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RESUMEN

Se han determinado las principales propiedades bioquimicas e
inmunolodgicas de la enzima similar a trombina (EST) de la serpiente peruana
Bothrops atrox (“jergdon”). Para este fin, la enzima fue purificada hasta la
homogeneidad utilizando tres pasos cromatrograficos en Sephadex G-75,
CM-Sephadex C-50 y Agarosa-PAB. Asimismo, se determind el peso
molecular por PAGE-SDS y el porcentaje de carbohidratos asociados
mediante hidrdlisis y analisis de hexosas, hexosaminas y acido sialico. Luego
se ensayaron las actividades fibrinocoagulante, amidolitica y esterasica, sobre
fibrinégeno bovino, BApNA y BAEE, respectivamente, asi como la hidrdlisis
sobre los sustratos cromogénicos S5-2238, 5-2251 y S-2266 y finalmente se
realizd la identificacion de la enzima aislada mediante la técnica de peptide
mass fingerprinting. Para el analisis inmunoquimico, se inmunizaron conejos
albinos con 150 pg de la enzima purificada a fin de obtener un suero
hiperinmune anti-EST de B. atrox. Posteriormente se analizaron los patrones
de reactividad inmunoldgica del suero contra la enzima purificada y los
venenos de Bothrops atrox, Bothrops brazili, Lachesis muta y Crotalus durissus

mediante la técnica de ELISA.

Como resultado del andlisis bioquimico se determind que la enzima
constituye el 1.7% del veneno completo, siendo purificada 25.5 veces y con
un rendimiento del 43.3% utilizando BApNA como sustrato. La enzima
presenta un peso molecular de 29.6 kDa, del cual el 14.2% lo constituyen los
carbohidratos asociados, asimismo la EST de B. atrox produjo coagulacion del

fibrinégeno bovino y presentd actividad sobre BAEE, BApNA, 5-2238 y S-



2266, siendo incapaz de hidrolizar el sustrato S-2251. El andlisis mediante
espectrometria de masas de los péptidos obtenidos por la hidrdlisis de 1la EST
de B. atrox permitieron relacionarla con la proteina venombina A,
presentando una homologia en secuencia del 75% con esta proteina. Al
finalizar el protocolo de inmunizacion se obtuvo un suero hiperinmune anti-
EST de B. atrox con un titulo de 64000, siendo evidencia del potencial
inmunogénico de esta proteina. Por otro lado, los anticuerpos producidos
reaccionaron de forma cruzada con los venenos completos de B. atrox (9.9%)
y B. brazili (9.6%) y en menor intensidad con los de L. muta y C. durissus, con

valores de 5.1% y 4.8%, respectivamente.

De esta forma se ha logrado purificar y caracterizar al principal componente
del veneno de B. atrox relacionado con su actividad coagulante, asi como
determinar su identidad y reactividad inmunoquimica contra otros venenos

de serpientes.

Palabras claves: Bothrops atrox, enzima similar a trombina, veneno,

coagulacion.



SUMMARY

We have determinated the main biochemical and immunological properties
of a thrombin-like enzyme (TLE) isolated from Bothrops atrox Peruvian snake
venom (“jergén”). In this concern, TLE was purified until homogeneity using
three chromatographical steps on Sephadex G-75, CM-Sephadex C-50 and
Agarose-PAB. Furthermore, molecular weight was determinate by PAGE-
SDS and associated carbohydrates by hydrolysis and analysis of hexoses,
hexosamines and sialic acid. Then, fibrinocoagulant, amidolytic and sterasic
activities were measured on bovine fibrinogen, BApNA and BAEE,
respectively, hydrolysis on S-2238, S-2251 and S-2266 chromogenic
substrates, and finally molecular identity of this enzyme was determinated
by peptide mass fingerprinting technique. For the immunochemical analyses,
white rabbits were immunized with 150 pg of EST and an hyperimmune
serum anti-TLE was obtained. Patterns of immunological reactivity were
determined between this serum against TLE and venoms of Bothrops atrox,

Bothrops brazili, Lachesis muta'y Crotalus durissus using ELISA technique.

As a result of biochemical analysis, we determined that this enzyme
represents 1.7% of total venom and was 25.5-fold purified with a 43.3% yield,
using BApNA as substrate. This enzyme had 29.6 kDa, where 14.2% was
associated carbohydrates. The TLE of B. atrox produced coagulation of
bovine fibrinogen and had enzymatic activity on BAEE, BApNA, S-2238 and
S-2266, being unable to act on S-2251. Mass spectrometry analysis of
hydrolyzed EST of B. atrox results on a 75% sequence homology with

venombin A protein. At the final of immunization protocol, we obtained an



anti-TLE hyperimmune serum with a title of 64000, which showed the
potential immunogenicity of this protein. On the other hand, raised
antibodies cross-reacted with total venoms of B. atrox (9.9%) y B. brazili
(9.6%) and with less intensity with those from L. muta and C. durissus (5.1%

and 4.8%, respectively).

In conclusion, we have purified and characterized the main component of B.
atrox venom related to its coagulant activity. Also, we have determined its
molecular identity and immunochemical reactivity against other snake

venoms.

Key words: Bothrops atrox, thrombin-like enzyme, venom, coagulation.



INTRODUCCION

Desde los albores de la humanidad y en casi todos los pueblos primitivos, la
serpiente ha tenido un rol importante como simbolo de traicion y muerte, o
en otros casos como representacion de sabiduria, salud y fertilidad (Russell,

1983).

Contra muchas de estas creencias, la investigacion cientifica ha demostrado
que las serpientes son animales timidos que huyen del hombre y que sélo
atacan cuando se sienten agredidas, o cuando involuntariamente alguien las
golpea o inquieta. Su dependencia del clima hace que ellas sean muy activas
a temperaturas iguales o mayores a 25 °C y tengan poco movimiento cuando
ésta desciende, siendo significativo el hecho que un cambio brusco de
temperatura puede causarles la muerte al producirles una neumonia. Por
ejemplo, para poder extraer el veneno en muchos serpentarios, se baja la
temperatura ambiental y con ello se logra una mejor manipulacion de los

ofidios (Pope, 1955).

Existen especies representativas de serpientes en algunos lugares del mundo
que han sido y son motivo de intensos estudios para conocer su
comportamiento, método de reproduccion, composicion de su veneno y con
todo ello definir los procedimientos apropiados para prevenir y atender una
mordedura (Underwood, 1979). En el caso de los paises de América del Sur,
el Pert tiene el privilegio de albergar una variada fauna de serpientes hasta
ahora poco estudiadas, circunstancia que ha motivado el interés de muchos

cientificos por este grupo de reptiles (Campbell y Lamarck, 1989). Esto hace



que el estudio de los ofidios en nuestro pais sea un drea prioritaria de
investigacion, por el peligro que representan algunas especies de serpientes
venenosas, las cuales son responsables de frecuentes accidentes que en su

mayoria resultan fatales para el hombre (Instituto Nacional de Salud, 2004).

De los numerosos estudios realizados con venenos de serpientes, se ha
demostrado que estos son complejos proteicos farmacologicamente activos,
de naturaleza heterogénea y altamente antigénicos (Chippaux y Goyffon,
1998), sin embargo, el estudio bioquimico de los venenos es aun insuficiente,

siendo necesario realizar investigaciones mas detalladas al respecto.

Las serpientes del género Bothrops habitan una extensa regién de América
que abarca desde México hasta Argentina, habiéndose descrito en nuestro
pais hasta 17 especies de este género (Meneses, 1974), siendo Bothrops atrox
(“jergon”) la mas abundante y peligrosa (Carrillo e Icochea, 1995). Esta
especie habita una amplia regién de la selva sudamericana, comprendiendo
los territorios de Argentina, Bolivia, Colombia y Panama (Campbell y
Lamarck, 1989). En el Peru se encuentra distribuida tanto en la Selva Baja
como en la Selva Alta hasta los 2000 msnm, abarcando los departamentos de
Amazonas, Loreto, San Martin, Ucayali, Huanuco, Pasco, Junin, Ayacucho,

Cuzco y Madre de Dios (Loja et al., 2000).

Morfolégicamente, Bothrops atrox se caracteriza por presentar una cabeza
triangular, aguda a manera de una lanza. Presenta foseta loreal y un cuerpo
robusto que llegan a tener una variedad de colores opacos tales como plomo,
marrén y verde olivo, en cuyo dorso se evidencian manchas con figuras

triangulares de bordes negruzcos, cuyos apices apuntan a la columna



vertebral. Puede alcanzar un tamafio de 2.4 metros y se alimenta de animales
pequenos, aves y otros reptiles, incluyendo serpientes (DeGroot, 2000). Esta
especie es la mas abundante y peligrosa debido a su caracteristica poco
comun en los ofidios de responder agresivamente ante la presencia del
hombre (Yarlequé, 2000). Se calcula que por lo menos el 90% de los

accidentes ofidicos en el pais es causado por esta serpiente (Loja et al., 2000).

