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RESUMEN

Las serpientes han sido motivo de fascinacién, miedo y mito a lo largo de la historia. Su
mordedura causa efectos locales y sistémicos con diversas secuelas, ademas de una variedad de
disturbios hematoldgicos y bioquimicos, los cuales en la mayoria de los casos llevan a la
muerte.

Nuestro pais registra méas de 50 especies de serpientes, destacando las familias de serpientes
venenosas, Viperidae y Elapidae. En la Amazonia peruana, los envenenamientos por mordedura
de serpiente ocurren por al menos siete serpientes de la familia Viperidae. Sin embargo, la
informacion sobre las actividades toxicas de las PLAx(s) del veneno de Bothrops andianus y
Crotalus scutulatus scutulatus, es aun escasa(l).

Por ello, el presente proyecto pretende brindar un aporte de investigacion al estudiar en forma
comparativa la potencia neurotoxica “ex vivo” de fosfolipasas A, procedentes de los venenos
de Bothrops andianus y Crotalus scutulatus scutulatus, describiendo la purificacion,
caracterizacion bioquimica/farmacoldgica, aisladas de los venenos de las serpientes
mencionadas, con el fin de comprender su participacién en los eventos fisiopatologicos
provocados por la mordedura de estas serpientes.

El método de purificacion propuesto fue adecuado para la purificacion de ambas PLA? a partir
de los venenos de Bothrops andianus y Crotalus scutulatus scutulatus, ya que fue posible aislar
las proteinas en un Unico paso cromatografico. Al comparar los dos venenos se demostr6 que
el veneno de Crotalus scutulatus scutulatus tiene un mayor efecto téxico en el cultivo de
mioblastos y miotubos C2C12 con un valor de 97.95% =+ 3,95% Y la actividad neurotoxica,
muestra que la PLA> provenientes de Crotalus scutulatus scutulatus, tienen mayor potencia
neurotdxica “in vitro” al disminuir la fuerza contractil en el modelo de biventer cervicis de
pollo.

Palabras claves:
Neurotéxica
Ex vivo

Fosfolipasas A2
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ABSTRACT

Snakes have been a source of fascination, fear, and myth throughout history. Its bite causes
local and systemic effects with various sequelae, as well as a variety of hematological and
biochemical disturbances, which in most cases lead to death.

Our country registers more than 50 species of snakes, highlighting the families of venomous
snakes, Viperidae and Elapidae. In the Peruvian Amazon, snakebite envenomings occur from
at least seven snakes in the Viperidae family. However, information on the toxic activities of
PLA2(s) from the venom of Bothrops andianus and Crotalus scutulatus scutulatus is still
scarce(1).

For this reason, this project aims to provide a research contribution by comparatively studying
the "ex vivo™ neurotoxic potency of phospholipases Az, from Bothrops andianus and Crotalus
scutulatus scutulatus venoms, describing the purification, biochemical/pharmacological
characterization, isolated of the venoms of the aforementioned snakes, in order to understand
their participation in the pathophysiological events caused by the bite of these snakes.

The proposed purification method was suitable for the purification of both PLA2 from Bothrops
andianus and Crotalus scutulatus scutulatus venoms, since it was possible to isolate the
proteins in a single chromatographic step. When comparing the two venoms, it was shown that
the Crotalus scutulatus scutulatus venom has a greater toxic effect on the culture of C2C12
myoblasts and myotubes with a value of 97.95% + 3.95% and the neurotoxic activity shows
that PLA2 from Crotalus scutulatus scutulatus, have greater neurotoxic potency "in vitro" by
decreasing the contractile force in the chicken biventer cervicis model.

Key words:
neurotoxic potency
phospholipases Az,

Bothrops andianus and Crotalus scutulatus scutulatus venoms
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ABREVIATURAS

PLA: Fosfolipasa A2

HPLC Cromatografia liquida de alta eficiencia.

kDa Kilodaltons

MALDI TOf lonizacion / desorcion de matriz asistida por laser - tiempo de
vuelo

Pi punto isoeléctrico

CK Creatina quinasa

AMBIC bicarbonato de amonio

Rpm revoluciones por minuto

PDA 991 PAGSHotdiode detector de matriz

PBS Tampon de fosfato de sodio

TFA acido trifluoroacético

PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida

SDS Dodecil sulfato de sodio

TDT Ditiotreitol

Tris Tris [hidroximetil] aminometano

Tampon A TFA al 0,1% utilizado para cromatografia HPLC

Tampén B 66% de acetonitrilo utilizado en cromatografia HPLC

mA Miliamperios

NOAB Sustrato cromogénico del acido 4-nitro- (3-octanoil) benzoico
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INTRODUCCION

Desde la perspectiva médica, en Peri como en muchos lugares del mundo, el accidente ofidico
tiene valor en salud publica por sus implicancias sobre el aumento de la morbilidad en personas
y animales. La familia Viperidae con sus géneros Bothrops, Porthidium, Bothriopsis y
Bothriechis, es la mas importante por ser responsable de més del 90% de accidentes ofidicos
en el Pery; sin embargo, la informacion sobre las actividades toxicas de las PLA2(s) del veneno

de Bothrops andianus y Crotalus scutulatus scutulatus, es aun escasa.

Segun Angulo y Lomonte, el aislamiento y caracterizacion de los componentes individuales del
veneno constituye el sustento de la Toxinologia, como estrategia fundamental para analizar y

comprender la compleja serie de eventos involucrados en el envenenamiento.

De ahi que la investigacion a realizar permitira conocer mas detalles especificos respecto a los
componentes de los venenos de serpiente viperidae, el veneno Botropico, el veneno de Crotalus
Scutulatus Scutulatus, asi como concretar mayor indagacion respecto de Fosfolipasa A2,
Miotoxinas, Neurotoxinas; Cromatografia de interaccion Hidrofébica, Electroforesis en Page-
SDS, Determinacién de la actividad Fosfolipasica A2; el estudio de la actividad neurotoxica
“EX VIVO”, Determinacion del efecto citotdxico en cultivo celular de Mioblastos y Miotubos
(C2C12) de Pla2 purificadas a partir de venenos de Bothrops Andianus y Crotalus Scutulatus

Scutulatus.

Asimismo, en el presente trabajo describiremos la purificacién, caracterizacion
bioquimica/farmacoldgica y secuenciamiento de aminoacidos de dos PLA2 denominadas,
aisladas de los venenos de Bothrops andianus y Crotalus scutulatus scutulatus, con el fin de
comprender su participacion en los eventos fisiopatolégicos provocados por la mordedura de
estas serpientes, constituyendo un aporte para contar con informacion que permita mejorar las

intervenciones frente a los accidentes ofidicos.
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CAPITULO |

1.- SERPIENTES, VENENO Y SUS COMPONENTES:
Las serpientes han sido motivo de fascinacion, miedo y mito a lo largo de la historia.
En el antiguo Egipto, se adoraba a la cobra. Su réplica se usaba para decorar las coronas
de los emperadores romanos y en el antiguo mundo griego, el dios de la medicina
(Esculapio) vestia la prenda de un bastén cruzado con una serpiente, simbolo que
todavia se utiliza para representar la Medicina.
Las serpientes componen el suborden Serpentes, que, actualmente con alrededor de
2930 especies, es el segundo en abundancia de especies después de Sauria (lagartos y
lagartos) con 4636 especies. Las serpientes y Sauria forman el Orden Squamata, el grupo
principal, mas numeroso y moderno de reptiles vivientes.
Brasil tiene una fauna de serpientes muy rica, muchas de las cuales aun son poco
conocidas o poco estudiadas, aunque esta situacion ha ido cambiando en los Gltimos
afios. Hay alrededor de 265 especies, clasificadas en 73 géneros, agrupadas en 9
familias. De todas estas, solo las familias Elapidae y Viperidae agrupan las especies
venenosas, es decir, aquellas que producen toxinas (veneno) en glandulas especializadas
y cuentan con dispositivos adecuados para inocularlas.
El veneno de serpiente es una mezcla compleja de proteinas, nucle6tidos e iones
inorganicos. Segun Kini (2003) (53), entre los compuestos inorganicos se encuentran el
calcio, cobre, hierro, potasio, magnesio, manganeso, sodio, fosforo, cobalto y zinc; otros
componentes presentes en el veneno incluyen carbohidratos (glicoproteinas), lipidos
(fosfolipidos), aminas biogenicas, aminoacidos y nucle6tidos. Sin embargo, la mayoria
de los compuestos presentes en el veneno de serpiente estan formados por proteinas, que
corresponden aproximadamente del 90% al 95% del peso seco del veneno.
Entre las proteinas del veneno se encuentran las denominadas proteasas, que tienen
actividad enzimatica, teniendo como sustrato las proteinas de presa. Los principales
ejemplos de proteasas presentes en los venenos son las metaloproteasas y las serina
proteasas. Sin embargo, varios otros tipos de proteinas se encuentran en venenos tales
como: fosfolipasas, fosfodiesterasas, colinesterasas, aminotransferasas, L-amino
oxidasas, catalasas, ATPasas, hialuronidasas, NAD nucleosidasas y L-glicosaminidasas
(42). Esta combinacion de péptidos y polipéptidos hace que el veneno tenga diferentes

propiedades toxicas (5).
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2.- EL VENENO
Los venenos ofidicos consisten en una mezcla de proteinas, substancias organicas, sales,
iones azucares Yy lipidos, siendo que cerca del 90 al 95% del peso seco del veneno de
serpientes estd constituido por proteinas que presentan importantes funciones
bioldgicas.
Dentro de los iones, se puede destacar al calcio, que es un importante cofactor de algunas
enzimas proteoliticas y de las fosfolipasas A2<; el Magnesio y el Zinc que también son

importantes iones para la accion de las principales metaloproteasas (31).

2.1.- ACCIDENTE OFIDICO

La ofidiotoxicosis o accidente ofidico es una intoxicacién producida por la
inoculacion de veneno al organismo de la victima, a través de la mordedura de
una serpiente venenosa que lesiona los tejidos y/o causa un cuadro clinico
caracteristico, provocando alteraciones fisiopatolégicas locales o sistémicas.
Los venenos de las serpientes son secreciones toxicas de glandulas
especializadas, disefiados y perfeccionados a lo largo de la cadena evolutiva para
favorecer la supervivencia de estos animales en su ambiente natural. Teniendo
en cuenta la amplia distribucion geografica de las serpientes a lo largo y ancho
del planeta existe también gran variabilidad y especializacion en cuanto a sus
caracteristicas biologicas y los aspectos toxicos de los venenos en funcién de su
habitat.

El accidente ofidico tiene valor en salud publica. Peru al poseer una parte de su
territorio con ambientes apropiados de habitat de diversidad de ofidios
venenosos en las diferentes regiones, con condiciones no solo geograficas y
climéticas sino también socioculturales y demograficas, permite que en la
poblacion se aumente la susceptibilidad de sufrir una mordedura, provocando el
incremento de la morbilidad no solo de personas sino también de animales.

La familia Viperidae es la mas importante desde el punto de vista médico, dentro
de esta familia estan los géneros Bothrops, Porthidium, Bothriopsis y
Bothriechis los cuales son responsables del 90 — 95% de los accidentes ofidicos
en Pera (1).
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2.2.- COMPONENTES DE LOS VENENOS DE SERPIENTE DE LA FAMILIA
VIPERIDAE

Los venenos de serpiente son secreciones de naturaleza seromucosa cuyos

componentes se pueden clasificar de forma muy general y atendiendo criterios
farmaco-cinéticos, en toxinas o enzimas, haciendo la salvedad que hay
componentes de venenos que muestran ambos tipos de actividad (32).

