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RESUMEN
La serpiente Bothrops atrox, la mayor responsable de los accidentes ofidicos en el
Perd, desencadena una fisiopatologia por envenenamiento que se ve caracterizada en
gran parte por la miotoxicidad. Por ello, en la presente tesis se ha aislado al
componente responsable de la miotoxicidad del veneno de B. atrox para estudiar sus
principales caracteristicas bioldgicas e inmunoldgicas. La proteina fue purificada en un
paso cromatografico, empleando una resina CM-Sephadex C-25, mediante una
gradiente de NaCl 0.6 M. El analisis por SDS-PAGE, mostr6 una sola banda de
aproximadamente 13 kDa bajo condiciones reductoras, mientras que una banda ancha
de 24 kDa fue observada bajo condiciones no reductoras. La proteina aislada mostr6
actividad enzimatica de fosfolipasa A, tanto para retardo de coagulacién de yema de
huevo como para el ensayo espectrofotométrico de fosfatidilcolina. En cuanto a su
dosis miotéxica minima, esta fue 12.30+0.95 pg, mientras que para el veneno total, el
valor fue 23.50+1.09 pg. La dosis edematica minima fue de 26.00+1.15 pg. Ademas, la
enzima presento actividad anticoagulante. Por otro lado, se logré obtener un suero
anti-miotoxina de B. atrox, producido en conejos, con un titulo de 16 000. Al realizar
los ensayos de neutralizacion del suero anti-miotoxina, un suero anti-B.atrox y el suero
antibotrépico del INS, se obtuvieron como dosis efectiva media 0.34 mL de suero/mg
de miotoxina, 0.93 mL de suero/mg de miotoxina y 0.1 mL de suero/mg de miotoxina,
respectivamente . Finalmente, los anticuerpos anti-miotoxina reaccionaron de forma
cruzada con los venenos de B. atrox (1:8000), Bothrops brazili (1:10 000), Bothrops
pictus (1:4000) Lachesis muta (1:2000) y Crotalus durissus (1:1000). De esta forma, se
logré purificar y caracterizar funcionalmente una fosfolipasa miotéxica del veneno de
B. atrox, asi como obtener anticuerpos a partir de esta para obtener mas informacion

acerca de su inmunogenicidad.

Palabras claves: Bothrops atrox, fosfolipasa A2, miotoxina, veneno, anticuerpos.
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ABSTRACT
The snake Bothrops atrox, the responsible of most of the ophidic accidents in Peru,
triggers a pathophysiology by envenoming that is characterized in great measure due
to myotoxicity. Thus, in the present thesis was isolated a responsible component of the
myotoxicity by B. atrox snakebite envenoming, in order to study its main biological and
immunological characteristics. The protein was purified in a chromatographic step,
using a resin CM-Sephadex C-25, through a gradient of NaCl at 0.6 M. The SDS-
PAGE analysis showed a single band of approximately 13 kDa under reducing
conditions, whereas a broad band at 24 kDa was observed under non-reducing
conditions. The isolated protein had enzymatic activity of phospholipase A, both for
egg yolk coagulation delay and for the phosphatidylcholine spectrophotometric assay.
Regarding its minimum myotoxic dose, this was 12.30+0.95 ug, while for crude venom,
the value was 23.50+1.09 pug. The minimum edema dose was 26.00+1.15 pg. Further,
the myotoxin had anticoagulant activity. On the other hand, was obtained a serum anti-
myotoxin of B. atrox, produced in rabbits, with a title of 16000. In the neutralization
tests of the anti-myotoxin serum, an anti-B.atrox serum and the INS antibotropic serum,
the mean effective doses were 0.34 mL of serum/mg of myotoxin, 0.93 mL of
serum/mg of myotoxin and 0.1 mL serum/mg of myotoxin, respectively. Finally, the
anti-myotoxin antibodies cross reacted with the venoms of B. atrox (1:8000), Bothrops
brazili (1:10 000), Bothrops pictus (1:4000), Lachesis muta (1:2000) y Crotalus
durissus (1:1000). Thus, it was achieved to purify and characterize functionally a
myotoxic phospholipase of B. atrox venom, as well as get antibodies from this to obtain

more information about of its immunogenicity.

Keywords: Bothrops atrox, phospholipase A2, myotoxin, venom, antibodies.



INTRODUCCION
Los envenenamientos por mordeduras de serpiente (ofidismo) son un problema de
salud publica de gran complejidad que afecta a las comunidades rurales de paises
tropicales en Asia, Africa y América Latina (Gutiérrez et al., 2010). Al igual que el
dengue y la enfermedad de Chagas, el ofidismo es considerado por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) como una enfermedad tropical desatendida, debido a que
su riesgo estd siempre presente en zonas rurales de recursos médicos escasos
(Chippaux, 2017). A nivel mundial, cada afo se reportan entre 1.8 a 2.7 millones de
casos de ofidismo, los cuales causan entre 81000 a 138000 muertes, y
aproximadamente, el triple de amputaciones y otras discapacidades permanentes.
Entre los efectos del ofidismo se pueden encontrar la paralisis grave de los musculos
respiratorios, trastornos hemorragicos, insuficiencia renal irreversible o una grave
destruccién local de tejidos que puede ocasionar discapacidades permanentes y, en
algunos casos, la amputacién de un miembro e incluso la muerte del paciente

(Gutierrez et al., 2017).

El Perd es un pais con una gran variedad de serpientes venenosas (33 especies
formalmente reportadas) (MINSA - Centro Nacional de Epidemiologia y Control de
Enfermedades, 2017), siendo a su vez uno de los paises donde el ofidismo representa
un problema relevante de salud publica (Zavaleta, 2004). La serpiente Bothrops atrox,
conocida como “Jergdn”, es la principal especie causante de la mayoria de
envenenamientos ofidicos reportados (87.6 %), principalmente en las zonas bajas al
este de los Andes y en las selvas tropicales del pais (Zavaleta, 2004). Como la
mayoria de las serpientes pertenecientes a la familia Viperidae, el envenenamiento por
mordedura de B. atrox (Bothropismo) esta caracterizado por generar un cuadro clinico
complejo que incluye dafios de caracter local (hemorragia, edema, inflamacién,
necrosis y degradacion de la matriz extracelular) asi como alteraciones de carécter
sistémico (Warrell, 2010). Basado en las propiedades biologicas del veneno de las
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especies de serpientes del género Bothrops, incluyendo B. atrox, y estudios de
caracter protedmico de estos mismos (Kohlhoff et al., 2012), se ha podido develar el
numero de familias de toxinas que los componen. Entre las principales se encuentran
las metaloproteasas del tipo I, Il y Ill (SVMPs: Snake venom metalloproteinases),
serinoproteasas (SVSPs: Snake venom serinoproteinases), L-aminoacido oxidasas (L-
AAOQOs) y fosfolipasas tipo 2 (PLAzs), perteneciendo todas ellas a los grupos de
proteinas mas abundantes y toxicas que estan correlacionadas con las caracteristicas

clinicas desencadenada por los envenenamientos (Sousa et al., 2013).

Entre las caracteristicas clinicas que surgen como consecuencia del bothropismo, esta
la necrosis muscular o mionecrosis, la cual es capaz de causar una permanente
perdida de tejido y una posible amputacién del miembro afectado (Nishioka y Silveira,
1992). La mionecrosis puede llegar a ser de manera indirecta por la isquemia y
degeneracién de vasos sanguineos desencadenada por las metaloproteasas
hemorréagicas o por el efecto directo de PLA2s miotoxicas, las cuales tienen como
punto de accién a las membranas plasmaticas de las células musculares (Rosenfeld,
1971). Dado su rol directo en la miotoxicidad, las PLA2s han sido tomadas en cuenta

en multiples estudios de caracterizacién en los ultimos afos.

Las PLA2s (EC 3.1.1.4) son enzimas que hidrolizan fosfoglicéridos en el enlace acil-
éster en la posicién sn-2, liberando lisofosfolipidos y acidos grasos. Estas enzimas
constituyen una gran superfamilia de proteinas que estdn ampliamente distribuida en
los seres vivos. Las PLAzs encontradas en los venenos de serpiente corresponden al
tipo de PLAzs secretadas (sPLA2s) (Dennis et al., 2011). Las sPLAzs, en base a sus
propiedades estructurales y bioquimicas, han sido clasificadas en 15 grupos (I-XV)
(Schaloske y Dennis, 2006). Las PLA2s presentes en los venenos de Elapidos
pertenecen al grupo |, mientras las encontradas en venenos de Vipéridos pertenecen
al grupo Il. Estos grupos principalmente se diferencian por la posiciéon de uno de sus
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siete puentes disulfuro y por la presencia de una corta extension de la regién C-

terminal en este Ultimo (Arni y Ward, 1996).

Virtualmente, todos los venenos de viperidos estudiados cuentan con PLAzs, cuya
proporcién puede llegar a alcanzar el 60% del total de proteinas en algunas especies
(Calvete et al., 2007). Este grupo de PLAss cuenta con una remarcable subdivision,
basada en cambios puntuales en la secuencia de aminodcidos y su capacidad de
hidrolizar fosfolipidos. El aminoacido aspartato de posicién 49, conservado en las
PLA2s ancestrales por ser parte fundamental del centro catalitico, fue reemplazado en
algunas enzimas por el aminoacido lisina (o en menor medida, por serina, arginina,
glicina o asparagina) (Lomonte y Gutiérrez, 2011). Esto, junto a otras sustituciones
aminoacidicas importantes, anula el mecanismo catalitico dependiente de calcio,
dando lugar a un nuevo subgrupo denominado Lys49-PLAzs, también conocidas como

”

“proteinas tipo PLAZ”, “PLA2s homodlogas” o “miotoxinas Lys49” (Lomonte et al., 2009).
Todas las Lys49-PLAss estudiadas comparten la habilidad de inducir mionecrosis en
los ensayos con roedores. En adicién a la miotoxicidad, este grupo de proteinas
cuenta con efectos relacionados a la desestabilizacion de la membrana (citotoxicidad)
y efectos relacionados a respuestas inflamatorias (actividad edemética y liberacidén de
citoquinas), lo cual resalta que la perdida de la actividad enzimatica no disminuye la
toxicidad de estas PLA2s (Lomonte y Rangel, 2012). Las Lys49-PLA>s son proteinas
de naturaleza basica (pl 8 a 10). Su estructura primaria consiste de 120 a 122
aminoacidos, estabilizados por siete puentes disulfuro intracatenarios, provocando
estabilidad en un amplio rango de pH y temperatura. En cuanto a su estructura
cuaternaria, muchas de estas proteinas han sido halladas como homodimeros v,
también, como mondmeros en estructuras cristalizadas resueltas; sin embargo, las
condiciones acidicas durante los procesos de cristalizacién y purificacion pudieron
haber causado la disociacion de la proteina en monémeros (De Oliveira et al., 2009).
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La actividad miotdxica de las Lys49-PLAzs ha sido propuesta como resultado de la
desestabilizacién del sarcolema (Gallacci y Calvacante, 2010). Inicialmente, esta
desestabilizacién resulta en la pérdida del control de la permeabilidad de iones (Na*,
K+, CI? y Ca*?). Especificamente, el incremento de la concentracion de Ca*? en el
sarcolema promueve efectos perjudiciales como hipercontraccién de filamentos, dafo
mitocondrial y la activacion de proteasas y PLAzs dependientes de calcio, que
amplifican el dafio muscular (Montecucco et al., 2008). Finalmente, el ATP liberado por
el sarcolema danado entra en las fibras musculares cercanas no afectadas por la
toxina, activando receptores purinérgicos que resulta en una nueva despolarizacion
celular que desencadena los efectos anteriormente mencionados generando nuevas
regiones afectadas (Cintra-Franchischinelli et al., 2010). La desestabilizacién de
membrana inicial esta asociada con los residuos de la region C-terminal y es
potenciada por el ensamblaje homodimérico de la proteina. Esto ultimo es importante,
porque la entrada de moléculas hidrofébicas (acidos grasos) en la proteina lleva al
reordenamiento de los mondémeros para formar una estructura que desestabiliza la

membrana (Fernandes et al., 2013).