Dentro de los trabajos realizados en relacion a la composicion bioquimica del
veneno de Bothrops atrox existen algunos en los cuales se ha determinado que
éste posee una accion coagulante muy marcada (Loayza et al., 1985; Orejuela
et al., 1991), la cual es una de las caracteristicas de su accién bioldgica,
produciendo coagulos que a su vez bloquean parcialmente la circulacion
sanguinea. En este aspecto, las enzimas similares a trombina (EST) son los
principales componentes relacionados con este fenémeno (Lu et al., 2005).
Como consecuencia de la mordedura se presenta dolor muy intenso en la
zona afectada, edema, hemorragia y un severo descenso de la presion arterial
que ocasiona la muerte; en otros casos se observa una masiva necrosis que

lleva a la amputacién del miembro afectado (Kaiser y Michel, 1986).

Es interesante mencionar ademads los usos terapéuticos de las enzimas
similares a trombina obtenidas de otras especies de serpientes, las cuales han
sido utilizadas en humanos para contener hemorragias locales debido a su
alta capacidad para coagular la sangre, o como agentes profildcticos en
terapias defibrinogenantes, es decir, cuando los pacientes requieren que se
les reduzca la concentracion de fibrinégeno plasmatico y con ello evitar una
trombosis (Stocker, 1990a; Stocker, 1990b). Por ello se hace necesario

continuar y profundizar los estudios bioquimicos de los principios activos de



venenos de las especies de serpientes peruanas, como la enzima similar a
trombina de Bothrops atrox purificada en este trabajo, asi como la de los
venenos de Lachesis muta, Bothrops brazili, Bothriopsis bilineatus, Bothrops pictus
y Bothrops barnetti, las cuales fueron identificadas y caracterizadas
parcialmente en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos

(Yarlequé, 2000).

En este contexto, en el presente trabajo nos propusimos en primer lugar
purificar la enzima similar a trombina del veneno de B. atrox mediante
técnicas  cromatograficas, asi como caracterizarla bioquimica e
inmunologicamente, determinando su reactividad cruzada con otros venenos

de serpiente.



ANTECEDENTES

Desde tiempos remotos, las serpientes han sido consideradas como los
animales mas cautelosos y peligrosos, a tal punto que muy pocas personas se
sintieron estimuladas para realizar estudios sobre tales ofidios, mas aun si
eran venenosas, debido fundamentalmente a los peligros que representan sus

mordeduras (Lee, 1979).

Durante mucho tiempo, las serpientes fueron cubiertas de una serie de mitos
y supersticiones. Moise Charas (1685) por ejemplo sostenia que las
mordeduras de éstas eran peligrosas solo cuando el animal estaba irritado
(apud Lee, 1979). Posteriormente, Redi en 1664 demostré después de
multiples observaciones que no sélo el veneno era efectivo cuando se
inyectaba bajo la piel e inefectivo por via oral, sino que tales venenos eran
igualmente peligrosos si provenian de serpientes vivas o muertas
recientemente (apud Lee, 1979). Sin embargo, no fue hasta 1884, donde se
tuvieron las primeras evidencias de que los venenos de serpientes contenian
enzimas proteoliticas, capaces de destruir los tejidos de los mamiferos, asi
como de hidrolizar las proteinas inmersas en sus fluidos biolodgicos (Nahas et
al., 1964). Ademas, también se ha determinado que varios venenos contienen
también factores coagulantes y anticoagulantes de la sangre (Labib et al.,

1981).

Existen mas de 300 especies de serpientes venenosas que se distribuyen por
todo el mundo y son causantes de un nimero no exactamente determinado

de accidentes mortales (Campbell y Lamarck, 1989). En nuestro pais, las



serpientes venenosas estan agrupadas en dos familias: La familia Viperidae y
la familia Elapidae, siendo la primera de gran importancia patoldgica por ser
muy venenosa y peligrosa para el hombre. Dentro de la familia Viperidae, se
encuentra por ejemplo la “shushupe” (Lachesis muta) considerada una de las
serpientes venenosas de mayor tamano en el mundo ya que alcanza una
longitud de hasta 4 m. Se ha determinado que el veneno de esta serpiente
tiene actividad proteolitica, hemorrdgica y coagulante, siendo responsable de
esta ultima una enzima similar a trombina, la cual es capaz de transformar el

fibrindgeno circulante en fibrina (Yarlequé et al., 1989, Magalhaes et al., 2003).

La coagulacion sanguinea es la resultante de un complicado proceso cuya
etapa final es la transformacion de fibrinégeno a fibrina por accion de la
trombina. Sin embargo, muchos compuestos de naturaleza proteica
intervienen para producir el coagulo de fibrina, el cual puede ser
posteriormente removido por accion de la plasmina, enzima que se
encuentra en la sangre bajo la forma de plasmindgeno, en un proceso
denominado fibrindlisis (Fig. 2). De esta manera se puede decir que existe un
equilibrio entre ambos procesos. Ademads, también se conocen factores que
incrementan la permeabilidad de los vasos capilares generando la salida de
la sangre al espacio extravascular, fenomeno denominado hemorragia. Del
mismo modo, varias proteasas de venenos de serpiente han sido reportadas

como responsables del efecto hemorradgico (Kamiguti et al., 1996).

Otro integrante de la familia Viperidae lo constituye el género Bothrops, que
cuenta con 17 especies distribuidas en diversas regiones naturales del Peru
(Meneses, 1974). Dentro de las especies del género Bothrops se encuentra la

serpiente Bothrops atrox “Jergén”. Se han reportado casos de envenenamiento

10



humano producidos por la mordedura de este ofidio presentandose como
consecuencia edema local, hemorragia que puede derivar en necrosis y en los

casos graves hipotension y produccion de uremia (Loja et al., 2000).

En el veneno crudo de Bothrops atrox se ha determinado la presencia de
actividades enzimaticas tales como proteolitica, esterasica, fibrinolitica y
kininogenasica (Loayza et al., 1985), asi como la de 5" nucleotidasa (Heredia et
al., 1982). Posteriormente se consiguid aislar una proteasa de bajo peso
molecular denominada atroxina (Pantigoso et al., 1996) y una miotoxina de
bajo peso molecular (Huatuco et al., 2004). En cuanto a la actividad similar a
trombina, ésta fue detectada en varios venenos botrépicos incluido B. atrox
utilizando como sustratos tanto plasma bovino como fibrinégeno bovino y

canino (Orejuela et al., 1991).

Se han purificado enzimas similares a trombina de diferentes venenos, tales
como la del veneno de Crotalus horridus horridus (Bonilla, 1975), Agkistrodon
contortrix contortrix (Herzig et al, 1970), A. acutus (Ouyang, 1957),
Trimeresurus okinavensis (Anderson, 1972) y Bitis gabonica (Pirkle et al., 1986),
siendo esta lista actualizada constantemente (Pirkle, 1998). La crotalasa del
veneno de la cascabel norteamericana Crotalus adamanteus (Markland vy
Damus, 1971), asi como enzimas similares a trombina de venenos del género
Bothrops, son utilizadas en humanos para contener hemorragias locales por
su alta capacidad para coagular la sangre (Funk et al., 1971; Stocker et al.,
1974; Stocker, 1990a). Se ha podido determinar también que la mayoria de
enzimas similares a trombina de vipéridos remueven el fibrinopéptido A del
fibrindgeno para la formacion de fibrina, a diferencia de la trombina que

remueve los fibrinopéptidos A y B (Stocker, 1982; Castro et al., 2004). Es por

11



esto que, por el modo de accidon que estas proteinas suelen tener sobre
fibrindgeno, se sugiere la rdpida formacidon de microcodgulos que a su vez
serian destruidos por el sistema fibrinolitico originando un descenso notable
en la concentracion normal del fibrindgeno y consecuentemente una
tendencia creciente a la hemorragia (Kini, 2005). De otra parte, la nula accion
mostrada por la heparina en el bloqueo de esta actividad enzimatica le
permite una rdpida acciéon coagulante. Algunas de estas enzimas tienen
utilidad clinica potencial para el tratamiento de enfermedades humanas, ya
que se emplean como agente defibrinogenantes, y son ampliamente usadas
en los laboratorios para la deteccion de fibrinégeno en muestras de sangre

heparinizada (Braud et al., 2000).

Si bien es cierto se han desarrollado técnicas para purificar la enzima similar
a trombina de otros venenos ofidicos, las peculiaridades de la ponzofia de
Bothrops atrox exigen una cuidadosa exploracion de las caracteristicas
quimicas de sus componentes para luego intentar el aislamiento de dicha
enzima. En este aspecto se ha reportado la presencia de isoformas y variantes
geograficas de la accién coagulante para el veneno de la serpiente Bothrops
atrox de Brasil (Cavinato et al., 1998; Petretski et al., 2000). Por ello, no se
puede generalizar en términos absolutos el uso de una técnica, debiendo

examinarse los pasos de purificacion de acuerdo a cada muestra en estudio.

