el futuro en el desarrollo los antiofidicos que neutraliza las
toxinas de las serpientes del género Micrurus [209]. Asimismo, se han reali-
zado experimentos utilizando moléculas purificadas de extractos de plan-
tas para inhibir ciertas actividades bioldgicas de los venenos de serpientes
[192,210,211], asi como inhibidores sintéticos que han mostrado actividad
inhibidora contra PLA |y SVMP [212], todos estos en pruebas preclinicas.

La incorporaciéon gradual de técnicas cromatograficas y de espectrome-
tria de masas para complementar las plataformas actuales recomendadas
por la OMS en la evaluacién de antivenenos, son ideales para establecer
su validez clinica en un rango geografico definido [213]. Ademas, cuando
se combinan con ensayos de neutralizacion in vivo, los antiofidicos repre-
sentan un buen complemento para evaluar la eficacia terapéutica de los
antiofidico contra los mismos venenos utilizados en su produccion [214] .

Los antiofidicos polivalentes como el ICP (Costa Rica), INS (Colom-
bia), PROBIOL (Colombia), UCV (Venezuela), BIOL (Argentina) y INS-PERU
(Peru) pueden reconocer las principales familias de toxinas presentes en
los venenos de Bothrops asper (SVMP, PLA_ s, CRISP, SVSP, CTL); de estos
el antiofidico del INS es la terapia mas eficaz y segura [181]. Al realizar
estudios comparativos entre los antiofidicos disponibles en Colombia, el
antiofidico del INS muestra la capacidad de inmunoreconocimiento mas
efectiva, asi como la mejor capacidad neutralizante de las actividades
biolégicas de los venenos de Bothrops ssp., Bothrocophias ssp., Bothrie-
chis spp., Crotalus durissus, Lachesis ssp., y Porthidium ssp., seguido por
el antiofidico de Silanes (Bioclon) México [120]. En un estudio mas re-
ciente [185], se evaluaron venenos de B. asper de la Isla Gorgona y de las
ecorregiones del Pacifico y occidente de Colombia, a partir de ensayos
de inmunorreactividad utilizando antivenenos INS y Probiol. Los resulta-
dos obtenidos indican nuevamente que el antiveneno INS tuvo mayores
titulos de anticuerpos y neutralizacion en comparacién con el antiveneno
Probiol, mostrando su mayor capacidad neutralizante para los venenos de
B. asper de la poblacién de la isla Gorgona.

Finalmente, es importante estudiar la variabilidad en la composicién
proteica de diferentes venenos de los vipéridos y desarrollar estudios
que describan las correlaciones estructura-funcién de toxinas individua-
les que ayudaran a mejorar la comprension de los venenos como adap-
taciones troficas y defensivas en diferentes especies [213]. Asimismo, es
importante continuar buscando alternativas para el posible uso de las to-
xinas del veneno como compuestos activos para el desarrollo de nuevos
medicamentos, no sin antes, profundizar en el estudio de la historia na-
tural de los géneros vipéridos presente en Colombia (p. ej., distribucion),
que permita comprender cémo la destruccion de sus habitats naturales y
el cambio climatico afecta la variabilidad de sus venenos y supervivencia
en los ambientes naturales y alterados.
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Apéndice: Material y métodos

Andlisis filogenéticos

Los analisis filogenéticos se realizaron utilizando la estimacién de maxi-
ma verosimilitud en el software 1Q tree. [215]. Los modelos evolutivos se
realizaron utilizando el buscador de modelos. [216]: TN+F+I: CYTB1_ND41,
TIM+F+R2: CYTB2, GTR+F+I+G4: CYTB3_ND43, TN+F+R2: ND42. Los ana-
lisis se realizaron utilizando una matriz de 102 secuencias concatenadas
para 51 terminales para el grupo Bothrops atrox y el género Porthidium
distribuidos en Colombia, Brasil, Ecuador, Venezuela y Costa Rica. Se uti-
lizaron 20 especies como grupo externo: Gloydius halys, Sistrurus mi-
liarius y S. catenatus; Crotalus horridus, C. ruber, C. atrox y C. durissus;
Agkistrodon piscivorus y A. contortrix; Mixcoatlus melanurus; Ophryacus
ondulatus; Cerrophidion godmani; Metlapilcoatlus (Atropoides) nummifer
y M. mexicanus ; Atropoides picadoi, Bothrocophias hyoprora, B. tulitoi, B.
myrringae; Bothriechis nigroadspersus; y Bothrops jararaca. Ademas, se
utilizo el software phytools para realizar un andlisis de relaciones a nivel
filogenético [217], utilizando dos proteomas publicados para especies de
viboras colombianas y algunos linajes/clados relacionados.