En cuanto al efecto patoldégico de las PLAzs miotoxicas, esto representa una dificil
tarea médica debido a la extrema rapidez de su desarrollo. Los antivenenos,
tradicionalmente tienen la capacidad de neutralizar los efectos letales de los venenos;
sin embargo, la neutralizacién de la letalidad no necesariamente esta correlacionada
con la neutralizacién de todas las actividades farmacolégicas (WHO, 1981). No
obstante, los antivenenos convencionales si cuentan con anticuerpos que son capaces
de neutralizar la accion miotéxica, pero, estos anticuerpos solo reducen parcialmente
el dano que sufre el tejido debido a los efectos perjudiciales que generan las
miotoxinas antes de ser neutralizadas (Lomonte et al., 2009a). Ademas, los actuales
protocolos de inmunizacion para elaborar antivenenos hacen que la respuesta inmune
se genere frente a todas las proteinas del veneno (hiperinmunizacién), sin tomar en
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cuenta si son toxinas relevantes o no (Howes et al., 2005), lo cual puede causar que el
antiveneno disminuya en eficacia frente a las toxinas principales (PLAzs, SVMPs,
SVSPs) debido a que cuenta con anticuerpos para componentes no téxicos del

veneno que no son muy relevantes (Harrison, 2004).

Por otro lado, un punto a tomar en cuenta es la similitud antigénica de las PLA2
miotdxicas en especies del mismo género, especificamente Bothrops. En general, las
proteinas de los venenos de las serpientes del género Bothrops comparten muchos
antigenos, por lo que un antiveneno producido a partir de una especie en particular
puede neutralizar los efectos letales de los venenos de una especie distinta del mismo
género, propiedad denominada reactividad cruzada (Silva et al., 1989). De manera
especifica, las PLA2s miotoxicas parecen tener similitud antigénica, debido a que la
accion miotdéxica de una especie de serpiente del género Bothrops puede ser
neutralizada parcialmente por un suero producido a partir del veneno de una especie
distinta del mismo género (Ferreira et al., 1992). Esto lleva a que se busque aislar la
toxina para estudiarla de manera individual, ya que caracteristicas como su
inmunogenicidad, reactividad cruzada y neutralizacion por anticuerpos podrian ser
evaluadas, ayudando a dilucidar las propiedades inmunol6égicas de las toxinas.
Adicionalmente, este tipo de propiedades pueden ser analizadas a un nivel molecular,
estudiando detalladamente la estructura antigénica de la toxina (Menez, 1985), lo cual
conllevaria a obtener informacién util para el mejoramiento de la produccion racional y

uso clinico de los antivenenos.

Por este motivo, el presente trabajo estuvo enfocado en caracterizar a nivel funcional e
inmunoldgico una miotoxina aislada del veneno de la serpiente Bothrops atrox,
estableciendo ademas la similitud que existe a nivel antigénico con las isoformas de

esta toxina encontradas en los venenos de otras serpientes peruanas.



ANTECEDENTES
En 1969 iniciaron los estudios sobre consecuencias del envenenamiento por
mordedura de la serpiente Crotalus durissus en roedores, apreciandose la paralisis del
sistema locomotor de la presa, mucho antes que el veneno provoque la muerte
(Minton, 1969). Afos mas tarde, la causa de este efecto fue atribuida a una pequena
proteina denominada Crotamina, aislada de Crotalus durissus terrificus, y
caracterizandose como miotoxina (Cameron et al., 1978); sin embargo, este solo era
un tipo de miotoxina que se encontraba en el veneno ofidico. Otro tipo de miotoxina,
las “cardiotoxinas” fueron halladas como las responsables de la miotoxicidad
producida por el envenenamiento de algunos elapidos (Chang, 1979). Mientras que un
tercer grupo, las PLA2s miotdxicas, fueron develadas con el aislamiento de proteinas
como la Crotoxina (Hawgood, 1982). Dada su mayor complejidad y mayor toxicidad, el

interés en este ultimo tipo de miotoxinas conllevé a su estudio funcional y estructural.

Ya que la mionecrosis es una consecuencia del bothropismo, el proceso de
purificacion de fosfolipasas miotéxicas se centré en el género Bothrops. Un
componente miotdxico denominado “miotoxina |’ fue aislado del veneno de la
serpiente Bothrops asper. Esta proteina era monomérica y presentaba la actividad
enzimatica tipica de las PLA2s (Gutiérrez et al., 1984); sin embargo, anos mas tarde, el
mismo grupo de investigacion aislo, a partir del veneno de Bothrops nummifer, una
fosfolipasa miotdxica que era dimérica y carecia de actividad enzimatica (Gutiérrez et
al., 1986a). Sefialando que no necesariamente existia una relacion entre la actividad

enzimatica y la toxicidad de la proteina.

En el ambito inmunoldgico, fue necesario evaluar la capacidad de neutralizacion de la
miotoxicidad por los sueros antiofidicos producidos. A partir de la miotoxina | fueron
aislados anticuerpos especificos de un antiveneno equino por cromatografia de
afinidad (Lomonte et al., 1985), demostrando que el suero contenia anticuerpos que
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reconocen esta toxina. Ademas, se desarrolld un protocolo de inmunizaciéon en
conejos para la produccién de anticuerpos policlonales (Lomonte et al., 1987). Esto
ultimo sirvié para generar ensayos de neutralizacién que lograban entre un 70 a 80%
de reduccion de la miotoxicidad, infiriendo que esta proteina no era el Unico factor

responsable de la mionecrosis.

Los posteriores procesos de purificacion demostraron que existen diferentes isoformas
de PLA2s miotbxicas en el veneno de serpiente. Por ejemplo, del veneno de B. asper
se han logrado aislar hasta cinco isoformas de miotoxinas (Gutiérrez y Lomonte,
1995). Los ensayos de neutralizacion de anticuerpos producidos a partir de la
miotoxina | mostraron que también podian neutralizar a la miotoxina Il (isoforma
cataliticamente inactiva) del mismo veneno, infiriendo una reactividad cruzada
bastante marcada (Lomonte et al., 1990a). Ademas, los anticuerpos anti-miotixina Il,
eran capaces de neutralizar la actividad enzimatica de la miotoxina I, demostrando la

conservacion de epitopos relevantes en ambas proteinas.

La reactividad cruzada de los anticuerpos anti-miotoxina (I y Il) del veneno de B. asper,
fue aprovechada posteriormente para detectar proteinas antigénicamente relacionadas
en otros venenos de serpientes. Mediante ensayos de Western Blot, se destaco la
presencia de isoformas en los venenos de la serpiente B. atrox de Peru, Ecuador,
Colombia y Brasil, asi como en multiples venenos de serpientes del género Bothrops
(Lomonte et al., 1990c). Dada la especificidad de los anticuerpos monoclonales, se
pudo asociar ciertas isoformas a la miotoxina | del veneno de B. asper. Por ejemplo,
estos anticuerpos monoclonales mostraron reactividad frente al veneno de B. atrox de
Colombia, pero no reaccionaban frente a los venenos de B. atrox de Peru, Ecuador y
Brasil. Estos resultados fueron complementados cuando se aisl6 y caracterizé
funcionalmente a la miotoxina del veneno de B. atrox de Colombia. Esta miotoxina
resultd ser cataliticamente activa y monomérica, siendo bastante similar a su
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contraparte del veneno de B. asper (Miotoxina I) (Lomonte et al., 1990b). Por otra
parte, al aislar la miotoxina del veneno de B. atrox de Brasil (At-VI), se observo que
ésta presentaba una actividad enzimatica extremadamente baja, ademas de
demostrarse que, al igual de la miotoxina Il, era una Lys49-PLA> (Andrido-Escarso et
al., 2000). Posteriormente, del veneno de B. atrox de Brasil, se logrdé aislar dos
miotoxinas, una cataliticamente inactiva (BaPLA:l) y otra cataliticamente activa
(BaPLAlll). BaPLA:l presentd una actividad enzimdtica extremadamente baja, un pl
de 9.1 y pertenecia al grupo de Lys49-PLAss. Por el contrario, la BaPLA:lll (pl: 6.7)
tuvo una actividad enzimatica 130 veces mayor que BaPLA:l, y pertenecia al grupo de
las Asp49-PLAzs (Kanashiro et al., 2002). Asi también, fue aislada una miotoxina
dimérica del veneno de B. atrox del Peru, con pl basico y cataliticamente activa. No
obstante, no se especifica si la actividad presentada es escasa o alta. Ademas, que no
se cuenta con la secuencia de aminoacidos de dicha enzima, desconociéndose su tipo

de isoforma (Lys49-PLAz 0 Asp49- PLA;) (Huatuco et al., 2004).

Hasta el 2012, al menos 65 PLA>s miotdxicas de venenos de serpientes han sido
aisladas y caracterizadas (Lomonte y Rangel, 2012), logrando avances importantes en
su comprension; sin embargo, el continuo estudio de estas proteinas es necesario
para tener una visibn mas completa sobre su origen, evolucion y mecanismo de

accion.



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1. OBJETIVO GENERAL
-Evaluar las principales caracteristicas funcionales e inmunoldgicas de una

fosfolipasa Az basica miotdxica del veneno de la serpiente peruana Bothrops atrox.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
-Purificar una fosfolipasa miotoxica a partir del veneno de la serpiente Bothrops

atrox.

-Determinar los parametros de las principales caracteristicas funcionales de una

miotoxina.

-Caracterizar la miotoxina a nivel inmunoldgico a partir de ensayos de neutralizacion

y pruebas de reactividad cruzada.

FORMULACION DE LA HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA (Ho)
-Ho: La proteina aislada del veneno de la serpiente Bothrops atrox peruana no presenta las

caracteristicas funcionales e inmunold6gicas de una fosfolipasa A2 basica miotéxica.

HIPOTESIS ALTERNATIVA (H1)
-Hi: La proteina aislada del veneno de la serpiente Bothrops atrox peruana presenta las

caracteristicas funcionales e inmunologicas de una fosfolipasa A2 basica miotéxica.



MATERIALES Y METODOS

1.  Material biolégico

1.1. Venenos

Se utilizé un pool de veneno de especimenes adultos de Bothrops atrox procedentes
de Pucallpa (Ucayali), los cuales fueron mantenidos en cautiverio en el serpentario
“‘Oswaldo Meneses” del Museo de Historia Natural de la UNMSM. EI veneno fue
extraido por presibn manual de las glandulas venenosas, siendo luego liofilizado y

conservado a 4°C hasta su uso en las correspondientes pruebas experimentales.