Por otra parte, los componentes de los venenos se pueden clasificar de acuerdo
a su capacidad para provocar una respuesta inmune en la victima. Desde este
punto de vista, el veneno de serpiente tiene dos tipos de componentes: a)
Componentes inmunogénicos, los cuales son proteinas que constituyen méas del
98% del veneno segun Leon y colbs. (33) 0 mas de 90 % segin Ramos y colbs.
(34) en peso seco e incluye toxinas capaces de inducir efectos toxicos relevantes,
asi como también proteinas no téxicas, y b) Componentes no inmunogeénicos,
tales como aminodcidos, nucleotidos, carbohidratos, lipidos y aminas
biogénicas, las cuales constituyen menos del 2% del veneno en peso seco (33).
A partir de estudios de vendmica se ha demostrado que aunque el veneno de
serpiente de la familia viperidae estd compuesto por varias proteinas, todas ellas
pertenecen a un pequeiio grupo de familias de proteinas, incluyendo
metaloproteinasas dependientes de Zn*™? (svMPs), Serinproteinasas (SP),
Fosfolipasas (PLA2), L-amino acido oxidasa (LAO), desintegrinas, lectinas tipo
C (CTL) y proteinas similares a lectinas, péptidos natriuréticos, proteinas de
secrecion rica en cisteina (CRISPS) e inhibidores de proteasas tipo Kunitz.
Cada familia de proteinas posee ciertas propiedades que determinan su
inmunogenicidad, entre ellas su tamafio y por tanto su masa molecular (Tabla 1),
estructuras terciarias y modificaciones post-traduccionales. Ademas, diferentes
proteinas estan presentes en una concentracion variable en los venenos, un factor
que también influencia su inmunogenicidad.

Lo anterior se ve reflejado en los reportes de la literatura existentes con respecto
a la composicion proteica de venenos de diferentes géneros de la familia
Viperidae los cuales se resumen en las secciones siguientes (33).

Tabla 1

Masas moleculares de las principales toxinas de los venenos de serpientes
de la familia Viperidae. Principales familias de proteinas encontradas en los

venenos de serpiente y sus masas moleculares.
12
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Familia de

proteinas

Caracteristicas

Masa molecular
(KDa)

Metaloproteinasas

Compuestas por un dominio de
enlace Unico Zn*2 Metaloproteinasa
(Dominio catalitico).

Poseen un dominio desintegrina en
adicion al dominio catalitico.

P-I SVMPs, 20 -
30

P-11 SVMPs, 30 -
60

Comprende dominios
metaloproteinasa, similar a | P-111 SVMPs, 50 -
desintegrina y rica en cisteina. 70

Conservan triadas cataliticas (Ser, | oz o

His, Asp)

Generalmente como glicoproteinas
homodiméricas 'y unas pocas
monoméricas.

Monémeros o dimeros. Homo o
heterodimeros, con fragmentos que
contienen dominios  adicionales
(tales como dominios ricos en
cisteina).

Compuestos monoméricos (Lectinas
tipo C). Compuestos heterodimeros | ~ 30
(proteinas similares a Lectinas tipo
)

Serinproteinasas

L-aminoacido

; 110 - 150
oxidasas

Desintegrinas

Lectinas tipo C vy
proteinas similares

3.- VENENO BOTROPICO.

Se describen tres actividades fisiopatologicas del veneno de especies botropicas
(Bothrops sp.): Coagulante, proteolitica (definida como inflamatoria aguda) y
hemorragica (43). Evidentemente, estas actividades son extremadamente complejas y
generalmente se pueden atribuir a componentes especificos. Sin embargo, diferentes
toxinas pueden actuar de manera complementaria para inducir un determinado efecto, asi
como una sola toxina puede tener varias actividades (44).

Una caracteristica de la intoxicacion botropica es un intenso dolor local. El efecto
hiperalgésico ha sido estudiado experimentalmente en ratas con veneno de Bothrops
jararaca (45), demostrando que este efecto estda mediado principalmente por
prostaglandinas, leucotrienos y factor activador de plaquetas (PAF).

A continuacion, describimos las actividades méas importantes de la intoxicacion

botropica:

3.1.- ACTIVIDAD HEMORRAGICA.

El sangrado es causado por toxinas llamadas hemorragias que son enzimas

proteoliticas del tipo metaloproteasa, ya que su actividad enzimética depende de

la presencia de un atomo de zinc en su sitio activo (46). Las hemorragias pueden
13
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alterar la integridad del endotelio vascular y tener actividad desintegrina, ademés
de ser potentes inhibidores de la agregacién plaquetaria. Se han descrito y
estudiado los efectos hemorragicos de varias metaloproteasas de especies
botropicas, como BaP1, toxina hemorragica aislada de Bothrops asper,

BjussuMP-1, aislada de Bothrops jararacussu (47).

3.2.- ACTIVIDAD COAGULACION Y AGREGACION PLAQUETARIA.

El veneno de Bothrops tiene la capacidad de activar factores de coagulacion

sanguinea, provocando el consumo de fibrindgeno y la formacion de fibrina
intravascular, lo que frecuentemente induce la incoagulabilidad de la sangre,
ademas de activar la protrombina en la cascada de coagulacion sanguinea. La
fraccion del veneno que tiene esta accion coagulante actia de manera diferente a

la trombina fisiolOgica, ya que no es neutralizada por la heparina (48,49).

3.3.- ACTIVIDAD INFLAMATORIA.

Es causada por varias fracciones de veneno botrépico, por ejemplo, aminas

biogénicas, preformas de tipo histamina, proteinas como PLA;, esterasas,
proteasas, enzimas liberadoras de quinina y lectina. La actividad edematosa es
muy potente, evidenciada en casos clinicos y modelos experimentales. En este
altimo, las dosis de veneno o fracciones necesarias para inducir un efecto
significativo van desde unos pocos microgramos hasta décimas de microgramos
(43). En estudios experimentales con BaTX, un PLA> homologo K49 aislado de
Bothrops alternatus, se encontrd que una dosis de 2.5 pg es capaz de producir
edema en el modelo de la almohadilla plantar del raton (50). Por otro lado, 0.9 pg
de veneno de Bothrops asper en el mismo modelo es capaz de inducir edema

inmediato y transitorio en la extremidad inyectada.

4.- CROTALUS SCUTULATUS SCUTULATUS
La identificacion de la serpiente de cascabel de Mojave (Crotalus scutulatus scutulatus)
tiene importantes implicaciones diagndsticas y terapéuticas. EI envenenamiento por
ciertas poblaciones de serpientes de cascabel de Mojave puede causar una presentacion
clinica diferente a la causada por otras serpientes de cascabel. Especificamente, el
envenenamiento por serpientes de cascabel de Mojave puede causar menos efectos

14
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locales y més efectos neuroldgicos (incluida la dificultad respiratoria) que los que se ven
tipicamente después de las mordeduras de otros tipos de serpientes de cascabel (35).

Por lo tanto, es util para los médicos distinguir la serpiente de cascabel de Mojave de otras
serpientes de cascabel para evitar la subestimacion del envenenamiento severo debido a
la falta de lesion tisular local. Los pacientes sospechosos de haber sido mordidos por
serpientes de cascabel de Mojave pueden necesitar un tratamiento mas agresivo con
antiveneno, asi como cuidados de apoyo mas intensivos. Ademas, Los pacientes con
sospecha de haber sido mordidos por serpientes de cascabel de Mojave deben ser
monitoreados de cerca durante un periodo de observacion prolongado, ya que los efectos
del veneno pueden retrasarse o prolongarse.

Las serpientes de cascabel de Mojave pueden ser particularmente dificiles de distinguir
de las serpientes de cascabel Western Diamondback (Crotalus atrox) debido a su

similitud en apariencia y rangos superpuestos(43).

4.1.- PROTEINAS DEL VENENO DEL GENERO CROTALUS

La fosfolipasa A escinden el enlace éster C-2 de 3-sn- de los fosfoglicéridos.

Juega un central papel en el metabolismo de los lipidos y, por lo tanto, en alta
concentracion, contribuye a la toxicidad del veneno de serpiente.

La enzima ha sido aislada de venenos de varias especies de Crotalus, incluida C.
atrox, C. scutulatus salvini y dos isoenzimas, ct y fl de C. adamanteus. Estas dos
isoenzimas son indistinguibles por actividad especifica y peso molecular, pero son
cromatogréfica y electroforéticamente diferentes(20).

Es sabido que exhiben un comportamiento de movilidad electroforética dimérica
que producen las fosfolipasas A2 de venenos de Crotalus y cada monomero es de
aproximadamente 14.000 menos activo que la forma dimérica.

También se ha aislado del veneno de C. scutulatus la toxina de Mojave, una
neurotoxina presinaptica altamente toxica. La toxina, que se encuentra en la
mayoria de C. s. scutulatus de poblaciones estudiadas (24), son unos complejos
proteicos, compuestos por subunidades acidas y basicas. Lo subunidad basica, de
pl 9,6 y peso molecular de 14.673, que es una fosfolipasa Aa.

No se ha demostrado actividad enzimatica, para el componente acido aislado. El
complejo pierde toxicidad si las subunidades son separadas, pero la reconstitucién
genera toda la potencia de la toxina.
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La Crotoxina, aislada del veneno de C. durissus terrificus ha exhibido propiedades
similares. Reacciona de forma cruzada inmunolégicamente con toxina de Mojave,
y su subunidad basica también es una fosfolipasa Az. La subunidad basica no
reacciona de forma cruzada inmunoldgicamente con una fosfolipasa acida A>
aislada de este veneno.

Los estudios por electroforesis en geles que contienen fosfatidilcolina, mostraron
varias fosfolipasas presentes en el veneno de C. s. scutulatus. No se ha informado
si estas proteinas corresponden a la subunidad basica del complejo de la toxina de
Mojave. Datos sobre la variacion intraespecifica de PLA> en el veneno de esta
especie también es limitado (53).

4.2.- EFECTO TOXICO DEL VENENO DEL GENERO CROTALUS

La especie C. durissus terrificus del género Crotalus es la mas ampliamente

extendida en Sudamérica, incluyendo el Peru. El envenenamiento causado por esta
serpiente esta caracterizado por neurotoxicidad, miotoxicidad sistémica, edema
leve y falla renal aguda; en adicion, se han reportado también alteraciones
hemostaticas. La presencia principalmente de crotoxina, bloquea la liberacién de
la acetilcolina, causando aislamiento y alteracion de la transmisién neuromuscular
y sintomas mialgicos, consecuente paralisis progresiva, con paresis en la
distribucion de los nervios craneales IllI, IV y VI y nervios motores somaticos
periféricos(10).

También induce miotoxicidad con lesiones musculares locales causadas por la
crotamina y crotoxina. La neurotoxicidad sistémica es frecuentemente
acompafiada con rabdomiolisis con elevacion de los niveles de suero de
mioglobina y creatina fosfoquinasa y consecuente mioglobinuria y falla renal
aguda, causando necrosis aguda tubular la cual representa la primera causa de
muerte, el efecto coagulante es provocado por la activacion de la trombina que

convierte el fibrindgeno a fibrina con moderada coagulopatia (37).

4.3.- MECANISMOS DE DANO
Una de las més drasticas consecuencias del envenenamiento por mordedura de

serpientes viperidae es el desarrollo de efectos locales patolégicos, caracterizados
como se menciond anteriormente, por edema, mionecrosis, dermonecrosis,

inflamacién y hemorragia. Si no son tratadas pronta y efectivamente, esto puede
16
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resultar en secuelas y dafio permanente del tejido con un prolongado y duradero
efecto fisico y psicoldgico en la persona afectada. Es por esta razén que se han
realizado investigaciones que contribuyen al entendimiento de este complejo
fendmeno.

