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THE INFLUENCE OF THREE DIFFERENT DRYING
PROCEDURES ON SOME
ENZYMATIC ACTIVITIES OF THREE VIPERIDAE
SNAKE VENOMS

Jurg MEIER

Christoph ADLER

Paul HOSSLE

and Rosario LO CASCIO

ABSTRACT: Some enzymatic activities of lyophilized, sun-dried and
vacuumdried venoms of copperhead (Agkistrodon contortrix), saw-
scaled viper (Echis carinatus sochureki) and lancehead (Bothrops atrox)
snakes were determined and compared to the respective fresh venoms.
It has been shown that none of the drying procedures has a general
advantage over the others. It is concluded that the drying procedure
used may influence the enzymatic activities of snake venoms to a differ-
ent extent. It may be worthwhile to take the drying procedure into con-
sideration, if snake venoms are used as enzyme source, since it may
influence the yield of the enzyme to be purified.

KEYWORDS: Snake venoms; drying procedures; enzyme activities.

INTRODUCTION

It is known that dried snake venoms retain many of their biological activities
over long periods of time®- 8. 9.10. 12 Although this has never been demonstrat-
ed it is often said that lyophilized venoms are more stable than desiccator-dried
venoms'!. Low temperature processing and drying, however, are more complex
scientifically and technologically than other drying procedures and the physico-
chemical changes which can take place during freeze-concentration and subse-
quent drying may be prominent3- 4. Thus, in this study the influence of lyophili-
zation, vacuum-desiccation and sun-dryng on some enzymatic activities from
venoms of the broad-banded copperhead (Agkistrodon contortrix laticinctus), the

Pentapharm Ltd., CH-4002 Basel, Switzerland
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saw-scaled viper (Echis carinatus sochureki) and the lancehead (Bothrops atrox)
were investigated. Lyophilization and vacuum-desiccation are widely used labora-
tory procedures, where as sun-drying is a method used under field conditions.

MATERIAL AND METHODS
Snake venoms and drying procedures

Manual VENOM EXTRACTIONS were performed with Agkistrodon contortrix
laticinctus, Echis carinatus sochureki and Bothrops atrox snakes. All animals were
kept in our own snakefarm in Aesch, Switzerland. The venom pools obtained from
some ten specimens of each snake species were divided into four aliquots and
used in the experiments as fresh venom, lyophilized, vacuum-desiccated and sun-
dried respectively. VACUUM-DESICCATION was performed in a wvacuum-
desiccator (Haereus, Zurich, Switzerland) during 4 hours under 10! Torr vacu-
um at a temperature of 40°C and the water being removed via the pump.
LYOPHILIZATION was performed in a lyophilizator (FC-600, LSL Secfroid,
Lausanne, Switzerland). Before venom application, the apparatus was cooled
down to -30°C. After deep freezing of the venoms to -45°C within 3 hours 20
minutes, the lyophilization processus with 102 Torr was finished 66 hours later
with a final product temperature of +30°C. As a sun-drying procedure venom
aliquots were dried for b hours outside under the sun on a sunny mid-July day
in Aesch near Basel, Switzerland.