Para evaluar la reactividad cruzada se emplearon venenos totales de las especies:
Bothrops brazili, Bothrops pictus, Lachesis muta'y Crotalus durissus, ejemplares que
fueron mantenidos en el mismo serpentario y cuyos venenos, fueron extraidos

mediante el mismo protocolo.

10



Figura 1. La serpiente Bothrops atrox (“jergdn”) del Peru. Fotografia tomada en
Pucallpa-Ucayali. Fuente: Serpentario “Oswaldo Meneses”. Museo de Historia Natural-

UNMSM.

1.2.  Animales de laboratorio

Para la obtencion de anticuerpos policlonales se utilizaron conejos albinos Nueva
Zelanda (2 Kg aprox.) procedentes del bioterio del Instituto Nacional de Salud (INS),
los cuales fueron mantenidos en el bioterio de la Facultad de Medicina Tropical de la

UNMSM.

Para las pruebas bioldégicas se utilizaron ratones albinos machos (cepa Balb-C
procedentes del INS) de 18 a 20 gramos de peso corporal y de 3 a 5 meses de vida.
Los animales usados en este trabajo fueron mantenidos bajo condiciones estandar (12
h de ciclo de luz y oscuridad, temperatura de 20 a 22 °C, humedad entre 60 a 70%) y
con el manejo apropiado, teniendo en cuenta las guias de cuidado de animales de

laboratorio del INS (Fuentes et al., 2010a; 2010b).
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1.3.  Antivenenos

Para las pruebas de neutralizacion fue usado el suero antibotrpico polivalente
producido por el INS. Este suero es obtenido por la inmunizacion en caballos de una
mezcla de los venenos de B. atrox, B. brazili, B. pictus, B. barnetti y B. hyoprora,
seguida por el fraccionamiento del plasma del caballo con sulfato de amonio para
purificar las IgG. Este antiveneno esta estandarizado para tener la capacidad de

neutralizar 2.5 mg de veneno de B. atrox con 1 mL.

2. Reactivos

2.1.  Sustratos

. Emulsién lipoproteica de yema de huevo
o Kit de creatina kinasa (DiaSys)
. Fosfatidilcolina (Sigma)

2.2.  Soluciones amortiguadoras

. Buffer Tris-HCI 0.05 M, pH 7

. Buffer Tris-HCI 0.05 M, pH 7, NaCl 0.3 M

. Buffer Tris-HCI 0.05 M, pH 7, NaCl 0.6 M

. Buffer Fosfato Salino (PBS) 0.02 M, pH 7.4

o Buffer Tris-HCI 0.01M con Cloruro de calcio 0.01M, pH 7.6

° Citrato de sodio 3.8 %

2.3.  Reactivos para electroforesis

. Buffer del gel de resolucién: Tris-HCI 1.0 M, pH 8.8

. Buffer del gel de apilamiento: Tris-HCI 1.0 M, pH 6.8
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24.

2.5.

Buffer de muestra: Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8, SDS 2 %, azul de bromofenol 0.125
%, glicerol 10 %

Buffer de corrida: Tris-HCI 0.025 M, pH 8.3, glicina 0.192 M, SDS 0.1%
Solucién stock de acrilamida (acrilamida 30%, bis-acrilamida 0.8%)

N N N’ N’-tetrametiletilendiamino (TEMED)

Persulfato de amonio (PSA)

Solucién colorante: Azul de coomassie 0.05%, metanol 45%, &cido acético 9%

Soluciéon decolorante: Metanol 20%, etanol 10%, acido acético 5%

Reactivos para la prueba de ELISA

Buffer de cubierta: carbonato de sodio 0.015 M, bicarbonato de sodio 0.035 M,
pH 9.6.

Buffer Fosfatos Salino (PBS) 0.15 M, pH 7.4

Buffer de incubacion: leche descremada 0.1 %, Tween-20 0.05 % en PBS pH
7.4

Buffer de lavado: PBS pH 7.4, Tween-20 0.05 %

Buffer de bloqueo: leche descremada 3 %, Tween-20 0.05 % en PBS pH 7.4
Anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa de rabanito

Diclorhidrato de o-fenilendiamina (OPD)

Buffer Citrato fosfato 0.05 M, pH 5: fosfato de sodio dibasico 0.2 M, &cido citrico
0.1 M

Peréxido de hidrogeno

Soluciones para la prueba de Western Blot

Buffer de transferencia: Tris 0.02 M, pH 8.3, glicina 0.193 M, SDS 0.1 %,

metanol 20 %
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2.6.

2.7.

3.

YV Vv VY VvV VY V VY

Buffer de bloqueo: Leche descremada 5% en Tris HCI 0.02 M, pH 7.5, NaCl
0.15 M, Tween-20 0.1%
Anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa alcalina

3.3-Diaminobenzidina (DAB)

Reactivo marcador de peso molecular

Marcador de proteina pretefido (10 a 180 kDa; Thermo Scientific)

Cromatografia de Intercambio Ionico

Resina CM Sephadex C-25

Equipos
Espectrofotometro Genesys 5 (Spectronic Ins.)
Lector de placas de ELISA (SINNOWA ER-500)
Colector de fracciones (BioFrac™)
Equipo de electroforesis de proteinas Mini-PROTEAN TetraCell, 4-Gel System
(Bio-Rad)
Fuente de Poder (Bio Rad)
Equipo de transferencia para Western Blot (Cleaver Scientific Ltd)
Centrifuga Easy spin (Sorvall)
Bano de Maria (Memmert)
pH metro digital (HANNA)
Balanza Analitica (Ainsworth)

Balanza digital (Addam)
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4. Cuantificacion de proteinas

La cantidad de proteina fue calculada midiendo la absorbancia de luz UV a 280 nm
(Warburg y Christian, 1941) en un espectrofotémetro. Ademas, se empled el método
de Lowry et al. (1951) modificado en nuestro laboratorio (Loayza et al., 1985), usando

el mismo espectrofotometro y usando albumina sérica bovina como proteina estandar.

5.  Purificacion de la miotoxina

La metodologia de purificaciéon utilizada se basé en el procedimiento realizado por
Nunez et al. (2004). Para este fin, 200 mg de veneno liofilizado de B. atrox fueron
disueltos en 2.5 mL de buffer Tris-HCI 0.05 M a pH 7 y se centrifugaron a 4000 rpm
por 15 minutos para eliminar residuos insolubles. Posteriormente, el sobrenadante fue
aplicado a una columna de CM Sephadex C-25 (1.2x20 cm), equilibrada con el mismo
buffer antes mencionado. La corrida se llevd a cabo a un flujo de 10 mlL/hora a
temperatura ambiente, colectdndose fracciones de 2 mL en un colector de fracciones.
La elucién de las proteinas retenidas se realizdé con el mismo buffer conteniendo NaCl
0.3 My 0.6 M, respectivamente. La cantidad de proteina fue determinada a 280 nm. Al
evaluar la actividad miotoxica de las fracciones, las que presentaban mayor actividad

fueron reunidas y concentradas en tubos Millipore AMICON 10K MWCO.

6. Actividad miotdxica

La actividad miotdxica fue evaluada a través de la prueba de cuantificacion de
Creatina Kinasa (CK) sérica, empleando el kit de diagnéstico CK-NAC de DiaSys. Se
utilizaron grupos de 4 ratones albinos de 18-22 g de peso, los cuales fueron
inyectados via intramuscular en el musculo gastrocnemio de la pata derecha con 0.1
mL de proteina a una misma concentraciéon en diferentes tiempos, usando como
control negativo 0.1 mL de PBS. Dependiendo del tiempo estimado, los ratones fueron

anestesiados con cloroformo e inmediatamente se colectaron 0.4 mL de sangre del
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seno venoso submandibular, y se mezclaron con 40 pyL de citrato de sodio 3.8%.
Luego, la mezcla fue centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos para separar el plasma.
Posteriormente se incubaron 40 pL de plasma citratado con 1 mL del kit CK y se
registré el incremento de absorbancia a 340 nm por 6 minutos. La actividad fue
expresada en IU/L, una unidad es la resultante de la fosforilaciébn de 1 pmol de

creatina/min a 37°C (Gutiérrez et al., 1980).

Con los datos obtenido de la experiencia anterior, se eligié el tiempo en el que se logré
la maxima actividad y con ello fue determinada la Dosis Miotoxina Minima (DMM). La
DMM se obtuvo teniendo distintas concentraciones de miotoxina (25 pg, 50 ug, 75 pg,
100 pg) como variable. Se prepard una curva dosis-respuesta por regresion lineal (pg
de proteina como variable dependiente y actividad CK como variable independiente),
empleando una escala logaritmica para la dosis de proteina y una escala milimétrica
para la actividad CK. Fue estimada la dosis de miotoxina en la que la actividad CK
plasmatica corresponde a 4 veces la actividad de CK del plasma de los ratones
inyectados con PBS, correspondiendo esta dosis a la DMM (Instituto Clodomiro

Picado, 2007).

7. Evaluacion de la pureza y determinacion del peso molecular de la
miotoxina
La evaluaciéon de la pureza de la proteina, asi como la determinacién de su peso
molecular, fue realizada mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 15%, bajo condiciones reductoras con 2[3-
mercaptoetanol 0.5 % y condiciones no reductoras (Laemmli, 1970). Para ello se
empleé 5 ug de enzima purificada, 20 pug de veneno total de B. atrox y un marcador de
peso molecular. La corrida electroforética se realiz6 en una camara de electroforesis

vertical, manteniéndose a voltaje constante (100 voltios) durante 1 hora y media
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aproximadamente. Luego el gel de poliacrilamida fue tenido con azul brillante de
coomassie 0.05% por 20 minutos y lavado con solucién decolorante hasta que se
visualicen las bandas proteicas. El tamarfio de las bandas fue estimado con el software

Gel Analyzer 19.1 (http://www.gelanalyzer.com).

8. Actividad enzimatica

8.1.  Meétodo de retardo de la coagulacion de la yema de huevo (Vidal y Stoppani,

1971)

Se evalué la actividad enzimatica empleando como sustrato una emulsién de yema de
huevo al 45 % en buffer Tris-HCI 10mM con CaCl, 10mM a pH 7.6, a la cual se le
agreg6 50 pL de miotoxina a distintas concentraciones (25 pg, 50 pg, 75 ug, 100 ug)
para luego ser incubada a 37°C por 15 minutos. Seguidamente, los tubos de ensayo
fueron colocados en un bano Maria a 100 °C, para evaluar el tiempo de retardo de la
coagulaciéon de la yema con respecto a un blanco que no contiene proteina. La
actividad especifica fue calculada en base al tiempo de retardo de coagulacion de la
emulsién lipoproteica por minuto y por miligramo de proteina. Los ensayos se hicieron

por triplicado.