Las miotoxinas con actividad PLA; inducen dafio muscular agudo al afectar
primero la integridad de la membrana plasmatica del musculo esquelético, a través
de la hidrolisis de fosfolipidos, promoviendo asi un flujo de calcio degenerando
la célula y provocando un dafio irreversible. EI veneno de serpiente del género
Bothrops contiene varias PLA>, incluida la forma inactiva Lys49 capaz de
desencadenar una fuerte lesion celular descrita en los procesos miotoxicos (35).
Un estudio reciente ha observado una estricta relacion entre la inhibicion de la
actividad de PLA: en el veneno de Bothrops y su miotoxicidad, pero sin bloqueo
neuromuscular, proponiendo que el bloqueo neuromuscular puede ser inducido
por PLA> no catalitica u otros componentes del veneno, tales como
metaloproteinasas. En efecto, dependiendo de la subfamilia (ej. D49 o K49), las
enzimas sv PLA> pueden tener un rol en el efecto miotoxico o neurotoxico a
diferentes extensiones y por distinto mecanismo molecular.

Trabajos con miotoxinas Mt-1'y Mt-11 de Bothrops han mostrado que la svPLA:
induce la entrada de Ca*? y la liberacion de ATP que causa la mionecrosis, a través
de diferentes perfiles de hidrolisis de fosfolipidos de la monocapa externa del
sarcolema.

Las miotoxinas se unen a sitios “aceptores” aun no identificados en la membrana
plasmatica, induciendo una rapida y drastica perturbacion de la membrana basada
en eventos tanto dependientes de la catalisis (que involucran el residuo Asp49 de
PLA2s), como independientes de esta (en el caso de proteinas homoélogas de PLA>
con Lys49). El dafio de la membrana resulta en la pérdida del control de la
permeabilidad a los iones y macromoléculas. La principal consecuencia de esta
alteracion es una prominente afluencia de Ca*? que desencadena una serie de
eventos degenerativos intracelulares, tales como hipercontraccion de
miofilamentos, alteraciones mitocondriales, y la activacion de proteasas
dependientes de Ca* citosélico y PLA2s. Finalmente, las células musculares pasan

rdpidamente el "punto de no retorno™ y se dafian irreversiblemente (39).
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4.4.- PROTEINAS MENORES
Las toxinas mas abundantes han sido ampliamente estudiadas en las ultimas

décadas y algunas de ellas ya han sido utilizadas para diferentes propositos. Sin
embargo, la mayoria de las clases menores de proteina de veneno de serpiente
siguen siendo poco exploradas, incluso presentando posibles aplicaciones en
diversas areas. La principal dificultad para estudiar estas proteinas radica en la
imposibilidad de obtener cantidades suficientes de ellas para una investigacion
exhaustiva, entre las familias de proteinas de veneno de serpiente poco
abundantes, se encuentran factores de crecimiento, proteinas secretoras ricas en
cisteina, nucleasas y nucleotidasas, entre otros.

Muchos mecanismos reguladores tienen impacto en la composicion de las
proteinas de los venenos de serpiente, tales son las mutaciones que afectan la
expresion de genes, duplicacion y pérdida de genes relacionados con toxinas,
regulacion post-transcripcional de micro RNAs y procesamiento proteolitico. A
pesar de que presentan niveles de expresion variable en diferentes venenos de
serpientes, las toxinas patolégicamente importantes, como las fosfolipasas Az,
metaloproteinasas, familias de toxinas de calicreina y toxinas de tres dedos son
generalmente las proteinas mas abundantes que se encuentran en estas muestras
bioldgicas.

Algunas de estas toxinas componen hasta el 80% del total de proteinas del veneno,
como las fosfolipasas Az del veneno de Crotalus durissus, que forma el complejo
crotoxina que es una neurotoxina responsable de los principales sintomas clinicos
del envenenamiento crotalico en América del Sur. Las principales toxinas de las
serpientes estan codificadas por las familias de genes que muestran una
duplicacion sustancial de genes y seleccion direccional y, en consecuencia, la
mayor variacion.

Por otro lado, se supone que las proteinas menores del veneno de serpiente tienen
funciones auxiliares, menos variabilidad y poco o nada han experimentado
duplicacion de genes y seleccion positiva. Este contraste puede ser un resultado
similar a la conservacion de las funciones y la baja abundancia relativa de
proteinas auxiliares en los venenos, lo que excluye su participacion en el

envenenamiento (36).
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5.- FOSFOLIPASA A;
Las fosfolipasas son enzimas esteroliticas que hidrolizan los glicerofosfolipidos. Segun
su modo de accidn, se clasifican en cuatro grupos diferentes, denominados Al, A2, B, C
y D (PLA, PLA2, PLB, PLC y PLD) segun el sitio de hidrdlisis en el sustrato (51) (Figura
1).
Figura 1:Hidrolisis de las diferente Fosfolipas en sustrato (51).
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—>2 acil-1-lisoglicerol-P-Colina + AG

Los venenos de serpiente contienen una gran cantidad de proteinas bioactivas, entre ellas
la fosfolipasa A2 que depende del calcio, que cataliza la hidrdlisis del 1,2-diacil-3-syn-
glicerol a partir de los fosfoglicéridos, esta reaccion libera cantidades equimolares de sn
acido graso -2 y lisofosfatido (52; 53). La fosfatidilcolina, el fosfatidilinositol, la
fosfatidilserina, la fosfatidiletanolamina, el fosfatidilglicerol y el acido fosfatidico son los
sustratos de PLA> mas comunes que conducen a la formacion de diferentes
lisofosfolipidos (54).

Las PLA; participan en una amplia variedad de procesos fisioldgicos, incluida la
digestion de fosfolipidos, la remodelacion de la membrana celular y la defensa del
huésped, y también participan en procesos fisiopatoldgicos que producen precursores de
varios tipos de mediadores lipidicos biol6gicamente activos, como prostaglandinas,
leucotrienos, tromboxanos y factor activador de plaquetas. (55). Las PLA2 son enzimas
ampliamente distribuidas en la naturaleza y son las més estudiadas entre todas las
fosfolipasas (48;44; 56).
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5.1.- CLASIFICACION DE LAS ENZIMAS PLA,

Existen varias formas de clasificar las PLA>, segln sus caracteristicas bioquimicas

como ubicacion celular (intracelular y extracelular), requerimiento de Ca?
(dependiente e independiente de Ca®"), especificidad de sustrato y estructura
primaria, estas PLA> se clasifican en varias familias (57).

Inicialmente, los PLA: se clasificaron en dos grupos, que se utilizaron
originalmente en 1977 para distinguir entre venenos de las familias Elapidae
(serpientes, cobras, kraits, mambas y serpientes coralinas) e Hydrophydae
(serpientes marinas), ambos pertenecientes al grupo | y familia Viperidae.
(surucucus, cascabel y jararacés) pertenecientes al grupo 11, en base al nimero de
puentes disulfuro (58).

Se han descubierto varias PLA> en secreciones (SPLA2 o extracelular) y en el
citosol (cPLA: o intracelular), asi como enzimas de alto (61-114 KDa) y bajo peso
molecular (13-18 KDa). Segun Kini (1997) (48) las PLA: de bajo peso molecular
se pueden subdividir en cuatro grupos (I, I, 111 y I\V) por su estructura primaria
(Figura2), las PLA: intracelulares tienen alto peso molecular (85 kDa),
generalmente son de membrana- asociado, dependiente del calcio e involucrado
en el metabolismo de los fosfolipidos (alteraciones de la membrana), la
sefializacion celular y la remodelacion de los fosfolipidos PLA? (52; 59).

Figura 2: Clasificacion de las enzimas PLA; (48)

Fosfolipase A,
Enzimas de Alto Enzimas de Baixo
Peso Molecular Peso Molecular
(intracelular) (extracelular/secretoria)
CaZ"-dependente CaZ*-independente Grupo I Grupo II Grupo Il Grupo IV

Grupo IA Grupo IB Grupo ITA  Grupo IIB
Elapidico  Pancredtico Asp49 Lys49

* Kini RM. enzimas Venom Phosfolipasa A2 (48).

Actualmente, la superfamilia PLA2s esta compuesta por 15 grupos que, a pesar de
sus variadas distribuciones y ocurrencias, se caracterizan por su similitud

secuencial y estructural, diferencidndose Unicamente por la ubicacion y nimero
20
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de puentes disulfuro y por la longitud de sus bucles. Por todas estas caracteristicas
mencionadas, Burke y Dennis (2009) (60) las clasifican en cinco tipos principales
de PLA,: sPLA; secretora, cPLA; citosdlica, iPLA; independiente de Ca?*, PAF
acetilhidrolasas y PLA? lisosomal.

Las PLA:> de veneno de serpiente (SPLA?) son proteinas secretadas que pertenecen
a los grupos 1y Il. Los del grupo | se encuentran en venenos de serpientes de la
familia Elapidae (Elapinae e hydrophiinae) y tejidos pancreaticos de mamiferos,
mientras que los del grupo Il se subdividen en siete subgrupos (I1A-11F), y el
subgrupo I1A engloba las PLA> que se encuentran en los venenos de serpientes de
la familia Viperidae (Viperinae y Crotalinae) y en tejidos no pancreaticos de
mamiferos (59;60). Debido al avance constante de la secuenciacién de
aminoéacidos y las técnicas de caracterizacion estructural, se han descubierto y se
siguen descubriendo nuevas PLA2, lo que requiere una revision constante de la
literatura para actualizar sus grupos y subgrupos.

Las sPLA> de baja masa molecular (13-18 kDa) tienen varias caracteristicas
distintas de otras familias de PLA2, como un alto contenido de enlaces disulfuro,
un requisito de concentraciones milimolares de calcio para la catélisis y una
amplia especificidad para los fosfolipidos con diferentes grupos de cabeza polar y
cadenas de acidos grasos. Ademas de las funciones enzimaticas, pueden mostrar
varias funciones bioldgicas (61), como la sSPLA> de mamiferos que juega un papel
importante en la fertilizacion (62), la proliferacion celular (63; 64) e
hipersensibilizacion y enfermedades inflamatorias cronicas (65; 66). Sin embargo,
las enzimas de mamiferos generalmente no son toxicas y no logran inducir efectos
farmacologicos potentes.

Los venenos de serpientes del grupo | (Elapidae e Hydrophidae) y del grupo 1l
(Crotalidae y Viperidae) son una fuente abundante de enzimas PLA y presentan
similitud en sus estructuras primarias y secundarias con las de los mamiferos, las
PLA: se encuentran entre las principales proteinas toxicas del veneno que exhiben
un amplio espectro de efectos farmacoldgicos que interfieren con los procesos
fisiol6gicos normales de las presas o victimas (48; 49; 67) (Tabla 1). Las PLA> de
veneno de serpiente existen tipicamente como mondmeros y a veces, como
complejos formados entre las enzimas PLA, asi como con otras proteinas,

mediante interacciones covalentes o no covalentes. A menudo, un solo veneno de
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serpiente contiene varias isoenzimas PLA: y, a veces, diferentes isoenzimas

inducen diferentes efectos farmacolégicos.

Tabla 1l

Efectos Farmacoldgicos

Neurotoxicidad
neurotoxicidad presinaptica
Neurotoxicidad postsinaptica
Miotoxicidad
mionecrosis local
Miotoxicidad sistémica
Cardiotoxicidad
efectos anticoagulantes
Inicio de la agregacion plaquetaria
Inhibicion de la agregacion plaquetaria
actividad hemolitica
Actividad inductora de hemoglobinuria
Hemorragia interna
actividad convulsiva
actividad hipotensora
Actividad formadora de edema
Dafio a tejidos u 6rganos
Dafio al Higado, Rifiones, Pulmones, Testiculos,
Pituitaria.
* Gutierrez JM, Lomonte B. (70).