Por otro lado resulta interesante mencionar que si bien las enzimas similares
a trombina constituyen herramientas muy ttiles en el campo clinico siendo
usados como agentes antihemostaticos (Stocker et al., 1982), existen muy
pocos estudios relacionados con la evaluacion inmunogénica de este grupo

de proteinas disefiados bdsicamente para la estandarizacion de métodos

12



inmunoenzimaticos utilizados en la deteccion de estos compuestos tanto in
vitro como in vivo (Nakamura et al., 1992; Nakamura et al., 1993), dilucidar su
utilidad en la investigacion biomédica (Claus y Mebs, 1989; Tan vy
Ponnudurai, 1994), asi como conocer algunos de los parametros
farmacocinéticos que estas enzimas tendrian dentro del organismo

(Nakamura et al., 1995; Zhao et al., 2001).
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MATERIALES Y METODOS

1. Material Biologico

Venenos

Se utiliz6 el veneno de ejemplares 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. El veneno fue extraido por presiéon manual de las glandulas
venenosas, siendo luego liofilizado y conservado a 4 °C hasta su utilizacion

en las pruebas experimentales correspondientes.

Para evaluar la reactividad cruzada se emplearon venenos totales de las
especies: Bothrops brazili, Lachesis muta y Crotalus durissus, procedentes de
ejemplares mantenidos en el mismo serpentario.

Animales de laboratorio

Para la preparacion de anticuerpos policlonales se utilizaron conejos albinos
Nueva Zelanda (2 kg aprox.) los cuales fueron mantenidos en el bioterio del

Instituto de Medicina Tropical “Daniel Alcides Carrion” de la Facultad de

Medicina Humana de la UNMSM.

2. Reactivos
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Sustratos

- Fibrindgeno bovino disuelto en buffer fosfato salino (PBS) 0.02 M, pH 7.4,
hasta una concentracién de 5 mg/mL.

- Benzoil Arginil p-nitroanilida (BApNA), disuelto en dimetil sulféxido
hasta una concentraciéon de 0.09 M. Para los ensayos, el BApNA fue
disuelto hasta una concentracion de 0.9 mM en buffer Tris-HCI 0.05 M, pH
8.1.

- Benzoil Arginil Etil Ester (BAEE), disuelto en buffer Tris-HCl 0.05 M, pH

7.4 hasta una concentracion de 2 mM.

Los reactivos anteriores fueron productos de la compania Sigma Chemical

Company, St. Louis, USA.

- S5-2238  (H-D-fenilalanil-L-pipecolil-L-arginina-p-nitroanilida,  sustrato
cromogeénico para trombina).

- S-2251 (H-D-valil-leucil-lisina-p-nitroanilida, sustrato cromogénico para
plasmina).

- 5-2266 (H-D-valil-leucil-arginina-p-nitroanilida, sustrato cromogénico para

kalikreina glandular).
Los reactivos anteriores fueron productos de la compania Chromogenix
(Molndal, Suecia). Estos fueron disueltos en buffer Tris-HCI 0.05 M, pH 7.5

conteniendo NaCl 0.15 M, hasta una concentracion final de 100 uM.

Soluciones amortiguadoras

15



- Buffer Acetato de Amonio 0.05 M, pH 6.0

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

- Buffer Tris-HC1 0.05 M, pH 7.4

- Buffer Tris-HC1 0.05 M, pH 7.5, NaCl 0.15 M
- Buffer Tris-HC1 0.05 M, pH 8.1

Soluciones para electroforesis

- Buffer del gel de resolucion: Tris-HC1 1.5 M, pH 8.8

- Bulffer del gel de apilamiento: Tris-HCl 1 M, pH 6.8

- Buffer de muestra: Tris-HCI 0.05 M, pH 6.8, SDS 2%, azul de bromofenol
0.1%, glicerol 10%

- Buffer de corrida: Tris-HC1 0.025 M, pH 8.3, glicina 0.192 M, SDS 0.1%

Soluciones para la prueba de ELISA

- Buffer de cubierta: carbonato de sodio 0.015 M, bicarbonato de sodio 0.035
M, pH?7.6

- Buffer Fosfato Salino (PBS) 0.15 M, pH 7.4

- Buffer de incubacién: leche descremada 5%, Tween-20 0.05% en PBS pH
74

- Buffer de lavado: NaCl 0.15 M, Tween-20 0.05%

- Buffer de bloqueo: leche descremada 3%, Tween-20 0.05% en PBS pH 7.4

Patron de Peso Molecular
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Se empled un kit de calibraciéon de proteinas de bajo peso molecular para
electroforesis en geles de poliacrilamida conteniendo SDS (Amersham
Biosciences). La mezcla contenia: fosforilasa b (97 kDa), albumina sérica
bovina (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anhidrasa carboénica (30 kDa),
inhibidor de tripsina (20.1 kDa) y a-lactalbumina (14.4 kDa).

Geles para Cromatografia

Para el fraccionamiento del veneno de Bothrops atrox y purificacion de la
enzima similar a trombina se emplearon columnas cromatograficas de
filtracion molecular, de intercambio idnico y de afinidad, tales como
Sephadex G-75, CM Sephadex C-50 y Agarosa - p-aminobenzamidina (PAB)

(Sigma Chemical Company, St. Louis, USA).

3. 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 Shimadzu UV
120-02. Ademas se empled el método de Lowry et al. (1951) modificado en
nuestro laboratorio (Loayza et al., 1985) utilizando un fotocolorimetro
Spectronic Bausch & Lomb, tomando a la albumina sérica bovina como

proteina estandar.
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4. Purificacion de la enzima similar a trombina

La metodologia de purificacion utilizada se basé en el procedimiento
reportado por Yarlequé et al. (1989) para el aislamiento de la EST de Lachesis
muta. Como primer paso, se aplicaron 200 mg de veneno crudo disueltos en 2
mL de buffer acetato de amonio 0.05 M, pH 6.0 a una columna de Sephadex
G-75 (1.2 x 45.2 cm). La muestra fue eluida con el mismo buffer a un flujo de
13 mL por hora, colectdndose fracciones de 1 mL en un colector automatico
de fracciones Pharmacia-LKB. Se determin¢ la cantidad de proteina presente
en las fracciones y se midio la actividad amidolitica de cada una de éstas

sobre BApNA.

Las fracciones con mayor actividad fueron juntadas, concentradas y
aplicadas a una columna de CM Sephadex C-50 (1.2 x 35 cm), usandose como
eluente buffer acetato de amonio 0.05 M, pH 6.0. Las fracciones retenidas en
el sistema cromatografico fueron eluidas utilizando el mismo buffer
conteniendo NaCl 0.4 M. Luego, las fracciones con mayor actividad

amidolitica fueron juntadas, dializadas contra agua destilada y liofilizadas.

Para el tercer paso cromatografico, las fracciones anteriores, resuspendidas
previamente en buffer Tris-HCl 0.05 M, NaCl 0.5 M, pH 7.5, fueron aplicadas
a una columna de Agarosa-PAB (0.8 x 6.0 cm). Las fracciones retenidas por
afinidad fueron eluidas empleando buffer Tris-HCI 1 mM, NaCl 0.5 M, pH
3.0 y neutralizadas usando Tris 1 M. Finalmente las fracciones con mayor
actividad sobre BApNA fueron concentradas y mantenidas en congelacion

hasta su uso.
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5. Actividad Enzimatica

Actividad Fibrinocoagulante (Devi et al., 1972)

Esta prueba consiste en medir el tiempo de formacion del codgulo originado
por la accion de la enzima similar a trombina del veneno sobre el
fibrinégeno. La mezcla de reaccién contenia 0.2 mL de fibrinégeno bovino (5
mg/mL) en PBS y 0.1 mL del veneno o la enzima, para luego medirse el
tiempo de coagulacion total. Una unidad de actividad (U) se define como la

inversa del tiempo de coagulacion en segundos.

Actividad Amidolitica (Erlanger et al., 1961)

Fue determinada empleando BApNA como sustrato, midiéndose la
liberacion de p-nitroanilida en el rango de luz visible. La mezcla de reaccion
contenia 1 mL de BApNA a una concentracién de 0.9 mM, 0.45 mL de buffer
Tris-HC1 0,05 M, pH 8.1 y 50 uL del veneno o la enzima en estudio. Luego de
10 minutos a 37 °C, se adiciond 1 mL de acido acético al 60% para detener la
reaccion, midiéndose finalmente la absorbancia a 405 nm. Una unidad de
actividad (U) es expresada como pmoles de p-nitroanilida liberados por

minuto.