8.2. Meétodo espectrofotométrico (Elaborado por De Oliveira y Palma (1998) y

modificado por Lazo et al. (1998))

Para esta prueba se empleé una mezcla que contenia 15 pM de fosfatidilcolina
(Sigma), 5 uM de CaxCl, 80nM de rojo de fenol, 20 uM de Tritén X-100 en buffer Tris-
HCI 0.01 M a pH 7.9. La mezcla se preincubd a 37°C por 2 minutos y luego, una vez

colocada en el espectrofotometro, se le agregé 20 uL de miotoxina a distintas
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concentraciones (0.5 pug/ uL, 1 pg/ uL, 1.5 pg/ pL). Se evalué el cambio de absorbancia
de la mezcla a 558 nm por minuto, durante los primeros 6 minutos La actividad
enzimatica se obtuvo por la lectura en el espectrofotometro en base la absorbancia por

minuto por miligramo de proteina Los ensayos se hicieron por triplicado.

9. Actividad edematica

Fue determinado por el método de Yamakawa et al. (1976). Se utilizaron grupos de 4
ratones machos, de 18 a 22 g, los cuales fueron inyectados via subcutanea en el
cojinete de la pata posterior derecha con 0.05 mL de la miotoxina a diferentes
concentraciones, mientras que en la misma zona de la pata posterior izquierda se
inyecté soluciéon salina (control negativo). Después de 3 horas se sacrifico a los
animales por dislocacién cervical, se cortaron a la misma altura las patas posteriores y

fueron pesadas individualmente, evaluando la diferencia de peso entre ambas.

La dosis edematica minima (DEM) fue expresada en g de proteina capaz de producir
una diferencia de peso equivalente al 30% respecto al control negativo. Para ello se
realiz6 una curva dosis-respuesta por regresién lineal (ug de proteina como variable
independiente y el porcentaje de la diferencia de peso como variable dependiente),
empleando una escala logaritmica para la dosis de veneno y una escala milimétrica

para el porcentaje de peso (Instituto Clodomiro Picado, 2007).

10. Actividad anticoagulante

La actividad anticoagulante fue evaluada en plasma humano citratado. Distintas
cantidades de miotoxina fueron preparadas en 100 puL de PBS, luego anadidas a 0.5
mL de plasma e incubadas a 37 °C por 10 minutos. Alicuotas de plasma incubadas

solo con PBS fueron usadas como control negativo. Posteriormente, los tiempos de

18



coagulacion fueron registrados después de agregar 0.1 mL de CaCl, a 0.25 M, en

ensayos realizados por duplicado (Gutiérrez et al., 1986b).

11. Protocolo de inmunizacion

Para la produccion de anticuerpos anti-miotoxina de B. atrox, se utilizaron conejos
albinos Nueva Zelanda (2 kg aproximadamente) y el protocolo de inmunizacién estuvo
basado en el método utilizado por Lomonte et al. (1987). Inicialmente, se realiz6 una
sangria parcial a los conejos a través de la vena marginal de la oreja, esto con el fin de
obtener un suero pre-inmune y usarlo como control. Posteriormente, 2 mg de
miotoxina disuelta en 0.5 mL de PBS, fue emulsificada con un volumen equivalente de
adyuvante completo de Freund (CFA) y administrada via intramuscular al conejo,
siendo esta la primera inmunizacion. Luego, cada dos semanas durante
aproximadamente dos meses, se administraron dosis de refuerzo via subcutanea, que
consistian en 1 mg de miotoxina disuelto en 0.5 mL de PBS combinada con un
volumen igual de adyuvante incompleto de Freund (IFA). Diez dias después de cada
inmunizacidn, se realiz6 una sangria parcial a través de la vena marginal de la oreja, a
fin de evaluar la produccién de los anticuerpos contra la proteina en estudio. El suero
fue obtenido, colocando las muestras de sangre a 37 °C por 30 minutos y
posteriormente centrifugdndolas a 4000 RPM por 10 minutos, separando asi el suero
del resto de componentes sanguineos. Al culminar el protocolo de inmunizacién, se
realiz6 una sangria total por puncion cardiaca. Ademas de este protocolo de
inmunizacién, se replicé el protocolo elaborado por Sandoval et al., (2011), para

obtener anticuerpos anti-B.atrox.
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12. Calculo del titulo de anticuerpos contra la miotoxina y otros venenos de
serpientes peruanas mediante la técnica de ELISA

Mediante la técnica de ELISA (Engvall y Perlman, 1971) se calcul6 el titulo
correspondiente, mediante el método de titulacién a punto final (Alzamora et al., 2002).
Para ello se emplearon placas de poliestireno de 96 pocillos (Flat Bottom without Lid).
Esta fue cubierta con 100 pL/pocillo de miotoxina de B. atrox (1 yg/mL) disuelto en
buffer de cubierta e incubada a 4 °C, durante una noche. Luego, se realizaron tres
lavados sucesivos con buffer de lavado, para posteriormente aplicar 150 uL/pocillo de
buffer de bloqueo por 1 h a 37 °C. Después de tres lavados sucesivos a la placa, se
aplicaron 100 pL/pocillo de suero de conejo obtenido durante el protocolo de
inmunizacién, siendo diluido seriadamente con factor 2 a partir de una dilucion 1/250
disuelta en buffer de bloqueo, e incubados durante 1 h a 37 °C. Las placas fueron
lavadas tres veces nuevamente con buffer de lavado y se aplicaron 100 uL/pocillo de
anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa de rabanito (1/5000 diluido en buffer de
bloqueo), y luego se incubaron por 1 hora a 37°C. Finalmente, se volvieron a realizar
tres lavados y se adicionaron 200 pL/pocillo de sustrato OPD (o-Fenilendiamina)
disuelto en buffer citrato fosfato 0.05 M, pH 5, adicionado con H2O: (0.16%), por 30
minutos. La reaccion en la placa de poliestireno es leida inmediatamente en un lector
de placas a una longitud de onda de 450 nm. El titulo respectivo del suero
correspondié a la inversa de la dilucion del mismo, lo cual produjo un 50% de la

maxima absorbancia registrada.

Por otro lado, se evalud la reactividad cruzada del suero anti-miotoxina de B. atrox
contra los venenos de B. pictus, B. brazili, L. muta'y C. durissus siguiendo para esto
los mismos parametros utilizados en la deteccién de anticuerpos, y expresados como
porcentaje de las densidades 6pticas resultantes de la reaccién entre los mencionados

venenos y el suero anti-miotoxina, considerando como 100% el valor de absorbancia
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obtenido entre la miotoxina de B. afrox y su respectivo suero a una dilucién

equivalente al titulo obtenido para esta proteina.

13. Analisis de la especificidad de los anticuerpos por Western Blot

Los venenos de B. atrox, B. brazili B. pictus, L. muta'y C. durissus (20 ug) y la
miotoxina purificada (5 pg) fueron separados por SDS-PAGE al 12%. Posteriormente,
las bandas del gel fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (0.2 ym de
tamano de poro) en buffer de transferencia durante 50 minutos a 100 voltios (Towbin
et al., 1979). Subsecuentemente, la membrana fue cubierta con buffer de bloqueo (5%
de leche descremada) durante una noche a 4 °C. Al finalizar, se procedié a lavar la
membrana tres veces con buffer de lavado para que esta sea enfrentada con el suero
de conejo producto de la sangria total (1/1000 diluida en buffer de bloqueo). Luego de
la exposicidn a temperatura ambiente por una hora, las membranas fueron lavadas
nuevamente con buffer de lavado para que sean expuestas a anti-IlgG de conejo ligada
a peroxidasa de rabanito (1/5000 diluida en buffer de bloqueo) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Finalmente, después de tres lavados sucesivos, las bandas de
la membrana fueron reveladas con DAB+H20: (3-3’-Diaminobenzidina) por 5 minutos y
la reaccién fue detenida con agua destilada. El tamafo de las bandas fue estimado

con el software Gel Analyser 19.1 (http://www.gelanalyzer.com).

14. Neutralizacion de la miotoxicidad

El ensayo de neutralizacién de la actividad miotoxica fue llevada a cabo enfrentando 3
veces la DMM (dosis reto) y varias diluciones de suero anti-miotoxina a razones de
1000, 500, 250, 125, 62.5 yL de antiveneno por mg de miotoxina. Los volumenes
fueron completados con PBS, de tal manera que 0.1 mL de la mezcla contenian la
dosis reto de miotoxina. La mezcla de suero y miotoxina fue incubada a 37°C por 30

minutos. De igual manera, se realizaron mezclas entre miotoxina con el suero

21



antibotrépico comercial del Instituto Nacional de Salud (INS) para realizar la
comparacion de la accion neutralizante. Posteriormente se aplicé la inoculacion de la
mezcla via intramuscular y se procedié de la misma manera que en el primer ensayo
de miotoxicidad para hallar la actividad miotéxica en cada ratdn. Los controles
negativos recibieron dosis de miotoxina igual a la DMM sin mezclar con el suero,
mientras que el control positivo recibié solo PBS. Cada grupo tratamiento, asi como los
controles, constaron de 4 ratones de 18 a 20 g. Tomando como punto de referencia
(100%) el valor de la actividad CK en los ratones inyectados solo con la miotoxina, se
estimé la Dosis Eficaz 50 % (EDso), parametro correspondiente a la razén pL de
antiveneno/mg de veneno en que la actividad CK corresponde al 50% de la actividad
CK plasmatica de los ratones que fueron inyectados solo con miotoxina (Instituto

Clodomiro Picado, 2007).

15. Anadlisis estadistico

Los resultados fueron presentados como el valor medio * la desviacién estandar
obtenida del numero indicado de pruebas. La significancia estadistica de las
diferencias entre los grupos fue corroborada por las pruebas ANOVA de una via
seguida por la prueba de Tuckey, considerando los valores de p<0.05 como
significativos. Los datos fueron analizados con el programa SPSS Statistics version 21

(Statistics, 2012).
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RESULTADOS

1.  Purificacion de la miotoxina

El fraccionamiento cromatografico del veneno de B. atrox se realiz6 a través de la
resina CM-Sephadex C-25 dando como resultado cinco picos (Fig. 2). Los dos
primeros eluyeron directamente con el buffer. Posteriormente, al agregar NaCl 0.3 M al
buffer de elucidn se obtuvo un tercer pico, y finalmente al agregar NaCl 0.6 M, se
generé el cuarto y quinto pico. La actividad miotoxica estuvo presente en las
fracciones de este ultimo pico, por lo que estas fueron juntadas y concentradas. A
partir de una SDS-PAGE se observé una sola banda (Fig. 3). Teniendo en cuenta la
concentracion de las fracciones que fueron juntadas en relacién a la concentracion de
todas las fracciones eluidas, se estimd que la miotoxina representaba un 4.2% del
veneno total de B. atrox. Por otro lado, la miotoxina eluyd luego de agregar el buffer
con NaCl 0.6 M, por lo que existié una interaccién de la proteina con la resina CM-
Sephadex C-25. Dado que esta resina cuenta con grupos carboximetil (grupos
anionicos), la proteina debi6 tener una carga positiva a pH 7.0 para explicar esta

interaccion, por lo que se indica un comportamiento basico a este pH.
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Tabla 1. Tabla de purificacién de la miotoxina en base a la actividad enzimatica.