Por lo general, los del grupo IIA también se subdividen en dos subgrupos

principales: los Asp49 PLA>, llamados asi porque tienen un residuo de aspartato
en la posicion 49 y son cataliticamente activos, y los Lys49 PLA, en los que el
residuo de aspartato se reemplaza por residuo de lisina en la misma posicion que
tiene poca o ninguna actividad catalitica (68; 69), siendo ambos biolégicamente
activos. (70; 52). Ademas de la actividad enzimatica, las PLA> del veneno pueden
tener actividades neurotoxicas, miotdxicas, hemoliticas, anticoagulantes,
cardiotdxicas y edematdgenas, asi como también accion agregante o antiagregante
de plaquetas (52;48;49;71), siendo asi una molécula multifuncional.

5.2.- MECANISMO CATALITICO DE PLA,S

La unidad catalitica de PLA, consta de los residuos de aminoacidos His-48

(posicién 48 de la cadena polipeptidica), Asp-99 y una molécula de agua
(Figura3). En el mecanismo de catalisis propuesto, el proton en la posicion 3 del
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anillo imidazol de His-48 esta involucrado en una fuerte interaccion con el grupo
carboxilato de Asp-99, impidiendo la rotacion del anillo imidazol, dejando el
nitrégeno en la posicion 1 de este anillo (que esta involucrado en la catélisis) en
la posicion espacial apropiada. Una molécula de agua promueve entonces un
ataque nucleofilico sobre el carbono del grupo éster del sustrato y, en ese
momento, el anillo imidazol de His-48 recibe un proton de la molécula de agua,
facilitando la reaccion.

Figura 3. Representacion esquematica del mecanismo catalitico de PLA2s

Tyr-52
l His-48
H------OH., - sl
(0] I 2 8 N\ Gly-30
“H O—C/O\/ HN\/kN( '}J
. H\ /H R H
OH Asp-99 (@) VT
\C
H o iy 20 ---=-00C
AN / _O‘/ l
I C/?\ |
Ri—C—0—C" s CH;—0—P—0-X Asp-49
Tyr-73 2

* Gutiérrez JM, Lomonte B. (70).

Después de la hidrélisis del enlace éster de acilo en la posicion sn-2 del
fosfoglicérido (sustrato), el anillo de imidazol dona este proton al oxigeno, que
luego forma el grupo alcohol del lisofosfolipido que se liberara (72). y B). El
mecanismo catalitico de la PLA> de bajo peso molecular (14 kDa) involucra
residuos que participan en el bucle de union de los iones Ca* en la PLA; clésica,
que son, Tyr-28 (posicion 28 en la cadena polipeptidica), Gly-30, Gly- 32 y Asp-
49. En el mecanismo de catalisis, el calcio tiene una doble funcién: fijar el grupo
fosfato del fosfolipido y estabilizar la carga negativa de oxigeno sobre el grupo
carbonilo del enlace éster en la posicion sn-2 del sustrato (73;74). También se ha
sugerido que la amida NH de Gly-30 es un factor importante para estabilizar el
estado de transicion (75).

Como se menciono anteriormente, el residuo de &cido aspartico en la posicion 49
de las PLA: es esencial para la coordinacion del ion Ca?*. Este residuo es

responsable, junto con otros aminoacidos, de la fijacién del sustrato al sitio
23
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enzimatico y, en consecuencia, de la actividad catalitica que ejercen estas enzimas.
Sin embargo, la sustitucion natural de Asp49 por una lisina impide la coordinacion
de este ion (76) y, aun asi, el Ne de la cadena lateral de Lys49 ocupa la posicion
del ion Ca*?, haciendo inviable la reaccion catalitica. (77) (Figura 4).

Figura 4: Accién Catalitica de PLA (77).
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Figura 4:El. Circulounion de Ca*? de un Asp49-PLA; de Naja naja naja. B.
region analoga a la region de union a Ca*? de BaspTX-Il (Lys49-PLA2) del
veneno de Bothrops asper (52;78).
Las Lys49-PLA, se consideran PLA, homologas porque no tienen actividad
catalitica detectable contra sustratos lipidicos. Son proteinas bésicas e
hidrofébicas con alta actividad miotdxica tanto in vivo como in vitro (79; 80; 81;
82; 78).

5.3- ESPECIFICIDAD FARMACOLOGICA DE LASPLA,
Segun Kini, RM (2003) (53), las PLA del veneno de serpiente comparten una

estructura y funcion similares con las enzimas de los mamiferos. Sin embargo,
entre los PLA: del veneno de serpiente, muchos son toxicos e inducen un amplio
espectro de efectos farmacoldgicos. Se propone que PLA: del veneno de serpiente
tiene la capacidad de unirse a un "sitio especifico™ en las membranas de las células
diana, debido a su alta afinidad para unirse a proteinas especificas que acttan
como receptores o aceptores. Esta union especifica de PLA: la proporciona la
presencia de un sitio “farmacologico” en su superficie, que es independiente del
sitio catalitico.

La interaccion de la alta afinidad de PLA2 con su aceptor (proteina diana)
probablemente se deba a la complementariedad de carga, hidrofobicidad y fuerzas

de Van der Walls, que se produce entre el sitio farmacoldgico de PLA: y el sitio
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diana en la superficie del receptor de la proteina o aceptor en la membrana celular.
PLA: puede inducir sus efectos farmacoldgicos por mecanismos dependientes o
independientes de su actividad enzimatica.

Asi, el esquema 2 representa la hipdtesis presentada por Kini, RM (2003) (53):
1- La celda objetivo se diferencia de una celda no objetivo (extremo derecho) por
la presencia de un sitio objetivo (A). Diferentes células o tejidos tienen diferentes
sitios de destino en la superficie. Estos sitios diana pueden ser una proteina
transmembrana o una glicoproteina que se encuentra en la superficie celular.

2 — Tenemos el sitio complementario al sitio diana, el sitio farmacoldgico (F) esta
presente en la PLA; especifica, ademas del sitio catalitico (C). Una PLA2 no
especifica (a la derecha) carece del sitio farmacoldgico (F). La naturaleza y
ubicacion de los sitios farmacoldgicos en la superficie molecular de PLA; varian
con la enzima.

3 — Cuando se administra PLA> por via intraperitoneal o intravenosa; las PLA>
especificas buscan y se unen a las células diana, debido a su alta afinidad por el
sitio diana. Esta unién especifica, asi como la accesibilidad al sitio diana,
dependeria de la accesibilidad de la celda del sitio destino. Por otro lado, una PLA>
no especifica se unird a muchos tipos diferentes de células. La PLA: no especifica,
por lo tanto, no dafiard la célula objetivo con tanta eficacia como la PLA:
especifica.

4 — Se incuba in vitro o ex vivo un sistema, una célula, tejido u 6rgano con PLA..
El PLA: especifico y no especifico puede dafar la célula objetivo y podria exhibir
"efectos farmacologicos”. Esto es particularmente cierto cuando la actividad
enzimatica juega un papel mas importante en la induccién del efecto
farmacoldgico, aunque se requieren cantidades mas altas (o cantidades
cataliticamente muy efectivas) de enzimas no especificas para inducir efectos
similares de PLA; especifica.

5 — PLA: especifico se une al objetivo (o aceptor), la proteina de membrana
plasmatica (MP) con una alta afinidad (10-9 M). Sin embargo, también se produce
baja afinidad (10-4 a 10-6 M) cuando se une a fosfolipidos. Los estudios de union
especifica siempre indican una afinidad alta y baja por los sitios diana. La afinidad
es alta en el sitio objetivo, es baja en comparacion con los sitios de union de baja
afinidad. Los tratamientos para destruir proteinas diana producen una pérdida de

alta afinidad de union, pero no reducen la afinidad de los sitios diana. Por lo tanto,
25
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la PLA: no especifica se une a los fosfolipidos con baja afinidad y no se une al
sitio objetivo.

6 — Vemos que el sitio de destino es un “buen ajuste” para el sitio farmacologico
en especies de celulas o tejidos susceptibles. En especies no sensibles, aquellas
que han sufrido procesos de mutaciones (M) o modificaciones postraduccionales
(MPT) como glicosilaciones, células o tejidos susceptibles son suficientes para
alterar la afinidad especifica de PLA: con la celula diana. Esto explica la
especificidad de especie observada en la capacidad de PLA; para exhibir sus
efectos farmacolégicos (53).

Esquema 2 - Modelo para explicar los efectos farmacoldgicos de PLA>. (53).

1. Sitios alvo na superficie celular

PLA; néo especifica

5. Ligacao de afinidade de PLA2

baixa alta baixa

PLA, especifica PLA, ndo especifica

6. Especies especificas

% @M ‘MPT@
* * .

Suceptivel Nao suceptivel Néao suceptivel
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6. MIOTOXINAS

Las miotoxinas 1. Generalmente se definen como componentes naturales (generalmente
pequerfias proteinas y péptidos) de secreciones venenosas que pueden actuar localmente,
dafando irreversiblemente las fibras musculares (mionecrosis) en y alrededor del sitio de
la mordedura, sin embargo, otras miotoxinas actlan sisteméaticamente, causando dafio
muscular en sitios distantes. La mionecrosis se considera una complicacion médica
importante de la mordedura de serpiente, ya que puede causar secuelas drasticas como la
pérdida de tejido hasta la amputacion (83; 84; 85). Por otro lado, la miotoxicidad
sistémica puede causar mioglobinuria e insuficiencia renal grave,

Las miotoxinas descritas en los venenos de serpiente se pueden clasificar en tres grupos
principales (86) que constituyen familias de proteinas estructuralmente distintas. Estos
incluyen (1) las miotoxinas "pequefias” (p. ej., Crotalus durissus terrificus crotamina,
Crotalus v. viridis miotoxina A), (2) las cardiotoxinas y (3) las miotoxinas PLA: (Figura
5). Las miotoxinas PLA: forman el grupo mas grande que se puede clasificar en tipos
neurotdxicos y no neurotdxicos (87). Entre estas Gltimas, existe una clara division entre
las miotoxinas 'Asp49' y ‘'Lys49', como se detallard mas adelante. Se ha considerado un
cuarto grupo de proteinas miotdxicas, que incluye una variedad de componentes del
veneno que pueden dafiar el masculo esquelético a través de mecanismos indirectos. A
modo de ejemplo, las toxinas hemorragicas que causan alteracion del flujo sanguineo
local, isquemia y mionecrosis secundaria de aparicion lenta se considerarian factores
miotoxicos indirectos. Sin embargo, el componente mas importante y abundante que dafia
los musculos en los venenos de animales son las PLA2.

Figura 5. Clasificacién y caracteristicas generales de las miotoxinas del veneno de

serpiente (85).

“Pequenas” ——— Basicas. ndo enzimaticas.cadeia
miotoxinas tinica de peptideos de 42-45 a.a.
Miotoxinas __ Basicas, ndo enzimaticas,

Cardiotoxinas L .
Cadeia tnica de proteinas de ~60 a.a.

Basicas, cadeia unica(~120 a.a.) ou
proteinas mulfimeéricas com atividade
catalitica e Neurotoxicidade pré-sindptica.

Neurotoxinas

PLA,

Enzimaticamente Basicas, cadeia finica

ativas Asp49 (~120 a.a.) ou proteinas
diméricas com atividade
fosfolipasica.