Experimental procedures

The dry weights were determined by weighing venom aliquots before and af-
ter the drying procedures on an analytical balance (Mettler, Greifensee, Switzer-
land). The dry weight of the fresh venom samples was estimated by calculating
the mean of the dry weights obtained with the different drying procedures. The
possible error of £ 5 % in this dry weight estimation was taken into considera-
tion for the evaluation of the results. SDS POLYACRYLAMIDE GEL-
ELECTROPHORESIS (SDS-PAGE) was carried out in a PhastSystem electropho-
resis unit (Pharmacia, Uppsala, Sweden). The venoms (1mg venom per ml bi-
distilled water) were diluted 1+ 1 with sample buffer (10mM Tris/HC1, TmM
EDTA, 2.5% SDS, 0.01 bromphenolblue, pH 8.0). The sample volume applied
to the gels (PhastGel Gradient 8-25%, Pharmacia, Sweden) was 1 ul. The run-
ning conditions were 250 V, 10mA, 3.0W, 15°C and 65Vh at the beginning and
50V, 0.1mA, 0.5V, 15°C and 0 Vh at the end of the experiment. L-AMINOACID
OXIDASE ACTIVITY was manometrically determined in a differential respiro-meter
(1G-14, Gilson, Middleton, USA) using 50 mM L-Phenyl-alanine (Sigma, St. Louis,
USA)in 1/15 M Sorensen-phosphate buffer as the substrate. The vessels in which
the enzymic reaction took place were shaked over a 60 minutes time period at
37°C and the oxygen consumption recorded at 10 minutes intervals. Venoms
were used in a concentration of 1mg per ml bidistilled water. DETERMINATION
OF ENZYME ACTIVITIES USING CHROMOGENIC SUBSTRATES were performed
according to the method described by MEIER et al.®. For this purpose, 1.79ml
of Tris-imidazole buffer (pH 8.4, ionic strength 0.15) and 0.01ml snake venom
solutions were preincubated at 37°C in a disposable polystyrene cuvette. Then,
0.2ml of a 2 uM substrate solution were added and the change in absorbance
at 405nm was photometrically recorded. The enzymatic release of p-nitroaniline
per 3 minutes was measured (A/3 min) and converted into enzyme milliunits (mU)
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by multiplication of this value by 6'667°. One international enzyme unit (U) is
the amount of enzyme, which catalyses 1 umole of substrate per minute under
standardized conditions. Substrates with high specificity for thrombin (Chro-
mozym”f TH;:Nea-Tosyl-Glycyl-L-Prolyl-L-Arginyne-p-nitroanilide-hydroacetate),
plasma kallikrein (chromozym PK:Ne-Benzoyl-L-Prolyl-L-Phenylalanyl-L-Arginyne-
p-nitroanilide-hydroacetate), glandular kallikrein (Chromozym GK; 2Hydroacetate-
H-D-Valyl-L-Cyclohexylalanyl-L-Arginyne-p-nitroanilide), urokinase (Spectrozyme
UK; Nea-Carbobenzoxy-L-Glutamyl («-tertiary butoxy)-Glycyl-L-Arginyne-p-
nitroanilide-hydroacetate) and plasmin (2Hydroacetate-H-D-Valyl-Phenylalanyl-L-
Lysyne-p-nitroanilide respectively were used. All substrates are manufactured by
Pentapharm Ltd. and distributed by Boehringer-Mannheim, FRG (Chromozym ser-
ies) and American Diagnostica, USA (Spectrozyme substrate) respectively. The
standard deviation of the test method has been evaluated with = 8.5%. Thus,
differences of more than = 10% were judged being significant.