Actividad Esterdsica (Schwert y Takenaka, 1955)

Esta actividad fue determinada midiendo la hidrolisis del sustrato BAEE. Se

mezclaron 1.5 mL de BAEE 2 mM y 1.4 mL de buffer Tris-HCl 0.05 M, pH 7 4,

19



y luego de 3 minutos de pre-incubacién a 37 °C se adiciond 0.1 mL del
veneno crudo o la enzima purificada midiéndose el incremento de la
absorbancia a 253 nm. Una unidad de actividad (U) corresponde a la

cantidad de umoles de BAEE hidrolizados por minuto.

Actividad sobre otros sustratos sintéticos

Se emplearon los siguientes sustratos: 5-2238 (H-D-fenilalanil-L-pipecolil-L-
arginina-p-nitroanilida, sustrato cromogénico para trombina), S-2251 (H-D-
valil-leucil-lisina-p-nitroanilida, sustrato cromogénico para plasmina) y S-
2266 (H-D-valil-leucil-arginina-p-nitroanilida, sustrato cromogénico para
kalikreina glandular) provenientes de Chromogenix (Molndal, Suecia),
disueltos en buffer Tris-HCl 0.05 M, pH 7.5 conteniendo NaCl 0.15 M, a una

concentracién final de 0.1 mM.

La hidrdlisis de los sustratos sintéticos por el veneno crudo y por la enzima
purificada fue medida en una lectora de microplacas Thermomax (Molecular
Devices, Menlo Park, CA, USA), siguiendo la absorbancia a 405 nm a 37 °C

durante 20 min a intervalos de 10 s.

6. Evaluacion de la pureza y determinacion del peso molecular
Se emple6 la Electroforesis en Geles de Poliacrilamida en condiciones

denaturantes con SDS (PAGE-SDS), de acuerdo al método de Laemmli

(1970), utilizando un equipo de electroforesis vertical en placa Mini-
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PROTEAN 3. Para esto, 10 ug de la enzima fueron tratadas con 10 uL de

buffer de muestra bajo condiciones no reductoras a 100 °C durante 5 min.

La corrida electroforética se realiz6 aplicando 100 V constantes durante 1 h.
Luego de transcurrido el tiempo, el gel fue transferido a una solucion
colorante de azul brillante de Coomassie 0.1% por 10 min, para luego ser
destefiido hasta evidenciar las bandas proteicas. El peso molecular de la
enzima purificada fue estimado por comparacion con una mezcla de

calibracion de proteinas para electroforesis en gel.

7. Determinacion de azucares asociados

Para la determinacion de carbohidratos asociados a la enzima similar a

trombina purificada se efectuaron las siguientes pruebas:

Determinacion de hexosas

Mediante esta técnica, las hexosas asociadas a la proteina son hidrolizadas
produciendo el hidroximetilfurfural, un compuesto incoloro intermediario, el
cual reacciona con el orcinol, formando un compuesto coloreado que puede
ser determinado fotocolorimétricamente (Winzler, 1955). La mezcla de
reaccion contenia: 0.2 6 0.4 mL del veneno crudo (1 mg/mL) o de la enzima
purificada (0.2 mg/mL), completados con agua destilada hasta 0.5 mL; 2 mL
del reactivo Orcinol-H2SOs, calentandose luego a 80 °C por 30 min y dejando
enfriar en agua, para finalmente medir la absorbancia de esta mezcla a 540

nm.
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Determinacion de hexosamina

La prueba consiste en la hidrdlisis dcida de la muestra, que provoca la
liberacion de la hexosamina y su acetilacion con acetilacetona. Su posterior
tratamiento con dlcali forma wun pirrol, el cual se une al p-
dimetilaminobenzaldehido (Reactivo de Ehrlich) produciendo un derivado
coloreado que puede ser determinado fotocolorimétricamente (Winzler,
1955). La mezcla de reaccion contenia: 0.2 6 0.4 mL del veneno crudo (10
mg/mL) 6 0.5 mL de la enzima purificada (0.2 mg/mL), previamente
hidrolizados con HCI en un bafio de agua a 100 °C y neutralizados con
NaOH 3 N, completdandose hasta 0.5 mL con agua destilada. Luego, se
adiciond 0.5 mL de acetilacetona, y se hizo hervir por 15 min. Posteriormente
se agregaron 2 mL de etanol al 95% y 0.5 mL del Reactivo de Ehrlich,

midiéndose después de 30 min la absorbancia de esta mezcla a 530 nm.

Determinacion de dcido sidlico

Esta prueba se fundamenta en la remocién de los grupos acetilo o glicolilo
del grupo amino del acido sidlico en un medio ambiente fuertemente acido.
El producto de esta reaccion se oxida por la accion del periodato, para luego
ser acoplada con 4cido tiobarbittrico y formar un derivado coloreado que es
extraido con ciclohexanona, y luego medido por métodos fotocolorimétricos
(Warren, 1959). La mezcla de reaccidon contenia: 0.1 mL de veneno crudo (10
mg/mL) 6 0.2 mL de la enzima purificada (0.2 mg/mL) previamente
calentados a 80 °C por 1 h en H2SOs 0.1 N. Se anadié luego 0.1 mL de

solucién periodato y se dejé en reposo por 20 min a temperatura ambiente.
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Después se adicion6 1 mL de solucion de arsenito, agitando hasta
desaparecer el color amarillo, y 2 mL de solucién de acido tiobarbiturico
luego de lo cual hirvié en un bafio de agua a 100 °C por 15 min. Después de
esta reaccion, se separ6 una alicuota de 1.5 mL de la mezcla y se agrego
ciclohexanona, en proporcion 1:1, se agitd 2 veces y se centrifugd a 3000 rpm

por 10 minutos, midiéndose la absorbancia del sobrenadante a 549 nm.

8. Digestion in gel e identificacion de proteinas mediante espectrometria

de masas

Luego de realizada la electroforesis en geles de poliacrilamida, la banda
correspondiente a la enzima similar a trombina fue escindida y rehidratada
con acetonitrilo 50% en bicarbonato de amonio 25 mM. La proteina fue
reducida con ditiotreitiol (DTT) 10 mM en bicarbonato de amonio 25 mM a
57 °C durante 1 h, y S-carbamidometilada con iodoacetamida 55 mM en

bicarbonato de amonio 25 mM a temperatura ambiente durante 1 h.

La digestion in gel fue llevada a cabo con 12.5 ng/uL tripsina a 37 °C durante
15 h. Posteriormente, se mezclaron 0.5 pL de los fragmentos peptidicos con
0.5 pL de acido a-ciano-4-hidroxicinamico en acetonitrilo 50% / TFA 1% (10
mg/mL) y luego aplicados a un espectrometro de masas Applied Biosystems
4700 Proteomics Analyzer, ABI, para su andlisis mediante MALDI-TOF MS
(del inglés, matriz-assisted laser desortion/ionization - time-of-flight mass

spectrometry) utilizando un rango de deteccion de 500 a 4500 Da.
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Los pmfs (del inglés, peptide mass fingerprints) recuperados del procedimiento
anterior fueron graficados utilizando el programa Data Explorer Version 4.4
(Applied Biosystems) y analizados empleando el programa on line MASCOT
(http://www.matrixscience.com) (Perkins et al., 1999) siendo contrastados
contra la base de datos de secuencias de proteinas para espectrometria de
masas (MSDB). Mediante este analisis, los picos correspondientes a los pmfs
son combinados in silico con los de proteinas conocidas permitiendo la

identificacion de la proteina digerida inicialmente (Fig. 7).

9. Protocolo de inmunizacion

Para la produccion de anticuerpos anti-EST de B. atrox, se utilizaron conejos
albinos Nueva Zelanda (2 kg aprox.), los cuales fueron inmunizados
inicialmente con 150 pg de la EST del veneno de B. atrox, previamente
emulsificados con un volumen equivalente de adyuvante completo de
Freund (CFA) e inyectados por via intradérmica, en cada uno de los animales
en volumenes de 0.25 mL seleccionando cuatro lugares del dorso. Luego de
10 dias se aplicaron tres dosis de refuerzo con 150 pg de la enzima,
preparadas en adyuvante incompleto de Freund (IFA) a intervalos de 20 dias.
Diez dias después de aplicada cada dosis de refuerzo, se extrajo sangre a
partir de la vena marginal de la oreja y al finalizar el protocolo de
inmunizacion, la sangre se obtuvo mediante puncién cardiaca, a fin de
obtener los anticuerpos reactivos en el suero contra la proteina en estudio.