Proteina total

Actividad

Unidades

" Rendimiento % | Purificacién
especifica (U/mg totales de
Procedimiento mg? % de proteina) actividad
Veneno total 171.57 | 100.00 1.830 313.97 100 1
CM-Sephadex C-25 7.2 4.2 2.575 18.54 5.90 1.41

2 Proteina cuantificada por el método de Lowry.

b Una unidad de actividad (U) es definida por una unidad de absorbancia aumentada por la enzima por minuto.
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Figura 2. (A) Fraccionamiento del veneno de la serpiente Bothrops atrox sobre CM-Sephadex C-25 (20cm x 1.2 cm) empleando buffer Tris-

HCI 0.05 M, pH 7. El pico 5 contiene las fracciones que presentaron actividad miotéxica en ratones. (B) A la derecha, se muestran la banda

proteica de la fraccion miotdxica: Una banda de 25 kDa, aproximadamente.
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2.  Purezay peso molecular de la miotoxina

El andlisis por SDS-PAGE (15 %) de la miotoxina mostro, a condiciones reductoras,
una notable banda de 13 kDa y una banda muy tenue de 24 kDa. En contraste, a
condiciones no reductoras, la proteina migra como una mancha que abarca desde los
13 kDa hasta los 31 kDa, entren la cual se encontraron bandas de 24 kDa y de 13 kDa

(Fig. 3.

Ladder Mtx Mtx (r) Ven
-_—
100 kDa—| S—_—
70 kDa—| D
55 kDa—|
40 KDa—| S
.
35 kDa—| s
25kDa — S
o
L
15 kDa —| "l
» Gy "N
10 kDa —| iy

Figura 3. Analisis electroforético de la miotoxina aislada del veneno de B. atrox (SDS-
PAGE 15 %). Ladder: Marcador de peso molecular. Mtx: Miotoxina en condiciones no
reductoras. Mtx (r): Miotoxina en condiciones reductoras. Ven: Veneno total de B. atrox

en condiciones no reductoras.
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3. Actividad miotoxica

La miotoxina mostré un incremento méaximo de actividad a las 2 horas, existiendo a
partir de aqui un declive de actividad que fue evaluado hasta las 24 horas (Fig. 4).
Este tiempo fue usado para evaluar la relacion de actividad CK con diferentes
cantidades de miotoxina, asi como también evaluar la relaciéon de actividad CK a
distintas cantidades de veneno de B. atrox (Fig. 5). A partir de esto se obtuvo que la
DMM de la miotoxina purificada fue de 12.30+0.95 ug y la DMM del veneno de B. atrox

fue de 23.50+1.09 pg.

1200

1000

800

—@— Miotoxina
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Figura 4. Actividad miotoxica de la miotoxina aislada del veneno de B. atrox. Actividad
creatina kinasa (CK) segun el tiempo después de la inoculacion intramuscular de 25
ug de miotoxina. Cada punto esté representado por la desviacién estandar promedio

del resultado para cuatro ratones.
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Figura 5. Actividad miotoxica de la miotoxina aislada del veneno de B. atrox y del
veneno total de B. afrox. Curvas de la actividad CK en el plasma 2 horas después de
inocular i.m. dosis variables de miotoxina y veneno total. Cada punto esta

representado por la desviacién estandar promedio del resultado para cuatro ratones.

4. Actividad de fosfolipasa A-
La miotoxina logré retardar la coagulacién de la emulsién lipoproteica de la yema de
huevo, evidenciando una actividad especifica de 1.25+0.17 U/mg. Mientras que el

veneno de B. atrox tuvo 2.30+0.25 U/mg de actividad especifica.

Por otro lado, en el método espectrofotométrico, la miotoxina present6é una actividad
especifica de 2.575+£0.188 U/mg, mientras que el veneno de B. atrox, 1.830+0.128
U/mg de actividad. Dado que este método es mas sensible y especifico por contar con
un sustrato mas homogéneo, sus datos de actividad fueron usados para disefar la

tabla de purificacién (Tabla 1).

28



5. Actividad edematica

La miotoxina purificada produjo la formacién de un edema en la pata inoculada
(derecha), la cual fue evaluada a distintas cantidades de proteina (Fig. 6). LA DEM de

la miotoxina fue de 26.00£1.15 pg.
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Figura 6. Induccion de edema en ratones a distintas dosis de miotoxina. Después de 3
horas, el incremento de peso en el cojinete de la pata derecha (A) respecto al cojinete
de la pata izquierda (B), fue expresada en porcentaje de edema (C). La DEM
(26.00+1.15 pg) fue extrapolada a partir del grafico y no es visualizada en la figura
porque las dosis usadas no alcanzaron aumentos superiores al 30% de edema. Cada

punto esta representado por la desviacién estandar promedio del resultado para cuatro

ratones
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6. Actividad anticoagulante
La miotoxina fue capaz de retardar el tiempo de coagulacion del plasma humano.

Teniendo como tiempo control 12 minutos y medio, agregando 100 ug de miotoxina el

tiempo se extendia a 80.50+6.36 minutos. (Fig. 7).
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Figura 7. Actividad anticoagulante reflejada en el retardo de la coagulacién del plasma

humano citratado con 100 ug de miotoxina. Ensayos realizados por duplicado.

7. Deteccion y titulo de anticuerpos contra la miotoxina de B. atrox

El seguimiento de la respuesta inmune del conejo de experimentacion inoculado con
miotoxina fue realizado mediante la técnica ELISA, desde el dia 0 hasta el dia 80 del
protocolo de inmunizacion (Fig. 8), alcanzando su maximo valor después de la quinta
dosis de refuerzo (ultima), determinandose asi que el titulo de anticuerpos anti-
miotoxina de B. atrox en el suero obtenido al final del protocolo de inmunizacion fue de
16000. EI mismo proceso se realiz6 para hacer el seguimiento del protocolo de
inmunizacién del conejo de experimentacion inoculado con veneno de B. atrox, desde
el dia 0 hasta el dia 80 (Fig. 9). De manera similar, alcanza su maximo valor después
de la quinta dosis de refuerzo, determinandose asi que el titulo de anticuerpos fue de

16000.
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Figura 8. Deteccion de anticuerpos policlonales anti-miotoxina de B. atrox en el suero

de conejos inmunizados mediante la técnica de ELISA.
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Figura 9. Deteccion de anticuerpos policlonales anti-B.afrox en el suero de conejos

inmunizados mediante la técnica de ELISA.
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8. Neutralizacién de los anticuerpos anti-miotoxina

La actividad miotéxica fue inhibida significativamente por el suero anti-miotoxina, de
manera dosis dependiente, con las relaciones 0.5, 1, 2, 3 y 4 (mL de suero: mg de
miotoxina), logrdndose una reduccion de 50.28+10.15 % con la minima relacion y de
99.15+1.92 % con la maxima relacién. Por otro lado, el suero anti-B.atrox también
logré inhibir la actividad significativamente. Usando las mismas relaciones de mL de
suero por mg de miotoxina, se logré una reduccion de 27.83+6.52% con la minima
relacion y de 93.16£2.15 % con la maxima relacion. Ademas, al usar el suero
antibotrépico del INS como control positivo, con la relacion 0.5 mL de suero por mg de
miotoxina, la actividad miotéxica fue reducida en un 75.84+11.56 % y con la relaciéon 2
mL de suero por mg de miotoxina, la actividad disminuyé un 96.44+3.33 % (Figura 10).
Por dltimo, las EDso del suero anti-miotoxina, suero anti-B.atrox y suero antibotropico
del INS fueron de 0.34 mL de suero/mg de miotoxina, 0.93 mL de suero/mg de

miotoxina y 0.1 mL de suero/mg de miotoxina, respectivamente.
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Figura 10. Neutralizacién de la actividad miotdxica de la miotoxina aislada del veneno
de B. atrox. Cada punto estd representado por la desviacion estdndar promedio del
resultado para cuatro ratones. La neutralizacion del suero Anti-B.atrox fue significativa
(p<0.05) a partir de 1 mL suero/mg de miotoxina, mientras que para el suero Anti-Mtx y

el suero antibotropico la neutralizacion fue significativa para todas las diluciones.

9. Anadlisis de la reactividad cruzada de los anticuerpos anti-miotoxina

Al evaluarse, mediante la técnica ELISA, la reactividad cruzada del suero anti-
miotoxina de B. atrox contra los venenos de B. atrox, B. brazili, B. pictus, L. mutay C.
durissus, se observé que el suero anti-miotoxina fue capaz de reconocer a estos
venenos a distintos titulos (Fig. 11). El suero reconocié a la miotoxina con un titulo de
16000, al veneno de B. atrox con un titulo de 8000, al veneno de B. brazili con un titulo
de 10000, al veneno de B. pictus con un titulo de 4000, al veneno de L. muta con un
titulo de 2000 y al veneno C. durissus con un titulo de 1000. Por otra parte, en los
ensayos de Western Blot, se reconocieron bandas de un peso molecular en el rango
de 19 a 22 kDa en los venenos de B. atrox, B. braziliy B. pictus. Adicionalmente, en B.
brazili se reconoci6 también una banda de 35 kDa. En los venenos de L. mutay C.

durissus no hubo reconocimiento de banda (Fig. 12). La prueba fue repetida con la
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miotoxina, B. atrox y B. brazili a condiciones reductoras, reconociéndose en las tres

muestras, bandas de 13 kDa y de 21 kDa (Fig. 13).
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Figura 11. Evaluacion de la reactividad cruzada de los anticuerpos anti-miotoxina de

B. atrox frente a algunos venenos de serpientes peruanas mediante la técnica de

ELISA.
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Figura 12. (A) Andlisis electroforético (SDS-PAGE 12%) de la miotoxina purificada y

(el

E
!

los venenos de algunas serpientes peruanas. C.d.: Crotalus durissus, L.m: Lachesis
muta, B.p: Bothrops pictus, B.b: Bothrops brazili, B.a: Bothrops atrox, Mtx: Miotoxina
purificada de B. atrox, Ladder: Marcador de peso molecular. (B) Western Blot:

Reactividad de los anticuerpos policlonales anti-miotoxina frente a los venenos de

algunas serpientes peruanas.
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Figura 13. (A) Andlisis electroforético (SDS-PAGE 15 %) de la miotoxina purificada y
los venenos de B. atrox y B. brazili, a condiciones reductoras. Ladder: Marcador de
peso molecular, Mtx(r): Miotoxina purificada de B. atrox, B.a(r): Bothrops atrox, B.b(r):
Bothrops brazili. (B) Western Blot: Reactividad de los anticuerpos policlonales anti-

miotoxina frente a las muestras a condiciones reductoras.
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DISCUSION

1.  Purificacion de la proteina
La caracterizacién de una proteina requiere de pasos de purificacion que tomen en
cuenta las propiedades fisico-quimicas de la misma, como su peso molecular,

solubilidad, carga, etc.

En el caso de aquellas toxinas ofidicas que tienen una actividad directa en el tejido
muscular, denominadas miotoxinas, la mayoria cuentan con un punto isoeléctrico
basico (Jungo et al., 2012). Por lo que, los procesos de aislamiento suelen incluir un
paso de cromatografia de intercambio catidnico para purificar a la toxina. Ademas, es
comun que las miotoxinas sean los ultimos componentes que eluyen de este tipo de
cromatografia a partir de una gradiente de sal, a pH neutro (Gutiérrez y Lomonte,

1995).