Nio neurotoxinas

Enzimaticamente —  Basicas. cadeia tnica

mafivas Lys/Ser49s49 (~120 a.a.) ou proteinas
dimeéricas com estrutura
fosfolipasica

* Lomonte B, Angulo Y, Calder6n L. (85).
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7.  NEUROTOXINAS
Las neurotoxinas son componentes presentes del veneno, pueden afectar el sistema
nervioso de diferentes maneras: bloqueando todos los impulsos nerviosos, de forma que
la presa se paraliza y se interrumpe la respiracion, o sobrecargando el sistema nervioso,
provocando su colapso debido a convulsiones graves y la contraccion de todos los
masculos, seguida de muerte. Sin embargo, no todas las neurotoxinas tienen el mismo
modo de accidn ni producen efectos clinicos similares (88).
Uno de los principales objetivos del veneno de serpiente es el sistema nervioso somatico,
en particular la union neuromuscular del musculo esquelético. La inhibicion de la
transmision neuromuscular en este sitio produce paralisis de los muasculos respiratorios,
como el diafragma, por ejemplo, que conduce a la muerte (89). Por lo tanto, gran parte de
la investigacion se ha dirigido a aumentar nuestra comprension de la accién del veneno
de serpiente y las toxinas aisladas que acttan en la unién neuromuscular (90).
Las neurotoxinas se pueden clasificar en dos grupos: Inhibidores de la conduccion axonal,
la estimulacidn axonal resulta de la despolarizacion de la membrana celular e implica un
cambio en la conductancia de los iones Na*, K* y Ca*2. Asi, cualquier sustancia que altere
el movimiento normal, principalmente de los iones Na" y K, puede considerarse
neurotoxica. Como ejemplo se puede citar la tetrodotoxina, que es una neurotoxina
aislada del pez globo o veneno de pez globo, caracterizada por bloquear los canales de
sodio. (91;92). Las toxinas del veneno de escorpion también pueden afectar la
conductividad del axdn, debido a su accion sobre los canales de sodio (93; 94).
Inhibidores de la transmisién sinadptica, ademas de las toxinas que actlan sobre la
conduccion axonal, existen las que actdan sobre la transmision sinaptica en la region de
la placa motora de la unién neuromuscular, que es una region especializada de la fibra
muscular donde llega el impulso nervioso. La terminacion nerviosa presinaptica,
determina su despolarizacion al activar la entrada de calcio en la membrana, lo que sefiala
la liberacion del neurotransmisor. Estos actian afectando la liberacion del
neurotransmisor (acetilcolina) y consecuentemente impidiendo la transmision del
impulso nervioso. Esta clase de toxinas que provocan cambios en la transmisidn sinaptica
se divide en dos grandes subgrupos: neurotoxinas presinapticas (neurotoxinas B) y

neurotoxinas postsinapticas (neurotoxinas o).
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7.1.- NEUROTOXINAS PRESINAPTICAS.
Llamadas B-neurotoxinas, estas toxinas actdan inhibiendo el proceso de liberacion

de acetilcolina. Su potencia es mayor que la de las neurotoxinas postsinapticas (a-
neurotoxinas). Como ejemplo, citamos la toxina B-bungarotoxina, una toxina
compuesta por dos subunidades de 8800 y 12400 daltons, unidas por enlaces
disulfuro (95; 96). Tanto las neurotoxinas  como las a se encuentran en venenos
elapidos, como Bungarus multicinctus (bungarotoxina a. y ). Ademas, puede ser
un polipéptido de cadena sencilla (p. ej., notexina) o toxinas que constan de
multiples subunidades. Por ejemplo, la crotoxina, la taipoxina y la textiloxina
constan de dos, tres y cinco subunidades, respectivamente.

La mayoria de los venenos contienen maltiples isoformas de una neurotoxina que
difieren en sus secuencias de aminoacidos (97). Después de varios estudios, no
parece haber una correlacién directa entre la cadena estructural y la potencia, por
lo que las actividades neurotoxicas no parecen estar directamente correlacionadas
con su actividad de fosfolipasa y la subsiguiente hidrdlisis de los fosfolipidos de
membrana. En general, estas toxinas producen un blogueo neuromuscular al
inhibir la liberacion de acetilcolina de la terminal nerviosa. La accion neurotoxica
caracterizada por el bloqueo neuromuscular (como consecuencia de la inhibicion
de la liberacion de acetilcolina en la terminal nerviosa) no altera
significativamente la sensibilidad de la placa terminal motora a la acetilcolina, es

decir, cuando acttia una neurotoxina presinaptica (98).

7.2.- NEUROTOXINAS POSTSINAPTICAS.

Son toxinas que se unen a los receptores colinérgicos nicotinicos en la region

subsinaptica de la placa terminal motora similar al curare. Llamadas a-
neurotoxinas, son capaces de bloguear reversiblemente la transmision nerviosa,
unirse competitivamente a los receptores colinérgicos nicotinicos, prevenir la
transmision neuromuscular y provocar la muerte por pardlisis flacida del
diafragma (99; 100). Las neurotoxinas postsinapticas son péptidos de bajo peso
molecular (7 a 8 kDa), tienen entre 60 y 70 aminoacidos y carecen de actividad

enzimatica (99).
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8.- PRINCIPALES SERPIENTES VENENOSAS DEL PERU
Considerando la extensa region de selva que comprende nuestro territorio, superando los
600 000 km?, son muchas las serpientes que se han ido registrando en esta region, ademas
de aquellas registradas en los valles interandinos y la costa del Pacifico. En 1974
Meneses, reportdé un nuimero aproximado de 50 especies venenosas y posteriormente
Carrillo e Icochea describieron 33 especies de serpientes de este tipo. Sin embargo, la
investigacion al respecto no esta concluida ya que con seguridad se obtendran préximos
informes (2). No obstante, el serpentario “Oswaldo Meneses” ha reportado las siguientes

especies de serpientes venenosas y que estan siendo objeto de estudio en la actualidad.

(Cuadro 1).
Cuadro 1.
Principales serpientes venenosas del Peru.
FAMILIA | ESPECIE NOMBRE COMUN *
Viperidae Bothrops atrox Jergon de la selva
Bothrops brazili Jergon shushupe
Bothrops pictus Jergon de la costa
Bothrops roedingeri Jergén de la costa
Bothriopsis bilineata Loromachaco
Bothriopsis oligolepis Lamon o jergon negro
Lachesis muta Shushupe
Crotalus durissus terrificus Cascabel sudamericana
Elapidae Micrurus spixii Coral 0 naca naca
Micrurus surinamensis Coral 0 naca naca
Micrurus tschuddi Coral de la costa

Calvete JJ, Sanz L, Cid P, Torre P, Flores-Diaz M, Santos MCD (2).

9.-. PROBLEMA:

Los ofidios o serpientes pertenecen a la clase de los reptiles. Actualmente hay descritas
cerca de 3000 especies en todo el mundo, de las cuales tan s6lo 250 especies son
venenosas. Se alimentan de animales vivos que tragan enteros, especialmente mamiferos
(roedores), y aves; también de anfibios, lagartos, peces, insectos, aracnidos, huevos y, en
algunas ocasiones, de otras serpientes, para lo cual han desarrollado diferentes
caracteristicas en su dentadura, lo que permite clasificarlos y, a su vez, identificar el tipo
de maniobras de agresion, defensa y captura de sus presas. En Per( se encuentran dos
familias de serpientes venenosas, Viperidae y Elapidae, con algunos géneros
respectivamente.

Su mordedura causa efectos locales y sistémicos con diversas secuelas, ademas de una

variedad de disturbios hematolégicos y bioquimicos, los cuales en la mayoria de los casos
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Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




== . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE 0 CATOLICA

TESIS UCSM <  DE SANTA MARIA

llevan a la muerte. El diagndstico por mordedura de serpiente, depende de la condicion
del paciente (signos clinicos) y si es posible, de la identificacién del espécimen. Su
tratamiento se basa en brindar un soporte hemodinamico al paciente mientras las toxinas
son eliminadas del organismo y en controlar los efectos de las toxinas mediante el manejo
adecuado del anti-veneno ofidico (1; 2).

Los componentes y mecanismos de accion de las toxinas presentes en los venenos son
muy variados, donde se encuentran componentes no proteicos (inorganicos y organicos)
tales como carbohidratos y sales, y proteicos con accidén necrotizante, coagulante o
hemorrégica, entre otras, algunos de estos compuestos han sido aislados y caracterizados
o0 descritos como toxinas letales, o se les han atribuido acciones potentes sobre proteinas
especificas como, por ejemplo, las involucradas en la coagulacion sanguinea (1;2).

En estas mezclas bioldgicas sin embargo predominan péptidos y proteinas, por lo que es
posible establecer las caracteristicas cualitativas de los mismos basados en su andlisis
electroforético y cromatografico. Usando la técnica de electroforesis (en geles de
poliacrilamida) y cromatografica como HPLC se pueden analizar los perfiles de los
venenos de diferentes especies de serpientes (3).

Los venenos de serpiente son rasgos de complejidad genética moderada compuestos en
gran parte por toxinas proteinicas que funcionan en la depredacion y la defensa
(4;5;6;7;8;9;16). Con algunas excepciones (10;11), se ha encontrado que los venenos de
serpiente evolucionan rapidamente bajo seleccion positiva dentro y entre especies, lo que
implica cambios en los patrones de expresion de toxinas (12;13;15;17) y secuencias de
proteinas (18;19). Se cree que esta rapida evolucion es el resultado de los roles
evolutivamente criticos del veneno en la alimentacién y la defensa (20) y las interacciones
co-evolutivas antagénicas con depredadores y presas (21;22). Sin embargo, las mismas
presiones selectivas que resultan en la adaptacion local y la divergencia a nivel de especie
en los venenos también pueden operar en las etapas del ciclo de vida, particularmente si
la presa o los depredadores cambian con la edad o el tamafio. Se han identificado cambios
ontogenéticos en la composicion del veneno en numerosas especies de serpientes

(5;8;14;23-29), pero ciertamente no en todas las especies que se han examinado (14;30).
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10.-. JUSTIFICACION
La accion del veneno de serpientes de vipéridos en los tejidos estd asociada a una reaccion
inflamatoria compleja, caracterizada por edema, dolor e infiltrado de células
inflamatorias. El edemay el dolor ocurren como consecuencia de la accion de proteinasas
principalmente de las PLA,s y metaloproteinasas, que conllevan a la activacion de varias
vias inflamatorias, que provocan un aumento de la histamina y la generacion de
prostaglandinas, leucotrienos, quininas, 6xido nitrico, anafilatoxinas complementarias y
citoguinas. Estos y otros mediadores acttan sobre las células del endotelio venular y sobre
una variedad de nociceptores en neuronas aferentes, provocando edemay dolor. También
actian directamente sobre los macréfagos residentes y otras células inflamatorias,
induciendo su activacion de manera decisiva.
Tales efectos son el resultado de actividades proteoliticas, miotoxicas, de coagulacion
sanguinea y hemorragicas atribuidas a las fosfolipasas A contenidas en sus venenos. Un
efecto dominante que tienen las mordeduras de serpientes, es su miotoxicidad marcada
sin ningun signo clinico de neurotoxicidad. Sin embargo, estudios in vitro en
preparaciones de musculos nerviosos de anfibios, aves y mamiferos han mostrado
neurotoxicidad, con bloqueo neuromuscular total y/o irreversible, a concentraciones muy
bajas de veneno o toxinas de diferentes especies. Por lo tanto, es probable que una accién
directa de las miotoxinas de la fosfolipasa A2 (PLA2), mas una accion indirecta causada
por la anoxia tisular tenga un papel clave en los efectos del veneno de Bothrops en las
fibras musculares y nerviosas, incluida la destruccion inmediata de los axones motores y
el agotamiento completo de los troncos nerviosos motores intramusculares.
Existen diferencias en los estudios de homologia secuencial respecto de las PLA>
miotdxicas sistémicas procedentes del veneno de serpientes del género Bothrops
andianus y Crotalus scutulatus scutulatus, en ese entender el presente proyecto pretende
evaluar la potencia neurotdxica “ex vivo” de fosfolipasas A, procedentes de los veneno
de Bothrops andianus y Crotalus scutulatus scutulatus, con el objetivo de establecer
claras diferencias respecto de la potencia neurotéxica “ex vivo” revelada en las regiones
responsables de la estructura primaria de las fosfolipasas Az estudiadas, procedentes de
una misma regién intercontinental, sin embargo con una diferencia geogréafica
significativa, como lo es entre América del Sur y América del Norte(1-5).
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11.-. OBJETIVO: (GENERAL Y ESPECIFICOS):

11.1.- OBJETIVO GENERAL.