Prueba de bioldgicas

Las pruebas bioldgicas de letalidad, coagulante, desfibrinogenante, he-
morragica y edematica fueron realizadas por el INS en cumplimiento de
sus actividades de produccion de sueros antiofidicos y alineados a la
caracterizacion de venenos que indica la OMS en «Guidelines for the Pro-
duction, Control and Regulation of Snake Antivenom Immunoglobulins;
2017». Todas las pruebas fueron realizadas en ratones de la cepa CD1 de
18-22 g acorde con los protocolos establecidos por el INS para el uso de
animales de laboratorio.

Dosis letal 50 (DL,).— Evaluamos la letalidad del veneno siguiendo los
procedimientos y protocolos descritos por [200,218], asi como el proto-
colo de produccion MEN-R04.6022-011 del INS. La dosis letal media de
un veneno se define como la cantidad de veneno que causa la muerte
en el 50% de los ratones inoculados. Para determinar DL, se prepararon
diferentes dosis de veneno en solucion salina las cuales se les inyecté
por via intraperitoneal en grupos de cinco ratones. Después de 48 horas
se registraron el nUmero de muertes. Se empled como grupo control cin-
co ratones a los que se les inyect6 solucién salina. Finalmente, la DL,
se estimd usando métodos estadisticos, como Spearman-Karber, funcion
Probit u otros métodos no paramétricos [219].

Dosis minima coagulante (DMC).— Realizamos pruebas de coagulacién in
vitro siguiendo los procedimientos y protocolos descritos por [200,220],
asi como el protocolo de produccién MEN-R04.6031-001 del INS. Defini-
mos como actividad coagulante positiva la dosis minima de veneno que
indujo la coagulaciéon en plasma humano citratado.

Dosis minima desfibrinogenante (DMD).— Realizamos pruebas de desfibri-
nogenaciéninvivo siguiendo elprotocolo de produccién MEN-R04.6022-046
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del INS, asi como los procedimientos y protocolos descritos por [200,220].
La dosis DMD corresponde a la dosis de veneno, que, administrada via in-
travenosa en cinco ratones inyectados con una dilucién de veneno, induce
incoagulabilidad luego de 2 horas de tomada la muestra.

Dosis minima edematica (DME).—Realizamos pruebas de edema in vivo si-
guiendo el protocolo de producciéon MEN-R04.6022-043 del INS, asi como
los procedimientos y protocolos descritos por [200] La DEM corresponde
a la dosis de veneno que induce un edema del 30% en patas de raton,
posterior a la inyeccién y se cuantifica mediante pesaje de las patas y
establecimiento de la diferencia en el aumento del edema. Para ello, se
prepararon soluciones en diferentes concentraciones de veneno. Cada
dilucion es inyectada a cinco ratones en almohadilla plantar de la pata
derecha, mientras que la pata izquierda se inocula solucion salina estéril
(0,85%). Una hora después de las inoculaciones, se realiza la eutanasia de
los animales de manera ética [221]. Se cortan ambas patas (a nivel articu-
lacion tibiotarsiana) y se pesan.

Dosis minima hemorragica (DMH).— Realizamos pruebas hemorragicas in
vivo siguiendo el protocolo de produccién MEN-R04.6022-049 del INS, asi
como los procedimientos y protocolos descritos por [200,220]. La dosis
minima hemorragica se define como la cantidad de veneno capaz de in-
ducir una lesién hemorragica con un diametro de 10 mm. Para determinar
esto, se prepararon diferentes diluciones de veneno en soluciéon salina
con un volumen final de inyeccion de 50 pL. Luego, cada dilucion es in-
yectada a cinco ratones intradérmicamente en la piel ventral (rasurada) de
los ratones. Finalmente, después de 2-3 horas, se realiza la eutanasia de
los animales de manera ética [221]; se diseca la piel y se mide el diametro
de la lesion hemorragica resultante.
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