RESULTS AND DISCUSSION

The drying residues obtained with the different procedures vary within a com-
paratively small range only (Fig. 1). The high dry residues found support the
hypothesis, that snake venoms are probably the highest concentrated secretory
fluids produced by vertebrate organisms?- 13, The SDS-PAGE also did not reveal
visible differences in molecular weight, indicating that no significant proteolytic
degradation took place during drying (results not shown). This is, however, not
surprising, since the electrophoretic pattern of all venoms investigated is very com-
plex and it has been recently shown that e.g. the venom of Agkistrodon contor-
trix consists of some 80 different protein components!. When compared to fresh
venom, every drying procedure led to a decrease in L-amino acid oxydase activi-
ty (figs. 2A, 3A, 4A). This confirms the labile character of this enzyme®. For two
reasons the results of the experiments performed using chromogenic substrates
have to be interpreted with some caution. Firstly, the different enzymes present
in the venoms may interact synergistically. Thus, in contrast to the determina-
tion of L-amino acid oxidase activity, the activity measured with the chromogen-
ic substrate may rather reflect the contribution of different venom components
than the activity of on single enzyme. Consequently, the amidolytic activities meas-
ured may be attributed to known as well as to so far unrecognized venom pro-
teinases. Secondly, it is not possible to correlate the amidolytic activities of venoms
with the susceptibility of the substrates to mammalian proteinases’. However,
although great caution was taken in interpreting these results, some interesting
conclusions may be drawn. In the Agkistrodon contortrix venom, no significant
differences were observed with the different drying procedures (fig. 2, B-F). A
significant decrease in amidolytic activities was observed with sun-dried Bothrops
atrox venom on the substrates for thrombin (fig. 3B) and urokinase (fig. 3D)
respectively, whereas with this venom, no significant differences could be de-
tected between vacuum-drying and lyophilization. The most striking differences
were obtained with Echis carinatus sochureki venom (fig. 4). Obviously, there
must a so far unrecognized inhibitor(s) be present in this venom, which will be
destroyed during the drying procedures, thus leading to much higher enzymatic
activities when compared to the fresh venom (fig. 4B, D, E, F). Surprisingly, sun
— as well as vacuum-drying led to a significantly higher activity of the venom
to the substrate for glandular kallikrein, whereas the activity of the lyophilized ven-
om was in the same range as the fresh venom.
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CONCLUSIONS

The drying precedure used may influence the enzymatic activities of snake ven-

oms to a different extent. Thus, it may be worthwhile to take the drying proce-
dure into consideration, if snake venoms are used as enzyme sources, since
different enzymes present in the venom may be influenced in a different way ac-
cording to the drying procedure used. Consequently, the drying procedure to which
the snake venom is submitted may influence the yield of the enzyme to be purified.
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RESUMO: Algumas atividades enzimaticas de venenos liofilizados, se-
cos ao sol e secos a vacuo das serpentes Agkistrodon contortrix, Echis
carinatus sochureki ¢ Bothrops atrox foram determinadas e compara-
das com os respectivos venenos frescos. Demonstrou-se que nenhum
dos processos de secagem tem vantagem sobre os outros. Conclui-se
que o processo de secagem usado pode influenciar as atividades en-
zimaticas dos venenos das serpentes até uma diferente extensdo.
Recomenda-se escolher o método mais adequado se 0s venenos de ser-
pentes forem usados como fonte de enzimas.

UNITERMOS: Serpentes-venenos, processos de secagem, atividades
enzimaticas.
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Fig. 1. Dry residues of the venoms. The differences between the values obtained were
not significant.
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Fig. 2. Enzyme activities of Agkistrodon contortrix venom. With the exception of the L-
amino acid oxidase determination, where every drying procedure leads to a significant
activity decrease, all other differences are not significant with this venom.
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Fig. 3. Enzyme activities of Bothrops atrox venom. In comparison to fresh venom, sun-
drying leads to a significant activity decrease of L-amino acid oxidase (A) and on the throm-
bin (B) and urokinase (D) substrates, respectively.
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drying, suggests the presence of one or more very labile inhibitors. Vacuum-drying seems
to be the best drying procedure, in respect of enzyme activity as measured with the sub-
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PADROES CROMATICOS, DISTRIBUICAO E POSSIVEL
MIMETISMO EM ERYTHROLAMPRUS AESCULAPII
(SERPENTES, COLUBRIDAE)

Otavio Augusto Vuolo MARQUES *
Giuseppe PUORTO **

RESUMO: Sédo reconhecidos nas regifes sul, sudeste e centro-oeste do
Brasil diferentes padrfes crométicos da serpente-coral Erythrolamprus
aesculapii. Tais padr&es foram aqui agrupados de acordo com a dispo-
sicdo de anéis coloridos ao longo do corpo, sendo possivel perceber
que diferentes grupos possuem distribuicdo geografica distinta. Suge-
rimos, neste trabalho, que a distribuicdo geogréafica desses grupos es-
teja relacionada a convergéncia mimética com as serpentes altamente
venenosas do género Micrurus.