En la presente investigacién se utiliz6 una cromatografia de intercambio catidnico,
usando un método de purificacion sobre CM-Sephadex C-25, resina que fue empleada
también para purificar |la miotoxina Il de Bothrops asper (Lomonte et al. 1990) y una

miotoxina de B. atrox de Colombia (Nufez et al., 2004).

Este tipo de resinas toman en cuenta la carga y el peso molecular de las proteinas. La
resina CM-Sephadex C-25 es adecuada para separar proteinas basicas menores de
25 kDa del resto de proteinas. La resolucion de una corrida cromatografica puede ser
variable, debido a que depende del flujo de la corrida; sin embargo, el patrén de picos
obtenido es similar a otros graficos de cromatografia obtenidos en los procesos de
purificacién de miotoxinas a partir del veneno de B. atrox (Huatuco et al., 2004),
(Nunez et al., 2004). Por ejemplo, la miotoxina aislada siempre se concentra en las
fracciones del ultimo pico. A pesar de esto, puede haber diferencias notables en el

porcentaje de composicidbn de miotoxina en relacion al veneno total. Por ejemplo, la
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miotoxina aislada en este trabajo represento un 4.2 % del veneno total, otra miotoxina
aislada del veneno de B. atrox de Peru (Huatuco et al., 2004), un 4.4 % del veneno
total, y otra miotoxina aislada del veneno de B. atrox de Colombia, un 9 %
aproximadamente (Nunez et al., 2004). En este punto, se debe recalcar las diferencias
que puede haber en la composicion de proteinas incluso entre serpientes de una
misma especie. Muchos reportes han documentado distintos niveles de variacion en la
composicion de los venenos, ya sea por variacion taxondémica, edad, tamano,
ubicacién geograéfica, dieta, sexo y otros aspectos adaptativos (Mackessy et al., 2002).
En Sudamérica se han encontrado diferencias marcadas entre la composicién del
veneno de B. atrox, dependiendo de la regidn a la que pertenece la serpiente. Los
venenos de las B. atrox de Perd, Brasil y Ecuador se caracterizan por una abundante
presencia de metaloproteasas tipo Ill, mientras que el veneno de B. atrox de Colombia
resulta tener una mayor presencia de Lys49-PLAzs y metaloproteasas tipo 1 (Nufez et
al., 2009). Estas diferencias no se limitan a regiones lejanas, en diferentes regiones de
un mismo pais, puede haber una variada proporcion significativa de toxinas en el
veneno dependiendo del ambiente en el que se encuentre la serpiente (Leijane et al.,
2017). Este tipo de premisas explicaria, la variacién de resultados que podria existir al
emplear un determinado método de purificacién de toxinas, asi se trate de venenos
procedentes de una misma especie. Ademas de esto, se debe tener en cuenta que en
este trabajo la pureza total de la proteina no fue corroborada por una cromatografia de
RP-HPLC, por lo que no se puede descartar la presencia de alguna proteina adicional,

por mas que esta no haya sido visualizada en los andlisis de SDS-PAGE.

2. Determinacion del peso molecular

La proteina fue caracterizada como miotoxina porque las fracciones de la
cromatografia evaluadas generaron un aumento de actividad CK en los ratones que
fueron inoculados. La miotoxina en una SDS-PAGE a condiciones no reductoras

muestra la presencia de dos bandas de similar intensidad: una de 13 kDa y otra de 24
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kDa, mientras que a condiciones reductoras se muestra una banda muy tenue de 24
kDa y una banda intensa de 13 kDa (Fig. 5). La visualizacion de la miotoxina como
mancha en una electroforesis a condiciones no reductoras, ha sido visto en otras
PLA2s miotoxicas aisladas, especificamente provenientes de venenos de serpientes
de género Bothrops (Nunez et al., 2004; Huatuco et al., 2004; De Roodt, 2018; Bustillo

et al., 2019).

Para entender mejor este comportamiento electroforético se debe tener en cuenta el
tipo de grupo de miotoxinas al cual puede pertenecer esta proteina. Las PLA2s-Lys49
son proteinas bésicas, su estructura primaria comprende entre 120 a 122 amino&cidos
Y, en su mayoria, existen como homodimeros. Las subunidades que comprenden el
homodimero interactdan fuertemente a través de enlaces no covalentes, lo cual hace
que detergentes como el SDS no logren disociarlo en su totalidad, a menos que sean
tratados con agentes reductores como el 2B3-mercaptoetanol (Lomonte y Rangel,
2012); sin embargo, si el efecto del agente reductor 2B-mercaptoetanol genera la
disociacién del dimero, se podria deducir que la uniéon de los mondémeros de la
miotoxina se da por enlaces disulfuro intercatenarios, los cuales no han sido
visualizados en trabajos de difraccién de rayos X. Esto llevé a que se realice un
estudio que incluy6 andlisis electroforéticos y difraccién de rayos X, mostrando que
persistia la disociacion del dimero a condiciones reductoras, a pesar de que no se
formaban enlaces disulfuro intercatenarios en la estructura cristalizada (Matzui et al.,
2019). El mismo estudio sefala que existe una interaccion entra las moléculas de SDS
y la miotoxina, verificado por estudios de ultracentrifugacién, los cuales especifican
que la asociacién de monémeros de miotoxina depende del numero de enlaces con
moléculas de SDS. Esta interaccién se llevaria a cabo debido a que las moléculas de
SDS actian como analogos de fosfolipidos y esto conllevaria a que el SDS,
indirectamente, forme un dimero estable de la proteina a condiciones no reductoras.
Esta estabilidad del dimero se romperia a condiciones reductoras debido a que se
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rompen los enlaces intracatenarios de la proteina y el cambio conformacional de la
proteina ocasionaria que ya no pueda interactuar de manera estable con las moléculas
de SDS. Por otro lado, a pesar de que el SDS sea responsable de la estabilidad del
dimero de miotoxina, sigue siendo un agente surfactante que puede llegar a disociar
parcialmente las interacciones no covalentes de la estructura proteica, lo que llevaria a
que se generen productos de un grado de migracién diferencial, lo cual se evidencia

en una mancha en el gel de electroforesis (De Roodt, 2018).

Hasta el momento, se cuenta con la secuencia del gen de una PLA2 Lys49 del veneno
de B. atrox aislada en el laboratorio en el cual se realizd este trabajo; sin embargo, se
requiere develar parcialmente la secuencia de aminoacidos de la proteina de esta tesis
para corroborar que la anterior secuencia corresponde al gen que la expresa. Aun asi,
las caracteristicas bioquimicas como la naturaleza basica o forma dimérica de la
proteina remarcan la idea de que la miotoxina aislada se trate de una isoforma Lys49,
ademas de que la metodologia de purificacibn que se us6é esta basada en
metodologias de purificacion de otras PLA2-Lys49. Por ejemplo, la miotoxina Il, aislada
a partir del veneno de B. asper (Lomonte y Gutiérrez, 1989) y la miotoxina aislada a
partir del veneno de B. atrox (Nunez et al., 2004) generaron un perfil cromatografico
muy similar al obtenido en este trabajo. Estas miotoxinas fueron obtenidas en el ultimo
pico, y gracias a que su estructura aminoacidica fue descifrada, estas miotoxinas
fueron catalogadas como PLA:-Lys49. Esto ultimo refuerza la hipotesis de que la

proteina aislada pertenece a este grupo especial de miotoxinas.

3. Actividad enzimatica de la miotoxina

Una de las razones que puede contradecir la premisa de que esta proteina pertenece
al grupo de PLA2s-Lys49 es la presencia de actividad fosfolipasa. Esta proteina
presentd actividad fosfolipasa para ambos ensayos usados, pero sumamente baja si

observamos su actividad especifica en relacién a la actividad del veneno (Tabla 2). La
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actividad especifica es el nimero de unidades enzimética por miligramo de proteina y
constituye una medida de pureza enzimatica: aumenta durante la purificacion de una
enzima y llega a su punto mas alto y constante cuando la enzima esta pura (Nelson y
Cox, 2013). En otros cuadros de purificacién de enzimas PLAy, la actividad especifica
de la enzima pura llega a aumentar mas de 50 veces respecto al veneno total (Inga et
al., 2011). A partir de esto, se puede considerar que el grado de actividad encontrada
en la proteina es sumamente baja, ya que solo llega a aumentar 1.42 veces respecto a
la actividad del veneno total. La baja o nula actividad enzimatica en las fosfolipasas

miotdxicas ha sido atribuida a un grupo en especial: Las PLAzs-Lys49.

Las PLA2s-Lys49 no pueden interactuar con el ion calcio, cofactor necesario para que
se produzca la actividad fosfolipasa. Estudios de cristalografia han demostrado que el
grupo amino ¢ de la Lys-49 se localiza en la posicién ocupada por el ion Ca*? en las
PLA2s-Asp49 y esto resulta en la ausencia o reduccidn de la actividad catalitica por la
baja o nula afinidad del ion Ca*? con las PLA.s-Lys49 (Holland et al., 1990). Por otro
lado, se descubrié que moléculas de acidos grasos se unian al sitio de unién de
sustrato de las PLA2s-Lys49, region conservada en este grupo de proteinas. En
primera instancia, este hecho sugeria que las PLA2s-Lys49 eran capaces de hidrolizar
fosfolipidos (Lee et al., 2001). Hecho que era resaltado por la presencia de actividad
catalitica en algunas PLA2s-Lys49 que habian sido purificadas (Maragonore et al.,
1984; Shimohigashi et al., 1995); sin embargo, estudios de mutagénesis dirigida en
PLA2s-Lys49 recombinantes demostraron que estas carecian completamente de
actividad enzimdtica y que los &cidos grasos a los que se unian, eran productos PLAs
enddgenas del propio organismo que habian sido activadas. Esto llevo a sugerir que el
nivel bajo de actividad catalitica observada en algunas PLAs-Lys49 purificadas a
partir de veneno, es debido a la presencia de impurezas de uno o mas PLA:s
cataliticamente activas (Ward et al., 2002). Es asi que, aunque actualmente se sabe
que la unién de los acidos grasos a las PLAzs-Lys49 sirve como activacion alostérica
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para que estas desencadenen su funcién (Borges et al., 2017), estos no son producto

de una actividad catalitica.

Aun asi, las miotoxinas Lys-49 siguen siendo catalogadas por una carencia de
actividad enzimatica (Nufez et al., 2004) o porque presentan una baja actividad
enzimatica si es que se compara con su contraparte (Asp-49) (Kanashiro et al., 2002).
A pesar de tener poca o nula actividad enzimatica, las PLAzs-Lys49 tienen en comun

su notable induccién de mionecrosis.

4. Actividad miotoxica

En general, las miotoxinas encontradas en venenos de vipéridos no son tan potentes
como sus contrapartes encontradas en elapidos; sin embargo, esta baja potencia es
compensada por la gran cantidad de veneno que inoculan, sobre todo las serpientes
del género Bothrops, y la alta concentracion de miotoxina que pueden llegar a tener
(Gutiérrez y Lomonte, 1995). Especificamente, las miotoxinas de venenos de
vipéridos del tipo PLA2-Lys49 ejercen su accion solo a nivel local, es decir, solo
afectan en el sitio de inoculacién, a diferencia de otras, como la crotoxina, que tiene la
capacidad de propagarse en distintos sitios anatdémicos (Gutiérrez et al., 2008).
Aunque suelen hacerse pruebas histolégicas en puntos distintos al de la inoculacion
de la miotoxina para evaluar si la accion es local o sistémica, la evaluacion de la
cinética de la actividad CK en el plasma también sirve para verificarlo (Gutiérrez et al.,

2008).