10. Deteccion de anticuerpos contra la EST del veneno de B. atrox y

determinacion de la reactividad cruzada contra otros venenos de serpiente
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Los anticuerpos IgG anti-EST de B. atrox fueron detectados mediante la
técnica de ELISA (Engvall y Perlmann, 1971), calculdndose ademas el titulo
correspondiente siguiendo el método de titulacion a punto final (Alzamora et
al., 2002). Para ello se emplearon placas de 96 pocillos (Nunc-Immuno™,
Dinamarca) cubiertas con 100 pL/pocillo de EST de B. atrox (1 ug/mL)
disuelto en buffer de cubierta, durante una noche a 4 °C. Después de tres
lavados sucesivos empleando buffer de lavado, se aplico en los pocillos
buffer de bloqueo por 1 h a 37 °C. Luego de tres rondas de lavado, se
aplicaron 100 pL/pocillo de suero de conejo obtenido al final del protocolo de
inmunizacion (dia 70), diluido seriadamente con factor 2 a partir de 1/1000 en
el buffer de bloqueo, e incubados durante 1 h a 37 °C. Las placas fueron
lavadas nuevamente y los anticuerpos unidos fueron detectados empleando
anti-IgG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina (1/4000 en buffer de
bloqueo) seguido de la adicion del sustrato respectivo (100 uL/pocillo de p-
nitrofenil fosfato disuelto en buffer Tris). Después de 30 min a 20-22 °C, la
reaccion se detuvo mediante la adicion de 50 pL/pocillo de NaOH 3 M
registrandose la absorbancia a 405 nm en un lector de placas Titertek
Multiskan PLUS MKIIL El titulo del suero respectivo correspondié a la
inversa de la dilucion del mismo la cual produjo un 50% de la maxima

absorbancia registrada.

Por otro lado, se evaluo la reactividad cruzada del suero anti-EST de B. atrox
contra los venenos de B. atrox, B. brazili, L. muta y C. durissus siguiendo para
esto los mismos pardmetros utilizados en la deteccion de anticuerpos, y
expresada como porcentaje de las densidades Opticas resultantes de la
reaccion entre los mencionados venenos y el suero anti-B. atrox considerando

como 100% el valor de absorbancia obtenido entre la EST de B. atrox y su
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respectivo suero a una dilucién equivalente al titulo obtenido para esta

proteina.
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RESULTADOS

1. Purificacion de la enzima

En el primer paso de purificacion (Fig. 4A), el veneno fue fraccionado en tres
picos de proteina, encontrandose la actividad enzimatica en las fracciones
correspondientes al primer pico con un Ve/Vo de 1.50. La actividad
amidolitica estuvo presente en estas fracciones, las cuales después de ser
juntadas y concentradas fueron pasadas a través de una columna de CM

Sephadex C-50.

En este segundo paso de purificacion (Fig. 4B) la actividad amidolitica fue
ubicada en las fracciones que se separaron de la matriz empleando NaCl 0.4
M. Dichas fracciones fueron dializadas contra agua destilada, liofilizadas y
disueltas en buffer Tris-HCI 0.05 M, NaCl 0.5 M, pH 7.5 para ser aplicadas a

una columna de Agarosa - PAB.

En este tercer paso de purificacion (Fig. 4C) se consiguié la separacion
completa de la enzima luego de aplicar buffer Tris-HCI 1 mM, NaCl 0.5 M,
pH 3.0, lograndose una purificacion de 25.5 veces, un rendimiento de 43.3% y
1.7% de proteina activa recuperada. En la Fig. 4 se muestran los perfiles
cromatograficos obtenidos y en la Tabla 1 se indica lo referente al cuadro de

purificacién de la proteina en estudio.

2. Purezay peso molecular de la enzima
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El ensayo electroforético en PAGE-SDS en condiciones no reductoras mostré
que la enzima purificada corresponde a una unica banda homogénea. Los
resultados demuestran que esta enzima presenta un peso molecular

aproximado de 29.6 kDa (Fig. 5).

3. Actividad sobre diferentes sustratos

La enzima similar a trombina purificada fue capaz de coagular el fibrindgeno
bovino; comparando los tiempos de coagulacién obtenidos con el veneno
crudo y la enzima purificada se encontraron actividades especificas de 1.26 y
5.50 U/mg respectivamente, siendo la actividad de la enzima purificada 4.37

veces mas que la actividad del veneno crudo (Tabla 2).

La enzima purificada también muestra una gran capacidad para hidrolizar
sustratos sintéticos como el BApNA con una actividad especifica de 0.874
U/mg, mientras que sobre ésteres sintéticos de arginina como el BAEE
mostro una actividad de 45.83 U/mg, siendo la actividad purificada 25.5 y
23.4 veces, respectivamente, con respecto a la actividad mostrada por el

veneno crudo (Tabla 2).

En el caso de las actividades sobre otros sustratos sintéticos especificos éstas
fueron de 8.7 y 22.7 U/mg sobre S-2238 para el veneno crudo y la enzima
purificada respectivamente, y de 7.8 y 23.4 U/mg sobre S5-2266 para el veneno

crudo y la enzima purificada respectivamente. No se encontré actividad
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sobre S5-2251 bajo las mismas condiciones de trabajo tanto para el veneno

crudo como para la enzima purificada (Tabla 2).

4. Contenido de carbohidratos

El andlisis de carbohidratos para el veneno crudo determiné un 1.83% de
hexosas, 0.61% de hexosaminas y 0.19% de acidos sialicos; es decir un total
de 2.63% de carbohidratos asociados. En cambio la enzima purificada
registrd 12.1% de hexosas, 1.36% de hexosaminas y 0.75% de acidos sialicos,
con un total de 14.21% de carbohidratos, lo que demuestra que se trata de

una glicoproteina (Tabla 3).

5. Analisis de la enzima purificada mediante espectrometria de masas

En la Fig. 6 se muestra el espectro de masas de los fragmentos peptidicos
producto de la hidrdlisis de la enzima purificada con tripsina. A partir del
analisis en el programa Data Explorer Version 4.4 (Applied Biosystems) se
pudieron recuperar 24 fragmentos peptidicos con valores de masas
comprendidos entre los 500 y 4500 Da, determindndose a su vez la

intensidad de sefal respectiva en escala porcentual.

Los valores de masas de fragmentos peptidicos obtenidos anteriormente
fueron utilizados para la identificacion de la proteina mediante el programa
MASCOT (http://www.matrixscience.com/search_form_select.html, opcion:

peptide mass fingerprinting). Como resultado del el andlisis in silico se obtuvo
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un score de alineamiento de 125 (expect: 10 con la proteina denominada
venombina A (EC 3.4.21.74) (Fig. 8). Para este anadlisis se utilizaron sdlo 14 de
los 24 péptidos recuperados para la proteina en estudio, los cuales
comprenden un 75% del total de su secuencia (Fig. 9A). La venombina A es
la enzima similar a trombina del veneno de B. a. moojeni y su secuencia de
aminodcidos exhibe una homologia significativa con enzimas proteoliticas
como la tripsina, la kalikreina pancreatica y la trombina, lo cual indica que se

trata de un miembro de la familia de las serinoproteasas (Itoh et al, 1998).

6. Deteccion y titulo de anticuerpos contra el veneno de Bothrops atrox

Se realizé el seguimiento de la respuesta inmune de los conejos albinos
mediante ELISA desde el dia 0 hasta el dia 70 del protocolo de inmunizacién.
La Fig. 8 muestra los niveles de produccion de anticuerpos IgG especificos
contra la EST del veneno de B. atrox, la cual alcanzdé su maximo valor
después de la tercera dosis de refuerzo (dia 50), y se mantuvo hasta el final
del protocolo de inmunizacién. Asimismo, se determind el titulo de
anticuerpos anti-EST de B. atrox en el suero obtenido al final del protocolo de

inmunizacion, el cual correspondi6 al valor de 64000 (Fig. 10).

7. Reactividad cruzada determinada por ELISA
Al evaluarse la reactividad del suero anti-EST de B. atrox contra los venenos

de B. atrox, B. brazili, L. muta y C. durissus, mediante la técnica de ELISA, se

obtuvo un valor maximo de densidad optica a 405 nm producto de la
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reaccion entre los anticuerpos anti-EST y la EST de B. atrox (Fig. 11). Ademas,
se observd que el suero reacciond de forma cruzada con los otros venenos de
serpiente, pero con menor intensidad, siendo los valores de reactividad
cruzada para los venenos de B. atrox, B. brazili, L. muta 'y C. durissus, de 9.9%,

9.6%, 5.1% y 4.8% respectivamente.
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DISCUSION

El mecanismo de coagulacién sanguinea es un proceso complicado que tiene
como finalidad la conversion del fibrinégeno plasmatico (factor I) en fibrina
por accion de una proteasa especifica, la trombina, que hidroliza los enlaces
arginil-glicil del fibrinogeno. La molécula del fibrindgeno presenta una
estructura trinodular, esta formada por tres pares de cadenas polipeptidicas
unidas por puentes disulfuro, tales cadenas son 2 Aa, 2B y 2 vy. La
propiedad coagulante de la trombina radica en la liberacién de dos pares de
pequenos péptidos polares, los fibrinopéptidos A y B de las cadenas Aa y Bf3
respectivamente, convirtiendo al resto de la molécula en el mondmero de
fibrina. Estos mondémeros a su vez se polimerizan espontdneamente
mediante dos diferentes clases de interacciones moleculares, “extremo a

extremo” y lateral, para formar el coagulo insoluble de fibrina.