Estudiar en forma comparativa la neurotdxica “ex vivo” de fosfolipasas Ao,

procedentes de los venenos de Bothrops andianus y Crotalus scutulatus

scutulatus.

11.2.-. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1. Purificar las PLA> a partir de los venenos Bothrops andianus y Crotalus

scutulatus scutulatus a través de cromatografia liquida de hidrofobicidad
(mini columnas HiTrap).

2. Caracterizar bioguimicamente las PLA> a través de electroforesis en gel de
poliacrilamda en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE),
actividad fosfolipasica A..

3. Caracterizar la actividad neurotoxica “ex vivo” de fosfolipasas Ao,
procedentes de los venenos de Bothrops andianus y Crotalus scutulatus

scutulatus.

12.-. HIPOTESIS
La ausencia de proteinas en la integridad de las vesiculas sindpticas(sinaptofilinas) es evidencia
directay solida que la PLA: en estudio, afecta la maquinaria de liberacion de neurotransmisores

al impedir el acoplamiento de vesiculas sinapticos a la axolema del terminal nervioso.

La presencia de proteinas en la integridad de las vesiculas sinapticas(sinaptofilinas) es evidencia
directay solida que la PLA: en estudio, afecta la maquinaria de liberacion de neurotransmisores

al impedir el acoplamiento de vesiculas sinapticos a la axolema del terminal nervioso.
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CAPITULO I

2.- MATERIALES Y METODOS
2.1.- MATERIAL Y REACTIVOS
Todos los solventes, productos quimicos y reactivos quimicos utilizados son de

alto grado de pureza, procedentes de Aldrich (Aldrich Chemical Co, Inc. -
Wisconsin, U.S.A.), Applied Biosystems (Applied Biosystems - Perkin Elmer
Division, U.S.A.), Bio-Rad (Bio Rad Laboratories - California, U.S.A.), Merck
(Merck - Darmstadt, Germany), Sigma (Sigma Chemical Co - St. Louis, U.S.A.),
Pierce (Pierce Chemical Company - Illinois, U.S.A). Los reactivos de
transferencia Western se adquirieron de Sigma-Aldrich, Biorad, Amresco y
Kodak. Todas las sales de la solucion fisiologica eran de grado analitico o de
secuenciacion.

Los venenos de Bothrops andianus y Crotalus scutulatus scutulatus, seran cedidos
por el Dr. Luis Alberto Ponce Soto. Los experimentos seran realizados en 3
laboratorios compartidos:

Laboratorio Protedmica, Inflamacion y Dolor del Vicerrectorado de Investigacion
de la Universidad Catolica de Santa Maria: Purificacion de fosfolipasas y
electroforesis SDS-PAGE (Gel de poliacrilamida en presencia de dodesil sulfato
de sodio) y bloting.

Laboratorio de ciencias bioldgicas de la Universidad San Antonio Abad del Cusco
bajo la supervision de la Doctora Maria Holgado Rojas: Experimento de
farmacologia

Laboratorio de ciencias biomeédicas de la Universidad Sefior de Sipan (Chiclayo):

Experimentos de farmacologia (44).

2.2.-. CROMATOGRAFIA DE INTERACCION HIDROFOBICA
Las PLA: del veneno de Bothrops andianus y Crotalus scutulatus scutulatus son

purificadas en columnas del sistema HITrap (H&C USA.) El sistema
cromatografico que se usara es el de cromatografia convencional. Son colectadas
fracciones de 1 mL. por tubo determinandose actividad enzimatica. Las fracciones
qgue exhiban mayor actividad fosfolipasica A2 y/o masa de 14 kDa seran

empleadas para la obtencion del “pool” y guardadas a 0°C (41).
34

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~vs==". UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE LR -carorica

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

2.3.-. ELECTROFORESIS EN PAGE-SDS

La electroforesis en gel de poliacrilamida fue realizada siguiendo la metodologia

descrita por Laemmli, en que las placas de poliacrilamida (PAGE) seran
preparadas de modo discontinuo, presentando un gel de concentracion de 5 % y
un gel de corrida de 12,5 %. Las placas seran preparadas utilizando una solucién
de acrilamida stock (30%T, 0,8%C). El gel de concentracién a 5 % se preparara
usando un tampon Tris-HCI 0.5M de pH = 6,8 y el gel de corrida sera preparado
usando tampon Tris-HCI 1M de pH = 8,8. A ambos geles se les agregard SDS al
20% en cantidad suficiente para llevar a una concentracion final de 0.5% (v/v).

La corrida electroforética sera realizada en un sistema doble de miniplacas SE 250
Mighty Small Il (Hoeffer scientific instruments). Tanto las muestras y los
marcadores de masa molecular estaran disueltos en tampon de muestra (Tris-HCI
0,075M; pH = 6,8; 10% glicerol; 4% de SDS; 0,001% de Bromofenol). La corrida
electroforética sera realizada a 30 mA. Los geles estaran coloreados con solucion
de Comassie Blue 0,05% a 370C, y el exceso de colorante sera removido con

acido acetico al 7% (44).

2.4.-. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD FOSFOLIPASICA A,
La determinacién de la actividad fosfolipasica A2 se realizard segun el método
descrito por Cho & Kézdy, (1991) (100) y Holzer & Mackessy (1996) (95), se

utilizard como substrato el acido 4-nitro-3-(octanoiloxi) benzoico. Se utilizaron

muestras con una concentracion inicial de 1,0 mg/ml. en el caso del veneno total
y fosfolipasa A aisladas. El ensayo contiene 0,5 ml. de muestra, 0,5 ml de sustrato
y 4,0 ml. de tampon Tris-HCI 0,1M Ca?+ 0,01 M pH 8.0. Las muestras se
encuentran en una concentracion final de 0,1 mg en 5 ml del volumen final de
reaccion y se incubaran por 20 minutos a 37°C. Enseguida la reaccién es
bloqueada con acido acético al 30% y la absorbancia leida a 420 nm (filtro verde)
en un fotocolorimetro de Klett Summerson (44).

2.5.-. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD NEUROTOXICA “EX VIVO”

Los animales se anestesiardn con halotano y se sacrificardn mediante sangrado.

Se extraera el musculo biventer cervicis y se montara bajo una tension de 0,5 g en

un bafio de 6rganos de 5 ml (Automatic Organ multiple-bath LEOL1 Letica
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Scientific Instruments. Barcelona, Espafia) a 37°C que contendra solucion de
Krebs de la siguiente composicion (en mM): NaCl 118,7, KCI 4,7, CaCl» 1,88,
KH2 PO4 1,17, MgSOs4 1,17, NaHCO3 25,0 y glucosa 11,65. (pH 7,5) y aireada a
(95% 02 - 5% CO2).

Para la contractura, se aplicara exogenamente Acetilcolina (ACh; 110 mM durante
60 s) y KCI (20 mM durante 130 s), obtenido en ausencia de estimulacién de
campo, antes de la adicion de toxinas PLA: en concentraciones finales de 0.35,
0.7, 1.4 y 3,5 uM y del veneno total (20 pg / ml). Las concentraciones que se
usaran se tomardn de los trabajos de farmacologia sobre el efecto de
neurotoxicidad donde fueron evaluados las concentraciones dosis-respuesta,
publicados por el Doctor Ponce Soto LA (36-41). Se colocara un electrodo de
anillo de platino bipolar alrededor del tendon, que atravesara el musculo inervado.
La estimulacion indirecta se realizara con un Estimulador (MAIN BOX LE 12404
Panlab s.I. Powerlab AD Instruments Barcelona, Espafia) en las siguientes
condiciones: 0,1 Hz, 0,2 ms, 3-4 V.

Las contracciones y contracturas musculares se registraran isomeétricamente
durante 120 minutos, mediante transductores de fuerza (Transductor de fuerza
modelo MLT0201 5 mg-25 g Panlab sl AD Instruments Pty Ltd. Espafia)
conectados a un amplificador y un sistema de adquisicion de datos PowerLab /
4SP (OUAD Bridge AD Instruments, Barcelona, Espafia). En esta parte del
Proyecto se trabajara con colaboracion de la Universidad San Antonio de Abad
del Cusco (44,41).

2.6.-. DETERMINACION DEL EFECTO CITOTOXICO EN CULTIVO CELULAR
DE MIOBLASTOS Y MIOTUBOS (C.Ci2) DE PLA, PURIFICADAS A
PARTIR DE LOS VENENOS DE Bothrops andianus y Crotalus scutulatus
scutulatos

El objetivo fue determinar el efecto citotoxico en cultivo celular de mioblastos
C2C12, por la accién de PLA; purificadas a partir de los venenos de Bothrops
andianus y Crotalus scutulatus scutulatos.

Se utiliza como disefio experimental una microplaca de 96 pocillos, eligiendo un
n de 3, correspondiente a 3 pozos previamente llenados con un cultivo celular de
mioblastos C2C12, en un medio DME con 10-15% de suero fetal bovino (FBS) a

37°Cy CO2 al 5% (50 uL) incubado previamente en un horno de cultivo celular.
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Luego de remover 150 pl de medio (sobrenadante), se adicionaron 150 pl de
muestra previamente disuelta en PBS, conteniendo las siguientes concentraciones:
5, 10, 20 y 40 ug. Se consideran dos tipos de controles: positivo en presencia de
Triton X-100 (+) y negativo solo en presencia de medio de cultivo DME que
contenga suero bovino fetal al 1% (-), con el fin de establecer pardmetros
porcentuales (%) a partir de 0 al 100% de cuantificacion de lactato deshidrogenasa
(LDH). Después de 3 horas, se retiraron 100 pl del sobrenadante de cada pocillo
y se estimd la liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), liberada
como resultado de la lisis celular por la accion de la toxina.

El medio de reaccion contiene 1ml de sustrato preparado segun indica el kit del
fabricante (LDH-P UV Optimized UV Method SFBC Lab. Winer), previamente
incubado durante dos minutos a 30°C. Luego se agregan 80 ul del sobrenadante,
luego se incuban durante aproximadamente 3 minutos. Y luego se lee la
absorbancia a 340 nm.

Luego del valor obtenido como negativo, se convierte en simple positivo y se
multiplica por 1000. El valor obtenido se convierte a un valor porcentual (%), en

relacion al control positivo méaximo encontrado con el Tritén X-100 (44,41).

2.7.- WESTERN BLOT (WB)

La preparacion de musculo-nervio de NF-DAR, mantenida en solucion de Tyrode

aireada con carbdgeno (control) fue incubada con 10 pg/mL por separado, de las
PLA: purificadas a partir de los venenos de Bothrops andianus y Crotalus
scutulatus scutulatos. Durante 120 minutos bajo estimulacion indirecta, se
homogeneizo en 1 mL de cdctel antiproteasa. Se utilizaron alicuotas de 15 pg de
proteinas para la electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de
sodio al 12% (120 V, 90 min). Después de la transferencia de proteinas
electroforéticas a la membrana de nitrocelulosa (400 mA, 90 min), las muestras
se bloquearon durante la noche a 4 ° C en PBS que contenia leche en polvo al 5%
p/v y se sondaron con anticuerpos primarios (diluidos en PBS que contenia 3%
p/v leche a una concentracion final de 1/500 sinaptofisina, 1/500 sinaptobrevina 'y
1/1000 SNAP25) durante 4 h. Las transferencias se lavaron en PBS y se incubaron
con el correspondiente anticuerpo secundario conjugado con HRP diluido en PBS
gue contenia leche en polvo al 1% p/v hasta una concentracion final de 1/1000 de
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cabra anti-conejo, 1: 5000 de conejo anti-raton y 1: 3000 conejo anti-cabra,
respectivamente.