UNITERMOS: Erythrolamprus aesculapii; Micrurus; serpente-
coral; distribuicdo geografica; mimetismo.

INTRODUCAO

As tentativas para explicar a similaridade do padrdo de colorido, em diferentes
espécies de serpentes corais, tém sido assunto controverso. Inicialmente, Wal-
lace 1% referiu-se a esse fenémeno como um mecanismo de defesa, de acordo
com a teoria mimetica de Bates ?). Numerosas objecGes a existéncia de mime-
tismo nesses repteis tém sido formuladas por vdrios autores: alguns sugeriram
que o padrdo de serpente-coral seria procriptico e ndo de adverténcia e a seme-
lhanga entre diferentes espécies seria o resultado de convergéncia evolutiva 2!,
Outra objec¢do é que algumas espécies de corais seriam noturnas, dessa manei-
ra, a sua cor de adverténcia ndo teria valor, ndo podendo servir como modelo
para outras espécies 3 8 181 Uma terceira objecdo diz respeito & pretensa di-
versidade de distribuicdo geografica entre as diferentes espécies de corais 2 8.

Greene e McDiarmid ') sintetizam vérias evidéncias sobre serpentes-corais e
contestam as objecbes acima citadas. A coincidéncia de distribuicdo geogréfica,

* Bolsista FEDIB — Instituto Butantan.
Pés-graduando do Depto. de Ecologia Geral — Instituto de Biociéncias — USP.
** Seclo de Herpetologia. Instituto Butantan. Recebido para publicacio em 05.10.1990 & aceito em 22.1.1991
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com alguns exemplos mencionados por esses autores, parece ser um forte argu-
mento a favor do mimetismo. Pough 19 faz uma reviséo critica de mimetismo
ern corais e outros répteis, adicionando argumentos favoraveis ao mimetismo entre
serpentes. Além da semelhanca do padrdo de colorido, existern comportamen-
tos caracteristicos comuns a algumas especies de corais, que incluem movimen-
tos de cauda 45 6.12) indicando que o mimetismo ndo estaria restrito apenas
a coloracdo mas também a aspectos comportamentais.

O objetivo do presente trabalho é analisar diversos padrées cromaticos em E.
aesculapii no sudeste do Brasil e tentar relaciond-los aqueles de espécies simpé-
tricas de Micrurus, adicionando argumentos a sugestdo de um complexo mime-
tico neste grupo de serpentes !10. 12, 16]

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados exemplares de E. aesculapii da colegdo herpetolédgica do Ins-
tituto Butantan (S&o Paulo — SP), do Museu de Histéria Natural ‘'Capdo da Im-
buia’’ (Curitiba — PR) e da Fundacdo Ezequiel Dias de Belo Horizonte (MG), que
constituern uma amostra, principalmente das regifes sudeste e sul do Brasil. Nao
foram aproveitados os espécimes cujo padrdo de coloracdo estivesse muito alte-
rado devido a conservacdo em alcool. Foram analisados 306 especimes (jovens
e adultos de ambos 0s sexos) observando-se o padrdo de disposicdo e confor-
macdo dos aneis. Foi analisada a folidose de cada exemplar, com objetivo de
verificar se individuos com diferentes padrées cromdaticos constituem uma mes-
ma especie. Paralelamente, foi realizado um levantamento das espécies do gé-
nero Micrurus das regifies sudeste, centro-oeste e sul do Brasil, sendo também
observado o padrédo de disposicdo e conformacéo de anéis destas. Para isto foi
utilizado o material da colecdo do IB e MHN "'Capédo da Imbuia’’.

Além disso, observamos — em animais cativos — alguns aspectos do com-
portamento defensivo de E. aesculapii e de Micrurus spp.