1. Enzima similar a trombina

Los venenos de los vipéridos presentan cantidades significativas de enzimas
similares a trombina y el mecanismo de formaciéon del codgulo de
fibrindgeno por accion de éstas es diferente al provocado por trombina. Estos
componentes preferentemente liberan sélo fibrinopéptidos A o B, mientras
que la trombina produce la liberacion de ambos fibrinopéptidos de la

molécula del fibrindgeno, es decir, los fibrinopéptidos A y B.
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La mayor parte de las enzimas similares a trombina son serinoproteasas y no
solo son similares a la trombina en sus propiedades fisicas y quimicas sino
que contienen residuos reactivos de serina, acido aspartico e histidina como
la trombina. Un hecho importante es que las actividades coagulante y
esterdsica de estas enzimas son inhibidas simultdneamente por agentes
especificos que modifican la proteina, siendo éste un indicativo que dichas

actividades parecen residir en el mismo sitio activo.

Generalmente las enzimas similares a trombina no son inhibidas por los
principales inhibidores de la trombina, tales como la heparina, atn en
presencia de plasma como fuente de antitrombina III, otro de estos
inhibidores. De igual manera, la actividad de estas enzimas similares a
trombina no se ve reducida por moléculas como la hirudina o inhibidores de

proteasas inespecificas.

Otro aspecto interesante de estas enzimas es que, presenten de forma
altamente purificada y aplicados en animales o humanos produce un
descenso en los niveles de fibrindgeno, resultando en un estado benigno de
hipofibrinogenemia, razén por la cual es empleada en el campo clinico para
el tratamiento de oclusiones vasculares y terapias defibrinogenantes. La
dosis inicial de enzima es aplicada lentamente a fin de no generar
complicaciones, ya que aplicaciones rapidas pueden causar formacién de

trombos.
Debe recordarse que las enzimas similares a trombina son coagulantes tanto

in vitro como in vivo y que la incoagulabilidad de la sangre observada en las

victimas de mordedura por vipéridos se produce como consecuencia de la
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reduccion del fibrindgeno y la rapida accion del sistema fibrinolitico que

destruye los codgulos de fibrina formados por estas enzimas (Lu et al., 2005)

(Fig. 2).

2. Purificacidn de la enzima similar a trombina de Bothrops atrox

Las proteinas son macromoléculas cuyas unidades estructurales o
monomeéricas son los aminodcidos y que cumplen un papel basico en la
funcién y arquitectura celular. Estas presentan diferentes propiedades
caracteristicas, las cuales pueden ser aprovechadas para su separacion,
basandose principalmente en el tamafio molecular, solubilidad, carga
eléctrica, diferencias en sus caracteristicas de adsorcidon, asimismo por su

afinidad bioldgica para otras moléculas.

La cromatografia es una técnica de separacion que aprovecha la distribucion
diferencial de las sustancias entre una fase moévil y una fase estacionaria. De
acuerdo a la naturaleza de las interacciones de las sustancias con la fase
estacionaria, la cromatografia puede dividirse en: a) cromatografia de
adsorcion, b) cromatografia de reparto, c) cromatografia de intercambio

ionico, d) cromatografia de penetrabilidad y e) cromatografia de afinidad.

En el caso de la cromatografia de filtracion en gel, un tipo de cromatografia
de reparto, ésta permite la separacion de moléculas en funcién de sus
propiedades fisicas, forma y tamafio molecular, la cual se logra por el paso
de la muestra a través de la fase estacionaria, formada por una resina porosa,

y la fase movil, constituida por agua o cualquier disolucién electrolitica. La
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separacion de las moléculas (elucién) es independiente del tipo de fase movil
utilizada (eluente) o de caracteristicas como su pH y fuerza idnica, ya que
solo es funcion de la forma, del tamafno molecular y de las dimensiones de
los poros del gel. Este tipo de cromatografia es ampliamente aceptada debido
a que es un método simple, rapido y puede ser usado siempre que exista una
diferencia suficiente en relacién a los pesos moleculares de los componentes
de la muestra en estudio. Los resultados obtenidos proporcionan una buena
purificacion, el rendimiento aprovechable es bueno (casi el 100%) y es poco

probable la denaturacion de muestras labiles tales como enzimas.

En relacion a la cromatografia de intercambio idnico, ésta se basa en las
interacciones electrostaticas entre los grupos ionizables de los productos a
separar y los grupos cargados unidos covalentemente a un soporte o resina.
Este tipo de cromatografia puede aplicarse a la separacion de aminoacidos,
péptidos, proteinas, nucledtidos y en general a todos los compuestos de
interés bioldgicos que tengan naturaleza ionica. Las resinas cargadas
positivamente retienen iones cargados negativamente (aniones) y por ello se
les denomina intercambiadores anidnicos. Las resinas cargadas
negativamente retienen iones con carga contraria (cationes) y son
denominados intercambiadores cationicos. Los grupos fendlicos, carboxilos y
sulfénicos se utilizan como intercambiadores catidnicos, mientras los grupos

amino, alifaticos y aromaticos se utilizan como intercambiadores anionicos.

Con respecto a la cromatografia de afinidad, esta técnica permite la
separacion de mezclas proteicas por su afinidad o capacidad de unién a un
determinado ligando (anticuerpos, cofactores, inhibidores enzimaticos y

otras moléculas). En este caso, las proteinas que se retienen en la columna
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son aquellas que se unen especificamente a un ligando previamente unido
covalentemente a la matriz de una columna. Después de lavar o eluir las
proteinas que no se unen al ligando, la proteina de interés inicialmente
retenida se libera empleando una soluciéon que contenga o bien al ligando
libre o bien otro compuesto que rompa la interaccion entre el ligando y la
proteina. Generalmente se utiliza un cambio de pH el cual modifica las
caracteristicas de los sitios activos de las enzimas, eluyéndose asi sélo el
compuesto de interés. Entre las caracteristicas de este tipo de cromatografia
de afinidad estan una alta selectividad en el mecanismo de retencién, un
campo de aplicacién restringido y la capacidad de emplear estas columnas

en sistemas bajo presion.

En el presente trabajo se utilizd6 como primer paso cromatografico para la
purificacion de la enzima similar a trombina de Bothrops atrox, una
cromatografia sobre Sephadex G-75, sistema que permitié la separacion del
extracto proteico que constituye el veneno como puede apreciarse en la Fig.
4A. Se han diferenciado tres picos principales de proteina, correspondiendo
la enzima a la porcién correspondiente al primer pico. Esto nos indica que la
proteina coagulante que hemos aislado se encuentra en torno a la fraccion
proteica de alto peso molecular que eluye con un volumen de elucién (Ve)

cercano al volumen vacio o muerto (Vo).

En el segundo paso (Fig. 4B), el uso de la columna de Carboximetil Sephadex
C-50 (CM Sephadex C-50), que es una columna combinada de filtracion
molecular e intercambio catidénico posibilito la separacién de dos picos de
proteina eluida con el buffer inicial que corresponde a la fraccion proteica

cargada negativamente y que por tal razon es repelida por el sistema que
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tiene la misma carga. La enzima similar a trombina eluye al adicionarse al
buffer NaCl 0.4 M y el hecho de que aparezca en el primer pico indica
claramente que se encontraba atrapada por el intercambiador lo que significa
que se trata de una proteina cargada positivamente a pH 6.0, es decir, que su

pl estaria en el rango de neutro o ligeramente alcalino.

Como tercer paso cromatografico (Fig. 4C) se empled una columna de
Agarosa - p-aminobenzamidina (PAB). Esta molécula es un inhibidor
competitivo especifico de serinoproteasas, mediante la cual se pudo retener a
las fracciones con afinidad a ésta para su posterior separacion mediante un
cambio en el valor de pH de 7.5 a 3.0. Con esta metodologia se consiguid
separar a la enzima similar a trombina mientras que las fracciones que no se

ligaron a la columna correspondian a proteinas contaminantes.

El analisis electroforético de las fracciones obtenidas (Fig. 5) demostrd la
existencia de una sola banda proteica y por tanto podemos afirmar que el
método desarrollado es apropiado y sencillo para purificar esta enzima

logrando un factor de purificacién de 25.5 veces y un rendimiento de 43.3%.