La actividad CK en el plasma alcanz6 su punto mas alto a las 2 horas y luego tuvo un
rapido declive, a partir de aqui, hasta las 24 horas. Un aumento rapido y posterior
declive de esta actividad ha sido asociado con el efecto local de la miotoxina. Esto es
debido a que la actividad CK de las miotoxinas de efecto sistémico tienen un

comportamiento opuesto, el punto mas alto de actividad no se alcanza tan rapido y
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esta actividad es mucho mas prolongada (Gutiérrez et al., 2008). Este comportamiento
diferencial se basa en que las PLA2s-Lys49 ademas de unirse a células musculares,
se unirian en menor medida a otro tipo de lineas celulares, por lo que el dafo en el
musculo seria menos prolongado debido a que esta interactuando con otros puntos de
unién (Gutiérrez y Ownby, 2003). Al contrario, las miotoxinas de efecto sistémico
tendrian una diana molecular especifica. La crotoxina, por ejemplo, interactua
especificamente con una proteina de membrana de 45 a 48 kDa (Krizaj et al., 1997).
No obstante, no se descarta la posibilidad de que el sarcolema presente proteinas de

membrana que puedan ser importantes para la especificidad de las Lys49-PLA..

Tomando en cuenta otras miotoxinas aisladas del veneno de B. atrox, la maxima
actividad se encuentra en el rango de 1 a 4 horas (Lomonte et al., 1990b; Kanashiro et
al., 2002; Huatuco et al., 2004; Nunez et al., 2004) Esta diferencia de grado de
miotoxicidad a distinto tiempo, puede deberse a pequenas diferencias que pueden
tener estas proteinas homologas a nivel de secuencia o a la considerable desviacién
estandar que suelen tener este tipo de ensayos, lo cual podria causar que genere que
los ensayos no sean replicables. Por ejemplo, en la Fig. 5 se alcanza una desviacién
estandar de 20 %, mientras que en el grafico de miotoxicidad a diferentes tiempos de
una miotoxina de B. atrox colombiana, la desviacion estdndar de la actividad CK
alcanza el 50 % (Nufez et al., 2004). Este grado de diferencia se explica porque la
liberacién de la enzima CK esta relacionada con la lisis de las células musculares, la
cual no necesariamente puede estar relacionada con la accién de la miotoxina, sino
que también puede estar relacionada con el dafo que se genera en la inoculacion en

los ratones y la forma en la que se extrae sangre de los mismos.

Como se menciona al comienzo, el grado de miotoxicidad de las serpientes del género
Bothrops es relativamente bajo. Aunque por recomendacion, se establece la DMM
como parametro para conocer el grado de miotoxicidad (Instituto Clodomiro Picado,
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2007). Este dato muchas veces no se menciona en los trabajos que evaltan la
toxicidad de las miotoxinas aisladas, teniendo solo como referencia de comparacién a
los graficos de actividad CK (U/L) por ug de proteina. De manera especifica, en una
miotoxina de B. atrox fue observada que la miotoxicidad alcanzaba las 4000 U/L
(Kanashiro et al., 2002) hasta las 6000 U/L (Lomonte et al., 1990b) (Nufez et al.,
2004). La miotoxina aislada en este trabajo alcanzé las 2500 U/L, la cual la cataloga
como una miotoxina de menor potencia miotdxica a las proteinas homodlogas

anteriormente mencionadas.

La DMM de la miotoxina fue de 12.3 ug y del veneno total de B. atrox, de 23.5 pug. La

diferencia entre el grado de miotoxicidad de la miotoxina y el veneno total toma en
cuenta varios factores. La miotoxicidad como tal no depende de una sola proteina,
puede ser desarrollada indirectamente por metaloproteasas, ademas estas ultimas
junto a PLAs acidas y una accion sinérgica pueden desarrollar miotoxicidad (Bustillo
et al., 2012). Asi también, las PLAzs &cidas pueden actuar en conjunto con PLA2s
basicas miotdxicas, potenciando la actividad de estas ultimas (Mora-Obando et al.,
2012). Por esto, resulta curioso que la miotoxicidad de una toxina resulte mas fuerte
que la del veneno total, el cual tiene mas componentes que generan miotoxicidad o la
potencien. No obstante, este resultado puede demostrar que la miotoxina aislada es
un componente importante de la miotoxicidad desencadenada por el veneno de B.

atrox.

Aunque la miotoxicidad es una actividad ligada al envenenamiento por B. atrox, esta
puede ser bastante variable. Los venenos de B. atrox pueden llegar a tener una
composicion distinta dependiendo de la regién geografica en la cual se ubican. Las B.
atrox de Colombia tienen un 18.5 % de PLA2s-Lys49 y un 48.5 % de metaloproteasas.
Mientras que en las B. atrox de Brasil hay un predominio de metaloproteasas (72.1 %)

frente a las PLA2s-Lys49 (2.5 %). Esta divisién geogréfica realizada gracias a estudios
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protedmicos también resalta la similitud de los venenos de B. atrox de Peru y Ecuador,
los cuales también se caracterizan por la predominancia de metaloproteasas en su
composicion (Nuriez et al., 2009). De hecho, un estudio proteémico es particular para
el veneno de B. atrox de Peru confirma este aspecto. El veneno resulté estar
compuesto por un 58.2% de metaloproteasas y un 11% de PLA:zs, entre las cuales se
encuentran miotéxicas y no miotdxicas (Kohlhoff et al.,, 2012). Esto es resaltado
cuando se evaltua la miotoxicidad del veneno. Se ha reportado que el veneno de B.
atrox de Peru puede llegar a tener una DMM de 56.30+9.93 ug (Rojas et al., 2005). Asi
como aproximadamente 500 U/L de actividad miotéxica con 50 ug de veneno (Segura
et al., 2010). Ambos pardmetros resultan ser mas altos que los obtenidos en este
trabajo. La DMM del veneno de B. atrox fue de 23.5 ug y con 50 de veneno se alcanzé
aproximadamente las 1000 U/L de actividad miotoxica. Aunque hay variacion en la
actividad miotoxica del veneno respecto a reportes anteriores, hay que tener que la
variacion de la composicion proteica puede existir en venenos de serpientes de un
mismo pais (Leijane et al., 2017). Es asi que, solo un estudio que evalue la
composicion proteica y las actividades toxicas del veneno de B. atrox especificas de
una region del Peru pueden ayudar a tener una nocién mas clara del nivel de

miotoxicidad del veneno de B. atrox peruana.

5. Actividad edematica

Dado que existe un efecto directo por parte de las fosfolipasas miotéxicas en la
membrana, hay muchos efectos que pueden desencadenar indirectamente, ya sea la
disrupcién de liposomas, accion bactericida, accion antifungica y accién citotoxica; sin
embargo, este tipo de proteinas desencadenan otras actividades que estan
relacionadas con la inflamacion. Entre estas se encuentran la generacion de edemas,

liberacion de citocinas e hiperalgesia (Lomonte et al., 2009b).
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Un edema llega a ser la inflamaciéon del tejido por acumulacion de fluidos en los
espacios intersticiales. Todas las fosfolipasas miotdxicas aisladas hasta la fecha, al
menos las del género Bothrops cuentan con esta propiedad, la cual parece ser
desencadenada por la regién C-terminal de la proteina (Nufez et al.,, 2001). La
miotoxina aislada cuenta con una DEM de 26 ug, valor relativamente alto si se
compara con la DEM de 16 ug de la miotoxina aislada del veneno de B. atrox
colombiana (Nufiez et al., 2004). Lo cual indica que la miotoxina del veneno de B.

atrox peruana tiene una menor actividad edematica.

6. Actividad anticoagulante

Aunque las actividades relacionadas a la degradacibn de membranas y a la
inflamacién son efectos que frecuentemente desencadenan las fosfolipasas
miotdxicas, hay una serie de efectos que no todas logran desencadenar. Las PLA>s,
sin importar si son miotdxicas o no, son responsables de evitar la formacion de
coagulo. Esto debido a que en la cascada de coagulacién participan algunos
fosfolipidos, por ejemplo, los que forman el factor tisular, y estos llegarian a ser
degradadas debido a la actividad enzimatica de la fosfolipasa. En trabajos anteriores,
ensayos de alquilacién en el sitio catalitico de la PLA: evitaron que la proteina generé
actividad anticoagulante, lo cual sugirié la idea de que la actividad enzimética es
esencial para la actividad anticoagulante (Verheij et al., 1980). En el caso especifico
de las fosfolipasas miotdxicas pasa lo mismo. Cuando se detecta actividad enzimédtica,
se logra detectar actividad anticoagulante. La miotoxina reportada en este trabajo tiene
efecto anticoagulante, lo cual tiene sentido si se toma en cuenta la actividad
enzimatica ya reportada por parte de la proteina. Anteriormente ya se habia reportada
una miotoxina del veneno de B. atrox con actividad anticoagulante (Lomonte et al.,

1990b), asi como también otra sin actividad (Nufez et al., 2004).
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7. Inmunogenicidad y neutralizacion

La produccion de anticuerpos policlonales a partir de una toxina resulta Gtil para
estudios de neutralizacion, corroborar la presencia de determinantes antigénicos en
miotoxinas de diferentes venenos y observar la contribucion relativa de esta toxina en

el dafo muscular que genera el veneno total.

El protocolo de inmunizacion elaborado para obtener anticuerpos contra la miotoxina
de B. asper (Lomonte et al., 1987), el cual fue tomado como referencia en este trabajo,
tomd en cuenta una primera inmunizacion por via intramuscular e inmunizaciones de
refuerzo por via subcutdnea. EI muasculo es considerado un buen sitio para la
inoculacién de antigenos de bajo peso molecular con propiedades irritantes, debido a
gue en este punto la absorcion en la sangre es rapida, lo que permite que el foco de
inflamacién sea rapidamente dispersado (O’Driscoll, 1992). Por otro lado, la via
subcutanea provee una absorcién del antigeno mas lenta; sin embargo, es muchas
veces usada como inoculaciones de refuerzo de antigenos que tienen riesgo de
reacciones anafilacticas. Ademas, el nivel de propagacién del antigeno inoculado por
via subcutanea se puede ver favorecido por el tipo de piel del animal inoculado,
teniendo los animales de piel suelta (conejos) una mayor area de dispersioén para el

antigeno (Hanly et al., 1995).