RESULTADOS

GRUPOS CROMATICOS DO PADRAO DORSAL

De acordo com a disposicdo e conformacdo dos anéis coloridos em E. aescu-
lapii &€ possivel o arranjo dos individuos examinados em dois grupos distintos:

GRUPOQO | — Sequéncia de dois anéis pretos separados por um branco (DIA-
DES), tendo cada um dos pretos contato com o vermelho (Figuras 1a e 2). Den-
tre o matenal examinado 184 especimes pertencem a esse grupo, os quais foram
coletados predominantemente no interior do continente (154 individuos) e o res-
tante (30 individuos) em reqgifes litordneas (Figura 5).

GRUPO Il — Difere do anterior por possuir estreitos anéis brancos adicionais
interpostos entre os pretos e os vermelhos; alguns espécimes apresentam fusdo
parcial dos anéis pretos na regido dorsal e outros possuem esses anéis inteira-
mente fundidos (Figuras 1b, 1c, 1d). Dentre o material examinado 122 pertencem
a esse grupo e todos foram coletados em regifes proximas do litoral (Figura 5).

ASPECTOS COMPORTAMENTAIS
Quando perturbados com toques, ou aproximacdo brusca do observador, tanto

indiurdung- do grupo | como do grupo ll, de E. aesculapii, enrodilham-se e reali-
zam movimentos com a cauda, espiralada (Figura 2). O achatamento do corpo
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também foi observado em alguns espécimes de ambos os grupos. (M. frontalis,
M. lemniscatus e M. corallinus, ao serem perturbados, achatam o corpo,
enrodilham-se e exibem a cauda parcialmente espiralada (Figura 4) — este ulti-
mo comportamento foi menos evidente e raramente observado em M. corallinus.)

DISCUSSAOQ

Diversos autores admitem que serpentes com veneno, possivelmente letal aos
seus predadores, ndo poderiam servir de modelo mimético, jd que estes Ultimos,
morrendo no primeiro contato, ndo chegariam a adquirir aversio por experiéncia
desagraddvel''®’. Dessa maneira, faria sentido admitir que tanto as espécies al-
tamente venenosas quanto as inofensivas seriam mimicas de uma espécie me-
dianamente venenosa''®. O género Erythrolamprus, geralmente opistéglifo!!. 11,
provavelmente pode infligir mordidas dolorosas em seus predadores, sendo tam-
bém caracterizado como medianamente venenoso'’: 2. 18! | ogo, essa espécie
de serpente poderia ser considerada modelo para as espécies de Micrurus alta-
mente venenosas e outras espécies ndo venenosas, como Simophis rhinostoma,
hipotese proposta por Mertens e difundida por Wickler''®. Todavia, Smith!13. 14
mostra em seus experimentos, realizados com passaros predadores potenciais
de reépteis, que o padrdo cromético das corais é evitado inatamente por esses
predadores. A partir desses experimentos pode ser considerada a possibilidade
de determinados predadores poderem distinguir, inatamente, as diferentes es-
pécies de corais, através do padrdo de diposicdo de anéis coloridos ao longo do
corpo. Desse modo, esses predadores poderiam também reconhecer aquelas que
sdo letais e que devem ser evitadas. A distingdo desses padrées poderia ser tam-
bém por aprendizado, no caso de predadores observarem a experiéncia fatal de
outros'’!. Com base nessas consideracdes, seria plausivel as Micrurus constitui-
rem modelo para as Erythrolamprus. Além disso, Greene e McDiarmid!” forne-
cem evidéncias de que o encontro entre Micrurus e seus predadores nem sempre
resulta fatal para estes ultimos, o que reforcaria a hipétese de Micrurus como
modelo em certos complexos miméticos.