Las transferencias se escanearon, se almacenaron como archivos TIF y se
cuantificaron utilizando el software Image J 1.45s (Wayne Rasband, NIH,
Bethesda, MD, EE. UU.). Los datos densitométricos del control enddgeno se
generaron incubando transferencias con GAPDH (1/1000, seguido de anti-conejo
conjugado con HRP de cabra 1/1000). Después de enjuagar en PBS, las bandas
inmunorreactivas se detectaron por quimioluminiscencia (Super Signal, sustrato
quimioluminiscente Pierce West Pico, EE. UU.) Utilizando pelicula de rayos X
(BioMax XAR Film Kodak, EE. UU.). Los datos experimentales se expresaron en

términos de densidad Optica relativa (41,44).

2.8.- ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados seran representados por la media de experimentos error padron. La

significancia es obtenida a través del test no-pareado t-Student y considerado

como p<0,05.
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CAPITULO 111

3.- RESULTADOS
3.1.- PURIFICACION DE LA FRACCION DEL VENENO DE BOTHROPS

ANDIANUS Y  CROTALUS  SCUTULATUS  SCUTULATUS EN
CROMATOGRAFIA DE INTERACCION HIDROFOBICA

El perfil cromatografico de los venenos totales de Bothrops andianus y Crotalus

scutulatus scutulatus en columna HiTrap HIC, se muestra a continuacion. La
presencia de cinco (5) picos principales, denominados 1 al 5 respectivamente
(Fig.1). Las fracciones de los picos fueron sometidas a ensayos de actividad
fosfolipasica A2, dando positivo el pico 3. El pico 4 no mostré actividad
fosfolipasica A2 sin embargo evidencié una masa aproximada de 14 kDa,
sugiriendo que posiblemente se trate de una PLA2 homoéloga K49, el cual seria
caracterizado después via MS/MS. El pico 3 fue denominado como PLA2 y el 4
como PLA; K49.
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Figura 1
Cromatograma de PLA: del veneno total de B. andianus y C. scutulatus.
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3.2 ELECTROFORESIS EN SDS-PAGE DE LAS FRACCIONES AISLADAS DEL
VENENO DE BOTHROPS ANDIANUS Y CROTALUS SCUTULATUS
SCUTULATUS
La electroforesis SDS-PAGE muestra que las fracciones PLA2 B.A. (Figura 2,

carril 2) y PLA: C.s.s (Figura 2, carril 3) muestran la presencia de una banda de
proteina con Mr alrededor de 14 kDa.

Kda MM PLA2(Ba) PLA2(Css)

96
67
a5
30
20

e

Figura 2
Electroforesis en gel SDS PAGE, 1) marcadores moleculares, 2) PLA2(Ba), 3)
PLA2(Css).

3.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PLA2 DEL VENENO TOTAL, Y
LAS FRACCIONES DEL VENENO DE Bothrops andianus y Crotalus

scutulatus scutulatus

La medicion de la actividad PLA: se realiz6 de acuerdo con Cho y Kézdy (1991)
(100), Holzer y Mackessey (1996) (95) y se adapt6 a la microplaca por Ponce-
Soto et al (2006) (35-40) utilizando el NOAB [4-nitro-3- (octanoiloxi) acido
benzoico] como sustrato cromogénico.

La actividad de PLA; se expresa como velocidad de reaccion inicial (Vo). El valor
de actividad del veneno total de B. andianus es 4.59 + 1,15 nmol / min (Figura 3).
La actividad de PLA> se expresa como velocidad de reaccion inicial (Vo). El valor
de actividad del veneno total de C. scutulatus scutulatus es 4.31 + 1,15 nmol / min
(Figura). Las fracciones PLA> de B. Andianus y PLA: de C. Scutulatus Scutulatus
con actividades de 7,92 £ 0,77 y 8,85 £ 1,38 nmoles / min, respectivamente,
muestran una mayor actividad enzimatica en comparacién con la actividad del
veneno total.

Estas dos fracciones: PLA; B. andianus y PLA, C. scutulatus scutulatus se
confirma su actividad porque presentan alta actividad catalitica sobre el sustrato

NOAB.
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Figura 3
Actividad PLA: del veneno total de B. andianus (VT) y C. scutulatus (VT), y las

fracciones PLA; Bay PLA> Css, utilizando el sustrato cromogénico NOAB

3.4-. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD NEUROTOXICA “IN VITRO”
DE PLA2 A PARTIR DEL VENENO DE B. andianus Y PLA> C. scutulatus

scutulatus.

En este experimento se probo la concentracion estandar de PLA: purificada a
partir del veneno de B. andianus y C. Scutulatus Scutulatus. La Figura 4 representa
el experimento realizado con preparaciones de biventer cervicis de pollo,
mostrando un ligero efecto miotdxico a diferentes concentraciones.

El tiempo para lograr un bloqueo del 50% de la respuesta contractil es de 30 + 0,1

minutos para B. Andianus, para C. Scutulatus Scutulatus 30 + 0,1 minutos.
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Figura 4. Curvas de respuesta contractil en reparacion de cuello uterino biventer
de pollo incubado con PLA> BA y PLA> CSS (estimulo eléctrico indirecto),
*p<0,05, en comparacion con el control de Krebs. Los puntos representan la media
* error estandar de la media de los experimentos.

Tras la adicion de una dosis (50 ug/ml) del veneno total de Bothrops Andianus,
hubo una disminucion de la respuesta por el efecto neurotoxico del propio hasta

llegar a no producir una respuesta del musculo por el bloqueo colinérgico

producido.
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Figura 5. Porcentaje de bloqueo de la respuesta de contraccién a la acetilcolina
(ACh), obtenido después de 120 minutos de incubacion con el veneno total de
Bothrops andianus, en musculo biventer cervicis de pollo. Nivel de significancia

de las muestras en relacién al control (P<0.05).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v==2 . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

Este resultado muestra que las respuestas de contraccion a la acetilcolina y KCI
13,4 mM no fueron significativamente diferentes entre el veneno, no se evidencio

un ligero cambio en las curvas de KCI (Figura 6).
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Figura 6. Porcentaje de blogueo de la respuesta de contraccion al potasio, en
forma de KCI, obtenido después de 120 minutos de incubacion con veneno total
de Bothrops Andianus, en masculo biventer cervicis de pollo. Nivel de
significancia de (P<0.05).

Este resultado muestra que las respuestas de contraccion a la acetilcolina y KCI
13,4 mM no fueron significativamente diferentes entre el veneno total.

3.5.-. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD NEUROTOXICA IN VITRO DE
PLA B. andianus Y PLA, C. scutulatus scutulatus.

En este experimento, se probod una concentracion de 20 pg / ml de PLA: B.
Andianus 'y PLA> C. Scutulatus Scutulatus aislado de veneno
correspondientemente en preparacion del Diafragma de Raton. Para PLA: B.
Andianus, el tiempo necesario para obtener un blogueo del 50% de la respuesta
contractil fue: 75 + 5,72 min para 20 pg / ml. PLA, C. Scutulatus Scutulatus, el
tiempo necesario para obtener un bloqueo del 50% de la respuesta contractil fue:
48 + 3,20 minutos para 20 pg / ml.

La Figura 7 muestra la representacion grafica del bloqueo de la respuesta

contrctil en la transmision neuromuscular en la preparacién de biventer cervicis
43

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~ve== . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

de pollo de PLA2 B. andianus y PLA2 C. scutulatus scutulatus. En la dosis de
toxinas utilizada, hay un bloqueo irreversible después del lavado con solucién de
Krebs.
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Figura 7. Representacién gréfica del bloqueo de la respuesta contractil en la
transmisién neuromuscular en la preparacion de Diafragma de Ratdn (estimulo
indirecto) por la accion de miotoxinas PLA2 B. andianus y PLA2 C. scutulatus
scutulatus aisladas del veneno a una dosis de 20 pg / ml . Cada punto corresponde
a la media + error estandar. Representacion grafica del 50% del bloqueo de la

transmisién neuromuscular.

3.6.-. DETERMINACION DEL EFECTO CITOTOXICO EN CULTIVO CELULAR
DE MIOBLASTOS Y MIOTUBOS (C2Ci2) DE PLA2 PURIFICADAS A
PARTIR DE LOS VENENOS DE Bothrops andianus y Crotalus scutulatus

scutulatus

El efecto citotoxico ensayado en cultivo celular de mioblastos y miotubos
(C2C12) de las fosfolipasas A2 procedentes de los venenos de Bothrops andianus
y Crotalus scutulatus scutulatus, muestran un comportamiento citotoxico, ya que
a medida que se van incrementando las dosis de las fracciones, los niveles de LDH
también aumentan significativamente tras la adicion de la PLA2 Ba y Css, a una
dosis de 20 pg de toxina (BtTX-I1) que reveld efecto citotoxico de 65,15 + 3,53%

y de 71,62 + 4,56% para los mioblastos tratados con PLA, Bay Css 'y 95.37 £
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4,85% vy de 97,95 + 3,95% respectivamente en cultivo celular de miotubos de la
linea C2C12. (Figura8y 9).

LDH (%)

T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45

PLA2 (ng/pozo)

Figura 8. Actividad citotdxica de la toxina PLA> Bay PLA> Css sobre mioblastos
C2C12, con una dosis de 20 pg diluida en medio de ensayo y luego afiadida a las

células en crecimiento e incubadas durante 3 horas.
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Figura 9. Actividad citotdéxica de la toxina PLA. B. andianus y PLA; C.
scutulatus scutulatus sobre miotubos C2C12, con una dosis de 20 pg diluida en
medio de ensayo y luego afiadida a las células en crecimiento e incubadas durante
3h
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WESTERN BLOTTING DE PROTEINAS PRESINAPTICAS

El homogeneizado de la preparacion de biventer cervicis de ave control, mostro
una proporcion diferencial entre las tres proteinas presinapticas examinadas. Se
muestra un nivel de expresion acentuada y diferenciada entre sinaptofisina,
SNAP25 y sinaptobrevina (Figura 10). Por otro lado, no se evidencio la expresion
de sinaptofisina, sinaptobrevina o proteina SNAP25 en el homogeneizado de
biventer cervicis de ave incubado con las PLA2, Ba y Css observandose de esta
manera, claras y evidentes diferencias significativas entre el control y las

preparaciones incubadas con la PLA2 Ba y Css. (Figura 10).

A { B I c
a) [ . !
Dnntrnl.
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A } B { c
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PLAS Css

Figura 10. Andlisis de transferencia Western para la expresion de proteinas de
sinaptofisina ((a), A), sinaptobrevina ((a), B) y SNAP25 ((a), C) en preparaciones
de de biventer cervicis de ave control. En b) y c¢) Ausencia de expresion de
proteinas de sinaptofisina (A), sinaptobrevina (B) y SNAP25 (C) en preparaciones
de de biventer cervicis de ave, en presencia de las PLA2 aisladas a partir del

veneno total de Bothrops andianus y Crotalus scutulatus scutulatus.