Adicionalmente a la via de inoculacién elegida, se debe tener en cuenta la naturaleza
del antigeno y su toxicidad (Heneine y Heneine, 2001). Por ejemplo, para producir
altos titulos de anticuerpos a partir de una enzima similar a trombina (EST) del veneno
de B. atrox, fue necesario inmunizar conejos con 150 ug de proteina (Sandoval et al.,
2015), mientras que para generar anticuerpos en conejos a partir de PLA> miotéxica,
se usaron entre 1 a 2 mg de proteina (Lomonte et al., 1987) y 3 mg de proteina
(Garcia Denegri et al., 2014). La diferencia de cantidad de antigeno necesario para

una proteina u otra, podria resaltar la poca inmunogenicidad que tiene la miotoxina
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frente a la EST, teniendo en cuenta que ambas tienen pesos moleculares similares; sin
embargo, esta poca inmunogenicidad fue reforzada por la emulsificacion de la proteina
con el adyuvante completo de Freund (CFA) para la primera inmunizacion y con el
adyuvante incompleto de Freund (IFA) para las inmunizaciones de refuerzo. Ambos
coadyuvantes tienen la capacidad de mantener a los antigenos en la zona de
inoculacién por un periodo de tiempo prolongado, permitiendo una mayor produccién
de anticuerpos (Herbert y Lumsden, 1968). La produccidén de anticuerpos a partir del
protocolo de inmunizacién utilizado en este trabajo, cuya duracion fue de 80 dias, fue
monitoreado por la técnica de ELISA. A partir de esto, se observé una produccién
sostenida de anticuerpos desde la primera inoculacion hasta el final del protocolo. Asi,
el protocolo empleado resulté practico y eficiente para la obtenciéon de anticuerpos

contra la miotoxina de B. atrox.

La capacidad neutralizante de los anticuerpos fue evaluada mediante ensayos de
neutralizacion in vivo en ratones, usando la estrategia de “tipo preincubacion”. Esta
estrategia consiste en incubar in vitro la mezcla de antigeno y anticuerpo durante un
periodo de tiempo y realizar con la mezcla una determinada actividad, en este caso la
miotdxica, comparandola con la actividad que realizaria solo el antigeno. Si bien este
proceso experimental provee informacion sobre la capacidad intrinseca del anticuerpo
para bloquear al antigeno, no se asemeja a la neutralizacién usada para el uso
terapéutico (Gutiérrez et al., 1990); sin embargo, para imitar los métodos de
neutralizacion terapéutica, se requiere conocer parametros farmacocinéticos tanto de
la toxina como del anticuerpo, asi como la velocidad a la que se desarrollan los efectos
téxicos. Por ello, los ensayos de neutralizacién de tipo preincubacién sirven como una
buena estrategia para tener un conocimiento basico de la neutralizacion (Lomonte et

al., 2009a).
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Los ensayos de neutralizacion se realizaron con el suero antibotrépico del INS, el
suero anti-miotoxina obtenido y un suero obtenido a partir de la inoculaciéon de veneno
de B. atrox en conejo (Suero anti-B.atrox). Teniendo como dosis reto 36.9 pg de
miotoxina y usando 0.5 mL de suero por mg de miotoxina, se neutralizo
aproximadamente un 50 % de la miotoxicidad con el suero anti-miotoxina, un 28% de
la miotoxicidad con el suero anti-B.atrox y un 76% de la miotoxicidad con el suero
antibotrépico del INS. Antes de realizar la comparacién, se debe tener en cuenta que
los sueros producidos en conejo no han sido fraccionados y los anticuerpos no han
sido purificados, desconociendo la concentracidn absoluta de los anticuerpos
especificos. Mientras que, el suero antibotrépico del INS es una preparacién rica en
globulinas ya purificadas, cuyo proceso de produccidon ya esta completamente
estandarizado. Es asi que, el modo de preparacion de los sueros explica la mayor
capacidad de neutralizacién que ofrece el suero antibotrépico del INS, a pesar de que
deriva de la inmunizacién del veneno total de 5 especies del género Bothrops y, por
ende, contiene anticuerpos contra otras proteinas y/o toxinas. Por otro lado, el suero
anti-B.atrox también cuenta con anticuerpos para otras proteinas del veneno de B.
atrox, pero dado que es un suero no fraccionado ni purificado al igual que el suero
anti-miotoxina, su nivel de reducciéon de miotoxicidad es menor. Se debe sefalar que
se utilizé6 0.5 mg de veneno de B. atrox para producir este suero frente a 1 mg de
miotoxina que se utiliz6 para producir el suero anti-miotoxina, lo cual da a entender
que, aparentemente, se pueden producir cantidades adecuadas de anticuerpo contra

miotoxina con una menor cantidad a la que se usé.

Cabe recalcar que los resultados de neutralizaciéon solo demuestran la union de los
anticuerpos policlonales con la miotoxina. Ensayos de neutralizacion de tipo
terapéutico sefalan que los antivenenos son inefectivos para neutralizar la
miotoxicidad local, debido a la rapida accion de las PLAzs en las células musculares

(Gutiérrez et al., 1998, 2008).
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8. Reactividad cruzada

Los anticuerpos policlonales del suero anti-miotoxina fueron capaces de reconocer
diferentes venenos de serpientes peruanas a través del ensayo ELISA. El nivel de
reconocimiento fue mayor para el veneno de B. brazili, seguida de B. atrox 'y B. pictus.
El nivel de reconocimiento en L. muta fue muy bajo y en C. durissus, casi nulo. Este
nivel de reconocimiento estaria asociado a la cantidad de proteinas antigénicamente
relacionadas a la miotoxina aislada de B. atrox que se encuentran en estos venenos,
las cuales serian proteinas homologas a PLAss. La PLA. miotdxica como tal, ha
demostrado ser una proteina antigénicamente conservada, al menos en los venenos
del género Bothrops, perdiéndose este grado de conservacion cuando se evalian
venenos de serpientes de otros géneros (Lomonte et al., 1990c). Este grado de
conservacion no solo se limita a PLA2s miotdxicas, sino que se mantiene parcialmente
en otras isoformas de PLA,, siendo estas ultimas también reconocidas por anticuerpos

policlonales (Lomonte et al., 1990a).

En este trabajo se corrobora la conservacion de las PLAzs, la cual se va perdiendo en
venenos de serpiente de diferente género. Cabe remarcar que el nivel de
reconocimiento con otros venenos no solo esta asociado a la conservacién de la PLA>
sino también a la cantidad de PLAz y de isoformas que podrian existir en el veneno.
Por ejemplo, hay un mayor reconocimiento del suero anti-miotoxina para B. brazili que
para B. atrox, a pesar de que el suero deriva de una miotoxina de B. atrox. Para
comprender esto, se debe tener en cuenta que la cantidad de miotoxina aislada en
este trabajo representd un 4.2% del veneno de B. atrox, segun la cromatografia
realizada, mientras que, en otro trabajo, la miotoxina en veneno de B. brazili peruana
constituyo el 25% (Pantigoso et al., 2001). En cuanto a B. pictus, no hay reportes de
que se hayan aislado PLA> miotdxicas, pero si se ha demostrado que los contiene, a
partir de ensayos de reactividad cruzada con anticuerpos de miotoxina de B. asper. En
estos ensayos, existi6 mayor reconocimiento en el veneno de B. pictus que en los
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venenos de B. atrox y B. brazili peruanas, por lo cual se puede inferir una mayor
similitud antigénica o una mayor cantidad de isoformas de PLAzs en el veneno de B.

pictus (Lomonte et al., 1990c).

Por otro lado, los venenos de L. muta y C. durissus si bien cuentan con efectos
miotdxicos, la manera en la que se da es distinta tanto por el grado del efecto, asi
como por las proteinas que la desencadenan. Entre los distintos efectos del
envenenamiento por L. muta, figura la miotoxicidad (Otero et al., 1998), aunque el
efecto es relativamente bajo si se compara con el efecto miotdxico del género
Bothrops (Kuch et al., 1996), y las pocas miotoxinas aisladas representa un porcentaje
muy bajo del veneno total (2%), aunque logran tener un alto porcentaje de similitud de
secuencia con fosfolipasas miotoxicas de veneno de serpientes del género Bothrops
(mas del 90%) (Diniz-Sousa et al., 2018). Respecto al envenenamiento por C.
durissus, este presenta un marcado efecto miotdxico sistémico, pero por proteinas
distintas a las PLA2s-Lys49. Esta miotoxicidad es desencadenada por un grupo de
pequenos polipéptidos de bajo peso molecular (Oguiura et al., 2005), y por multiples
isoformas de una proteina dimérica denominada crotoxina, la cual cuenta con una
subunidad homéloga a una PLA: y con otra subunidad totalmente distinta (Faure et al.,
1994). La baja cantidad de proteinas homologas a las PLA2s miotoxicas explicaria el

bajo reconocimiento del suero producido frente al veneno de C. durissus.

Los resultados de las pruebas de ELISA contrastan con los resultados de las pruebas
de Western Blot. Existi6 reconocimiento de bandas en los venenos de B. atrox, B.
braziliy B. pictus, mas no en L. muta y C. durissus. Teniendo a la miotoxina pura como
control positivo, se visualiza que las bandas reconocidas presentan el mismo tamarfo
y, por tanto, es muy probable que se traten de proteinas homologas. Sorpresivamente,
se reconocié una banda adicional de 35 kDa en el veneno de B. brazili. Para refutar la
idea de que se tratara de un falso positivo, el ensayo de Western Blot fue repetido,
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pero a condiciones reductoras. Bajo estas condiciones, en los venenos de B. atroxy B.
brazili existio el reconocimiento de una banda de 13 kDa, desapareciendo la banda de
35 kDa tanto en el ensayo de Western Blot como en la SDS-PAGE, infiriendo que esta
banda pudo haber sido un polimero de isoforma de miotoxina. Las PLA2s miotéxicas
aisladas en B. brazili han sido catalogadas como diméricas y de un peso aproximado
de 28 a 30 kDa (Pantigoso et al., 2001; Costa et al., 2008). La diferencia de migracion
en la electroforesis aqui mostrada podria dilucidarse mejor con el aislamiento de esta
proteina, que, aunque a partir de la prueba a condiciones reductoras da a entender
que se trata de un polimero de miotoxina, no explica porque tuvo un grado de

migracion diferente a la miotoxina en B. atroxy B. pictus.
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CONCLUSIONES

La PLA2 miotoxica es una proteina basica, dimérica con una banda de 13 kDa y
24 kDa en condiciones reductoras y no reductoras respectivamente, que
constituye el 4.2 % del veneno total de B. atrox.

La PLA:; miotoxica aislada presentd una actividad enzimatica PLA2 de 2.58+0.19
U/mg, una dosis miotéxica minima de 12.30+0.95 g, una dosis edematica minima
de 26.00+1.15 pg y genero un retardo de coagulacién de 80.50+6.36 minutos por
100 ug de proteina.

Las ED50 del suero anti-miotoxina, suero anti-B.atrox y suero antibotropico del
INS fueron de 0.34 mL de suero/mg de miotoxina, 0.93 mL de suero/mg de
miotoxina y 0.1 mL de suero/mg de miotoxina, respectivamente.

Los anticuerpos anti-miotoxina tuvieron reactividad cruzada frente a los venenos
de B. brazili (titulo de 10000), B. atrox (titulo de 8000), B. pictus (titulo de 4000), L.
muta (titulo de 2000) y C. durissus (titulo de 1000).

Los anticuerpos anti-miotoxina reconocieron, en condiciones reductoras, bandas
de 21 kDa aproximadamente en los venenos de B. atrox, B. braziliy B. pictus.
Mientras que, a condiciones no reductoras, se reconocieron bandas de 13 kDa y

21 kDa en B. atroxy B. brazili.
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