Essa hipOtese, em que Micrurus serviria como modelo, estaria mais coerente
com a distribuicdo geografica observada no presente trabalho. De fato, o ma-
peamento (Figuras 5 e 6) demonstra que no interior do continente sé ocorrem
individuos de Erythrolamprus do grupo | — anéis escuros em diades (Figuras 1a
e 2) — simpatricos com espécies de Micrurus com anéis em triades (M. frontalis
e M. lemniscatus — Figura 4) e anéis tnicos (M. corallinus — Figura 3). Nenhu-
ma dessas especies de Micrurus parece copiar o padrdo de Erythrolamprus —
que tém anéis em diades. De acordo com certos autores (7), poder-se-ia admitir
que as Erythrolamprus do grupo | (Figuras 1a e 2) seriam um padréo intermedia-
rio entre triade e anel unico. Ou, ainda, que devido 4 auséncia dos anéis brancos
estreitos entre os pretos e vermelhos, esses individuos do grupo | assemelhar-
-se-ilam as Micrurus que possuem o padrdo de anéis em trfades. Serpentes com
este ultimo padrdo (M. frontalis e M. lemniscatus — Figura 4) parecem ocorrer
no interior com mais frequéncia que as de anel Gnico (M. corallinus — Figura
3), pois 88% das espécies de Micrurus, recebidas do interior do Estado de S3o
Paulo, pelo Instituto Butantan durante o periodo de 1984 a 1988, possuem triades.

Em regiGes préximas do litoral, E. aesculapii do grupo Il (Figuras 1b, 1c, 1d)
sdo simpatricas com M. corallinus (Figura 3) que é a espécie de Micrurus mais
abundante nessas regides (além de M. decoratus, espécie aparentemente rara
e com distribuicdo mais restrita). Os individuos do grupo Il (Figuras 1b, 1c e 1d)
apresentam sempre aneis brancos estreitos, interpostos entre 0s pretos e ver-
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melhos, alguns com tendéncia a fusdo dos anéis pretos.(Figuras 1c e 1d), imi-
tando portanto o padréo de M. corallinus (Figura 3). Considerando vélida a hip6-
tese de que certos predadores reconheceriam os diferentes padrées de disposicdo
de anéis, seria pertinente supor, ainda, que houvesse pressdo seletiva favoravel
aos mimicos mais parecidos ao presumivel modelo — M. corallinus. O mesmo
poderia ser valido em relagdo aos individuos do grupo |, que imitariam outras es-
pecies de Micrurus (com triades), o que poderia explicar o baixo niimero de indi-
viduos de Erythrolamprus desse grupo oriundos da regido litoranea, entre o
material examinado.

Complementando dados de outros autores'4 5. 6. 121 ohservamos que alguns
espécimes de E. aesculapii (independentemente dos padrées cromaticos) reali-
Zzam movimentos com a cauda, bem como o achatamento do corpo. Esses com-
portamentos tambem s&o observados em M. corallinus (observacéo pessoal). O
movimento de cauda em Erythrolamprus assemelha-se aquele realizado por M.
frontalis'd- 12, que exibe a cauda parcialmente espiralada, comportamento inter-
pretado como um modo de despistar o predador (Figuras 2 e 4). Portanto, além
da semelhanga entre o padrdo de coloracéo de E. aesculapii e diversas espécies
de Micrurus no Sudeste brasileiro, certos padrées comportamentais também pa-
recem estar envolvidos no mimetismo dessas corais!12).

CONCLUSAO

Os dados obtidos e analisados neste trabalho sugerem que E. aesculapii, da
Regido Sudeste brasileira, mimetiza certas espécies de Micrurus, sendo essa se-
melhanga mais acentuada na regido oriental (Mata Atlantica), onde esse colubri-
deo se assemelha a M. corallinus.
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ABSTRACT: Various color patterns of the false coral snake, Erythrolam-
prus aesculapii have been described in the Southern, Southeastern
and Central Western regions of Brazil. Such patterns are here grouped
accordingly to the disposition of the colored rings along the body, which
permits to establish a cleary defined geographic distribution for each
group. We sugqest that the geographic distribution of color pattern
groups is related to mimicry of Erythrolamprus to some species of the
highly venomous snake Micrurus.

KEYWORDS: Erythrolamprus aesculapii; Micrurus; coral snake: geogra-
phic distribution; mimicry.
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