3.7.- DISCUSION
En la Amazonia peruana, los envenenamientos por mordedura de serpiente
ocurren por al menos siete serpientes de la familia Viperidae: Bothriopsis
bilineata, Bothriopsis taeniata, Bothrops atrox, Bothrops brazili, Crotalus
durissus, Lachesis muta muta y Porthidium hyoprora (83). Sin embargo, se han
identificado y caracterizado numerosas PLA; a partir de estos venenos (101; 102;
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103; 104), la informacion sobre las actividades toxicas de las PLA(s) del veneno
de Bothrops andianus y Crotalus scutulatus scutulatus, es aun escasa.

Segun Angulo y Lomonte (2009) (8), el aislamiento y caracterizacion de los
componentes individuales del veneno constituye el sustento de la Toxinologia,
como estrategia fundamental para analizar y comprender la compleja serie de
eventos involucrados en el envenenamiento.

En el presente trabajo se describe la purificacion, caracterizacion
bioguimica/farmacoldgica de dos PLA> denominadas, aisladas de los venenos de
Bothrops andianus y Crotalus scutulatus scutulatus, con el fin de comprender su
participacion en los eventos fisiopatoldgicos provocados por la mordedura de
estas serpientes.

El método de purificacion propuesto es adecuado para la purificacién de ambas
PLA> a partir de los venenos de Bothrops andianus y Crotalus scutulatus
scutulatus, ya que fue posible aislar las proteinas en un tnico paso cromatografico
(Cromatografia de Interaccion hidrofobica) (37-41). Se pudo haber aplicado
Cromatografia de intercambio I6nico o HPLC en fase Reversa como métodos de
purificacién, pero dado que no se tienen esos equipos ni lo reactivos a usar, por
ello se opto por el método aplicado dando buenos resultados.

Para el caso del veneno total de Bothrops andianus, los picos 2 y 3 evidenciaron
ser PLA2 y PLA2 homdloga y fueron denominados como PLA; Ba y PLA:
homologo, respectivamente; mostraron actividad paralizante neuromuscular,
miotoxica y PLA: alta, y fueron seleccionados para su caracterizacion bioquimica
y farmacologica.

Para el caso del cromatograma del veneno de Crotalus scutulatus scutulatus, se
identificaron los picos 2 y 3 y también evidenciaron ser PLA, y PLA2 homdloga
y fueron denominados como PLA: Css y PLA> homdlogo, respectivamente,
mostraron actividad paralizante neuromuscular, miotdxica y PLA; alta, y fueron
seleccionados para su caracterizacion bioquimica y farmacoldgica al igual que la
PLA:; de Bothrops andianus.

Para el presente trabajo s6lo fueron caracterizadas las PLA: de Bothrops andianus
y Crotalus scutulatus scutulatus, y no las PLA2 homologas de ambos venenos.

El perfil electroforético en SDS-PAGE (Fig. 2) revela que tanto la PLA, (Ba)
como la PLA: (Css) en condiciones no reducidas presentan una unica banda

electroforética con una masa molecular relativa en torno a 14 kDa, estando por
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tanto constituidas por una Unica cadena polipeptidica. Brasilitoxina Il de B.
brazili (105), bID-PLA2 de B. leucurus y LmTX-I de L. muta muta (102) son
algunos ejemplos de los venenos de serpiente con la presencia de PLA> de la
familia Viperidae, que también tienen una estructura monomerica.

El envenenamiento por mordedura de serpiente es un problema de salud publica a
nivel mundial, particularmente en paises tropicales y subtropicales. Para entender
como el veneno ejerce su toxicidad, se requieren datos cuantitativos sobre la
presencia de toxinas individuales y sus actividades en ciertos venenos (106).
Para ello, se investigd un perfil de actividades tdxicas inducidas por las PLA2
purificadas a partir de los venenos de Bothrops andianus y Crotalus scutulatus
scutulatus, incluyendo actividad paralizante neuromuscular, miotoxicidad,
actividad edematogena y citotoxicidad.

Algunas PLA2 actian especificamente sobre el sistema nervioso periférico,
paralizando a la victima, como las neurotoxinas producidas por las serpientes
Bungarus multicinctus (B-bungarotoxina), Oxyuranus scutellatus scutellatus
(taipoxina) y Pseudonaja textilis (textilotoxina) (107). Otras PLA; afectan tanto
al sistema nervioso periférico como al musculo esquelético, como Crotalus
durissus terrificus que, ademas del blogqueo neuromuscular, inducen miotoxicidad
sistémica, asociada a incrementos en la actividad plasmatica de enzimas derivadas
del musculo como la creatina quinasa (CK) (108).

Las PLA2 de serpientes de la familia Viperidae (géneros Bothrops, Porthidium,
Bothriopsis) actdan principalmente sobre el musculo produciendo mionecrosis
local pronunciada (109). Aunque la actividad miotéxica de estas PLA2 se
acomparia de otros efectos toxicos como edema, hiperalgesia y liberacion de
citoquinas proinflamatorias (109), no hay evidencia clinica reportada de
neurotoxicidad. Es por ello que han sido clasificadas como miotoxinas no
neurotoxicas (109).

Sin embargo, una serie de estudios utilizando preparaciones neuromusculares ex
vivo aisladas de aves y mamiferos han demostrado que las PLA2s de especies de
la familia Viperidae induce bloqueo neuromuscular (110; 111; 112; 104; 113).
En el presente trabajo se evalu6 la actividad paralizante neuromuscular ex vivo de
las PLA: procedentes de los venenos de Bothrops andianus y Crotalus scutulatus
scutulatus, utilizando la preparacion biventer cervicis aislada de ave. Ambas PLA?
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indujeron un bloqueo neuromuscular irreversible, disminuyendo la respuesta
contractil tras la aplicacion de las toxinas en la concentracion de 10 ug (Fig. 4).
Se observaron que las preparaciones neuromusculares de aves son mas sensibles
a los venenos botropicos que las preparaciones de mamiferos, de acuerdo con esta
afirmacion, ambas PLA>, bloquearon el 50% de la respuesta neuromuscular
alrededor de 15 minutos (Fig. 5). Se observo una eficacia similar para LmTX-I,
un PLA2 D49 con actividad paralizante de la transmision neuromuscular aislado
del veneno de Laquesis muta muta (114).

La preparacion neuromuscular biventer cervicis tiene fibras musculares con
inervacion multifocal. Esta preparacion puede estimularse indirectamente a través
de breves pulsos sobre el nervio motor, o directamente sobre el musculo. Esto
hace posible discriminar entre los efectos neurotdxicos y miotéxicos de un veneno
0 toxina. Mientras que la neurotoxicidad solo provoca la inhibicion de los
estimulos indirectos, la miotoxicidad induce la inhibicion de los estimulos directos
e indirectos (115).

Una ventaja adicional de la preparacion biventer cervicis de ave, es que puede
responder a la estimulacion eléctrica y agonistas nicotinicos exdgenos. Esto
permite diferenciar entre venenos o toxinas con efectos presindpticos o
postsinapticos. Una neurotoxina presinaptica inhibe los estimulos indirectos sin
afectar la respuesta a los agonistas colinérgicos o la respuesta a la estimulacion
directa en el masculo por estimulacion inducida por KCI.

Las neurotoxinas postsinapticas inhiben la respuesta a los agonistas colinérgicos
asi como a la estimulacién indirecta, pero no afectarian las concentraciones altas
de K* ni la estimulacion muscular directa. La presencia de componentes
miotdxicos en el veneno se evidencia al reducir la respuesta de un musculo
esquelético a estimulos eléctricos directos o exposicion a altas concentraciones de
K™ y/o al iniciar la contractura muscular (115).

Ambas PLA; procedentes de los venenos de Bothrops andianus y Crotalus
scutulatus scutulatus, producen contractura y reduce la respuesta a KCl y ACh
después de la incubacion (Fig. 6). Tal inhibicion podria implicar dafios a los
receptores nicotinicos causados por las fracciones, ain no descrito en la literatura,
asi como dafios a las fibras musculares (116) como ocurre con el veneno de

Bothrops neuwiedi pauloensis (117).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

Por otro lado, el blogqueo neuromuscular producido por las PLA2 procedentes de
los venenos de Bothrops andianus y Crotalus scutulatus scutulatus a bajas
concentraciones de 0.35 UM (datos no mostrados) y 0.7 uM no afecto la respuesta
a potasio (KCI) y acetilcolina (ACh) (Fig. 7), lo que indica que la toxina a bajas
concentraciones no tiene accion sobre los receptores postsinapticos.

La actividad citolitica parece ser una caracteristica comun de PLA: del grupo II.
Asi, las PLA> de Bothrops andianus y Crotalus scutulatus scutulatus, se
estudiaron en dos modelos diferentes, en cultivo de mioblastos/miotubos (linaje
C2C12) (Fig. 8). El uso de dos modelos nos permite inferir acerca de las
diferencias de sensibilidad en los modelos en estudio, por ejemplo, la cepa C2C12
es un blanco altamente susceptible a la actividad citolitica de las miotoxinas del
grupo Il (118).

La lisis de la membrana celular inducida por las PLA> D49 aqui estudiada se
evalué mediante la liberacion de LDH, alteraciones similares se han observado
con el veneno de Agkistrodon, Trimeresurus, Crotalus (Viperidae) y Notechis
(Elapidae).

El PLA> D49 estudiado aqui indujo citotoxicidad en mioblastos, siendo menos
expresivo en miotubos (Figura 7). Esta actividad ha sido previamente descrita para
otras PLA2 D49 de Bothrops jararacussu (44).

Estos resultados indican que las caracteristicas bioguimicas y morfoldgicas del
linaje C2C12 hicieron que estas células fueran mas susceptibles al mecanismo
toxico de PLA> de Bothrops andianus y Crotalus scutulatus scutulatus y esta
diferencia en la susceptibilidad puede estar relacionada con la existencia de sitios
altamente especificos (diana), en la membrana plasmatica similares a los que se
encuentran en el musculo esquelético de las células.

La expresion de sinaptofisina esta relacionada con la integridad de las vesiculas
sinapticas y su ausencia en preparados incubados con ambas toxinas estd en
consonancia con la reduccion de vesiculas en las terminaciones terminales y el
blogueo de la tension twitch en preparados tratados con las toxinas. Por otro lado,
se podria asumir la reduccién del area de la terminal nerviosa, lo que podria indicar
que la accidn presinaptica de las dos toxinas esta mas alla del efecto sobre la
expresion de las proteinas presinapticas, cuya naturaleza exacta es oscura.

La ausencia de proteinas involucradas en la integridad de las vesiculas sindpticas

(sinaptofisina), el acoplamiento de vesiculas y la exocitosis del transmisor
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(sinaptofisina, sinaptobrevina y SNAP25), en preparaciones incubadas con las
PLA: de Bothrops andianus y Crotalus scutulatus scutulatus, es evidencia directa
y solida que respalda nuestra hipotesis de que ambas toxinas afectan la maquinaria
de liberacién de neurotransmisores al impedir el acoplamiento de vesiculas
sinapticas al axolema de la terminal nerviosa.

El estudio refuerza la hipotesis de que la falta de estas proteinas son las
responsables de la neurotoxicidad provocada por ambas toxinas de los venenos de

Bothrops andianus y Crotalus scutulatus scutulatus.

4. CONCLUSIONES

1.  Utilizando metodologias de purificacion cromatografia de Interaccion Hidrofdbica,
se purificaron toxinas del veneno completo de B. Andianus y C. Scutulatus
Scutulatus. con un alto grado de pureza y homogeneidad molecular y sin pérdida
de actividad bioldgica.

2. La neurotoxina se determino en el proceso experimental de Electroforesis donde
muestran que se trata de una PLA: inespecifica y sus efectos farmacoldgicos son
mecanismos de actividad catalitica completamente independientes.

3. Las miotoxinas PLA> son capaces de inducir un blogueo irreversible de la respuesta

contractil en la unién neuromuscular en la preparacion biventer cervicis de pollo.
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