Las enzimas similares a trombina purificadas de otros venenos han sido
obtenidas mediante combinaciones de técnicas cromatograficas. Asi tenemos
que para la purificacion de la balterobina, enzima coagulante aislada del
veneno de Bothrops alternatus, se emplearon métodos cromatograficos sobre
Sephadex G-75, Heparina-Sepharosa y HPLC (Smolka et al., 1998). Del mismo
modo Jin et al. (2005) purificaron la enzima jerdonobina-II del veneno de
Trimeresurus jerdonii, aplicando la muestra en primer lugar a un

intercambiador catiénico de CM Sephadex C-25, posteriormente a una

37



columna de filtracién en Sephadex G-100 super fino y finalmente a una
columna Cs de HPLC en fase reversa. Finalmente la enzima similar a
trombina del veneno de Lachesis muta fue aislada por Yarlequé et al. (1989) a
través de tres pasos cromatograficos, los dos primeros en Sephadex G-100 y
el Gltimo en una columna de intercambio idnico de DEAE-Celulosa,

lograndose una purificacion de 28.92 veces y un rendimiento de 44.76%

3. Purezay Peso Molecular

La pureza de la muestra se evalia mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida en los cuales, variando las concentraciones de los mondmeros,
pueden conseguirse diferentes reticulados de los polimeros. De esta forma, la
separacion se produce no solo por la diferencia de carga, sino también por la
diferencia de tamafio. En el caso de la electroforesis con SDS, la estructura
nativa de las proteinas es modificada ya que este compuesto le confiere carga
negativa suficiente a la molécula para que la separacion se dé por su masa
molecular. La desnaturalizacion incrementada por la temperatura permite
que el SDS interactte con la proteina generalmente a razén de una molécula
de detergente por cada cuatro residuos de aminodacidos, dando como
resultado que todas las proteinas tengan la misma densidad de carga siendo

ésta proporcional a la masa molecular.

El analisis electroforético con SDS en condiciones no reductoras (Fig. 5)
demostrd que la enzima purificada presenta una sola cadena polipeptidica,
con un peso molecular aproximado de 29.6 kDa. Esta enzima tiene un

mediano peso molecular pero se encuentra dentro del rango de pesos
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moleculares reportados para varias enzimas similares a trombina aisladas de

venenos de serpiente (Tabla 4).

4. Actividad sobre sustratos sintéticos

La evaluaciéon de las propiedades cinéticas de enzimas proteoliticas es
complicada por dos hechos: 1) la naturaleza del sustrato: una proteina y 2) la
especificidad de la enzima. Este tipo de enzimas reconoce el lado carboxilo
de un residuo de aminoacido especifico, el cual forma parte del enlace
peptidico a ser hidrolizado. Por esta razon, se requiere de sustratos sintéticos
que imiten las estructuras involucradas en el enlace peptidico del sustrato
original. Generalmente son residuos de aminoacidos especificos para cada
enzima, que tienen bloqueado el extremo amino por algtin grupo quimico
que simula la continuacion de la proteina. En el extremo carboxilo se une,
quimicamente, un grupo cromogeno como la p-nitroanilida, el cual es
liberado como parte de la hidrdlisis resultando en una forma facil de
detectarla. La hidrolisis de un sustrato sintético conocido permite la
identificacion de la especificidad de la enzima a estudiar y con un juego de
varios sustratos e inhibidores se puede clasificar a una enzima. El uso de
sustratos sintéticos da otra ventaja. Con ellos es posible realizar ensayos de
actividad del tipo cinéticos; esto es, aquellos que permiten seguir el curso de

la reaccion conforme ésta ocurre.

En el presente estudio se evalud la capacidad de la enzima similar a trombina

aislada de B. atrox para hidrolizar diversos sustratos sintéticos que contienen
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como grupo cromogénico a la p-nitroanilida (Fig 3). Durante los diversos
pasos de purificacion se empled el sustrato BApNA el cual permite la
caracterizacion de enzimas del grupo de las serinoproteasas como la tripsina
y quimiotripsina y al cual pertenecen las enzimas similares a trombina de
venenos de serpiente (Castro et al., 2004). Las fracciones que mostraron mas
actividad sobre este sustrato fueron ensayadas en su capacidad para coagular
el fibrindgeno bovino obteniéndose resultados positivos indicando que
ambas actividades estan presentes en la enzima en estudio. En el caso del
TAME, por su estructura molecular permite la caracterizacion de enzimas
que hidrolizan el enlace ester entre la arginina y el grupo metilo. La
capacidad de la enzima para hidrolizar este sustrato nos indica que ésta

pertenece al gran grupo de proteasas esterasicas (Castro et al., 2001).

En el caso de los sustratos sintéticos 5-2266, S-2238 y S-2251, su empleo nos
permitié determinar la especificidad en reconocimiento de los aminoacidos
unidos al grupo cromogénico p-nitroanilida por parte de la enzima similar a
trombina de B. atrox. Como se muestra en la Tabla 2, la enzima fue capaz de
hidrolizar los sustratos S-2266 (sustrato para kalikreina glandular) y S-2238
(sustrato para trombina), mientras que fue incapaz de hidrolizar el sustrato
S-2251 (sustrato para plasmina). En base a las caracteristicas estructurales de
estos sustratos podemos afirmar que la enzima presenta una especificidad
para hidrolizar sustratos que contengan preferentemente arginina como el
aminodacido que se une al grupo cromogénico a diferencia de la lisina la cual
se encuentra en la estructura del S-2251, lo cual constituye una evidencia
adicional de que esta enzima pertenece al grupo de las serinoproteinasas.
Este analisis también fue realizado utilizando la enzima similar a trombina

de Lachesis muta muta empleando sustratos cromogénicos con aminodcidos
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diversos en su estructura (Magalhaes et al., 2006). El hecho de que la enzima
purificada hidrolice sustratos especificos para dos enzimas diferentes como
la kalikreina y la trombina indican por un lado que nuestra enzima presenta
caracteristicas de la trombina como la de coagular el fibrindgeno, mientras
que por otro esta relacionada con las enzimas del grupo tripsina/kalikreina.
Esto fue demostrado por Itoh et al. (1988) para el caso de batroxobina, la
enzima similar a trombina de la serpiente B. a. moojeni mediante el analisis de

la secuencia nucleotidica del gen.

5. Naturaleza glicoproteica

Uno de los aspectos que se abarco en esta investigacion fue la asociaciéon de
carbohidratos a la estructura proteica de la enzima similar a trombina
purificada. En primer lugar, se calculdé que el veneno de Bothrops atrox
contiene un 2.63% de carbohidratos asociados y que la enzima purificada
mostré ser una glicoproteina, conteniendo 12.1% de hexosas, 1.36% de
hexosaminas y 0.75% de dacido sidlico (Tabla 3). El contenido de
carbohidratos asociados a la enzima similar a trombina B. atrox de 14.21%, se
encuentra dentro del rango reportado para numerosas enzimas similares a
trombina aisladas de veneno de serpientes (Tabla 4). Un posible rol de los
oligosacaridos en las glicoproteinas es el de modular sus propiedades
fisicoquimicas, tales como la solubilidad, viscosidad, estabilidad de carga.
Respecto a este dltimo punto, al tratar la enzima similar a trombina del
Lachesis muta con una N-glicosidasa F (PNGasa F) y proceder a la
electroforesis mediante PAGE-SDS, se observé un aumento en la movilidad

electroforética de la proteina tratada en comparacién con la proteina no
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tratada (Magalhaes et al., 2003). Otro rol probable de los carbohidratos seria
el de proteger a la enzima de la proteolisis, teniendo en cuenta el entorno

fuertemente proteolitico del veneno (Oshima e Iwanaga, 1969).

6. Identificacion de la enzima similar a trombina mediante espectrometria

de masas

La espectrometria de masas es una técnica analitica que ha experimentado un
gran desarrollo tecnoldgico en los ultimos afios. Permite estudiar compuestos
de naturaleza diversa: orgénica, inorganica o bioldgica y obtener informacion
cualitativa o cuantitativa. Mediante el analisis por espectrometria de masas
es posible obtener informaciéon de la masa molecular del compuesto
analizado, asi como obtener informacion estructural del mismo. Para ello es
necesario ionizar las moléculas y obtener los iones formados en fase gaseosa.
Este proceso tiene lugar en una fuente de ionizacion y actualmente, existen
diferentes técnicas que permiten llevarlo a cabo como Impacto Electronico
(EI), Bombardeo con atomos rapidos (FAB), Ionizacion Quimica a Presion
Atmosférica (APCI), Desorcién/Ionizacion por Laser Asistida por Matriz
(MALDI) o Electrospray (ESI). Los iones generados son acelerados hacia un
analizador y separados en funcion de su relaciéon masa/carga (m/z) mediante
la aplicacion de campos eléctricos, magnéticos ¢ simplemente determinando
el tiempo de llegada a un detector. Los iones que llegan al detector producen
una sefal eléctrica que es procesada, ampliada y enviada a un ordenador. El
registro obtenido se denomina espectro de masas y representa las
abundancias idnicas obtenidas en funciéon de la relacion masa/carga de los

iones detectados.
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En el estudio de proteinas, la espectrometria de masas permite la
identificacion de éstas a través de la interpretacion de los espectros de
fragmentacion de los péptidos generados a partir de su proteolisis
(habitualmente con tripsina). La muestra es introducida en un espectrémetro
de masas, por lo general, previo fraccionamiento mediante una nanocolumna
(100 M de didmetro interno) de fase reversa (C18), permitiendo asi la entrada
secuencial de los péptidos generados en la protedlisis para su posterior
fragmentacion y aislamiento. Luego, la identificacion de proteinas se realiza
mediante las “huellas peptidicas” o “fingerprints” los cuales son comparados
con una base de datos. Distintas caracteristicas de las proteinas se utilizan
para la busqueda en las bases de datos: fuente biologica de la proteina,
composicion de aminodacidos, punto isoeléctrico, masa molecular aparente en
SDS-PAGE, etc. Sin embargo, esta estrategia es la mas utilizada ya que para
determinar la identidad de una proteina se vuelca en una base de datos de
proteinas las masas provenientes de los digeridos protéicos (“huellas
peptidicas”) obtenidos por espectrometria de masas y analizados con
softwares especificos (por ejemplo, ProFound, Mascot, etc.). Como parte del
analisis se comparan las masas de los péptidos de la proteina en estudio con
las que provienen de digerir tedricamente las proteinas presentes en las
distintas bases de datos. Si el genoma del organismo o especie esta
secuenciado y su informacion es accesible a las bases de datos publicas, esta
busqueda dard como resultado una proteina candidata con un grado de

fiabilidad determinado.

En la presente investigacion, se procedi6 al andlisis por espectrometria de

masas de las bandas de gel correspondientes a la enzima similar a trombina
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de B. atrox. La diversidad de fragmentos peptidicos resultantes del andlisis
por MALDI-TOF fue comparada contra la base de datos de secuencias de
proteinas para Espectrometria de Masas (MSDB) empleando el programa

MASCOT (Fig. 7).

Como producto de la busqueda se obtuvo un score de alineamiento de 125
(expect: 10) con la venombina A (EC 3.4.21.74), enzima similar a trombina del
veneno de la serpiente B. a. moojeni (Fig. 8). Esta proteina, a diferencia de la
trombina, convierte el fibrindgeno en fibrina liberando solo el fibrinopéptido
A (Itoh et al. 1988). Esta caracteristica le confiere un efecto defibrinogenante
permitiendo que la fibrina sea rdpidamente degradada a través del proceso
fibrinolitico y eliminado mediante la orina. Actualmente es usado en el
campo clinico para el tratamiento de enfermedades trombdticas (Stocker,

1990a).

Este andlisis nos permitié ademas ubicar y alinear los fragmentos producto
de la digestion de la enzima en estudio. Los fragmentos recuperados
cubrieron un 75% de la secuencia de la venombina A indicando una alta
homologia entre las secuencias de ambas proteinas, lo cual constituye una
evidencia adicional para considerar a la enzima en estudio como una

serinoproteasa (Fig. 9A).

7. Inmunogenicidad de la enzima similar a trombina del veneno de B.

atrox y su reactividad cruzada con otros venenos de serpientes
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Los venenos de serpientes son mezclas altamente complejas de componentes
principalmente proteicos y por esta razon, tanto estas ponzonas como sus
enzimas y toxinas purificadas, han sido utilizadas para la inmunizacion de
diferentes tipos de animales de experimentacién a fin de evaluar su potencial
inmunogenicidad y para la elaboracion de los antidotos respectivos. Hasta la
fecha se han utilizado diversos protocolos de inmunizaciéon para la
produccién de antivenenos los cuales consideran diferentes parametros para
su obtencion (Christensen, 1979; Theakston et al., 2003); entre ellos se
considera el tiempo necesario para obtener un titulo aceptable de
anticuerpos, la edad del animal inmunizado y el empleo de adyuvantes.
Ademas se debe tener en cuenta la naturaleza del antigeno y su toxicidad, asi

como la del antiveneno que se pretende producir (Heneine y Heneine, 1998).

En el presente estudio se utilizaron conejos albinos de raza Nueva Zelanda
como animales de experimentacion los cuales fueron inmunizados por via
subcutdnea empleando cuatro dosis de 150 pg de la EST del veneno de
Bothrops atrox durante un periodo de 70 dias. A fin de garantizar la
produccién de altos titulos de anticuerpos en el suero, la enzima fue
emulsificada con adyuvante completo de Freund (CFA) para la inmunizacion
primaria y adyuvante incompleto de Freund (IFA) para las dosis de refuerzo.
Ambos co-adyuvantes son utilizados ampliamente por su capacidad de
localizar a los antigenos en la zona de inoculacion durante un periodo de
tiempo prolongado, permitiendo la produccion sostenida de anticuerpos
(Herbert y Lumsden, 1968). La eficacia de este método fue monitoreado
mediante la técnica de ELISA (Fig. 8) donde el aumento de la absorbancia a
405 nm, respectivamente, indicaron la formaciéon de inmunocomplejos

producto del reconocimiento antigeno-anticuerpo. Como se puede apreciar,
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los anticuerpos pudieron ser detectados a partir del dia 20 y su produccion
fue sostenida alcanzandose los niveles maximos a partir del dia 60 hasta el
final del protocolo. En este aspecto, el procedimiento empleado resulta
practico, eficiente y de corta duracion, convirtiéndolo en un método til para

la obtencion de anticuerpos contra la EST del veneno de Bothrops atrox.

Es importante considerar que el envenenamiento por serpientes constituye
un problema de salud muy importante en muchas partes del mundo,
especialmente en los paises en desarrollo y con una vasta selva como es
nuestro caso (Instituto Nacional de Salud, 2004). En este aspecto se han
desarrollado numerosos ensayos bioquimicos e inmunoldgicos con finalidad
principal de identificar a la especie de serpiente responsable de una
mordedura mediante la deteccion del veneno completo o de sus principales
componentes toxicos, asi como los anticuerpos producidos que se encuentren
en los fluidos corporales. Esto permitirda por un lado conocer las
caracteristicas farmacocinéticas de estos componentes in vivo, y por otro
optimizar el uso de los respectivos antivenenos generandose datos
epidemiologicos correctos sobre la distribucion geografica de las principales

especies de serpientes de importancia en salud publica.

De los numerosos ensayos desarrollados hasta la fecha (Theakston, 1983), se
ha encontrado al ELISA como método mas utilizados para la deteccion de
venenos de serpientes y sus componentes toxicos, asi como sus respectivos
anticuerpos (Selvanayagam y Gopalakrishnakone, 1999), permitiendo
discernir con gran especificidad el tipo de serpiente responsable de un
accidente, logrando superar el problema de reaccion cruzada de los

antigenos.
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En el presente trabajo de investigacion se ha utilizado el método de ELISA
indirecto para la detecciéon de anticuerpos IgG especificos presentes en el
suero de conejos inmunizados contra la EST del veneno de la serpiente
Bothrops atrox. Para esto se siguieron los lineamientos establecidos por la
Escuela de Medicina Tropical de la Universidad de Liverpool - Inglaterra,
centro de referencia a nivel mundial en el desarrollo de sistemas de deteccion
de venenos y sus anticuerpos, y los cuales fueron modificados para su
aplicacion en este laboratorio (Sandoval et al, 2006). Los resultados
mostrados en la Fig. 10 indican que mediante la técnica de ELISA se
pudieron detectar anticuerpos especificos con un titulo de 64000, calculado
por el método de Alzamora et al. (2002), lo cual manifiesta que la proteina en

estudio es inmunogénica.

Por otro lado, se estudid la reactividad inmunoldgica cruzada entre la EST de
Bothrops atrox y otros venenos de serpientes peruanas consideradas de
importancia en salud publica por la incidencia de su mordedura (Instituto
Nacional de Salud, 2004). Para este fin, se emple6 el método de ELISA
mediante el cual se puede determinar si los anticuerpos presentes en el suero
hiperinmune reaccionan con los componentes proteicos de los venenos de
serpientes. Como resultado de este analisis se obtuvo la densidad 6ptica mas
fuerte entre la EST del veneno de B. atrox y su respectivo suero (Fig. 11).
Posteriormente, mediante ensayos de titulacién, se observd reactividad
cruzada con los otros venenos de serpiente, donde se obtuvieron titulos bajos
contra los venenos de B. atrox y B. brazili, seguido por los venenos de Lachesis

muta'y Crotalus durissus (Fig. 11).
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Los venenos de serpientes son mezclas complejas de proteinas y péptidos los
cuales contienen entre otros componentes varias serinoproteasas: enzimas
coagulantes del fibrindgeno, liberadoras de kinina, incrementadoras de las
permeabilidad capilar, activadoras del plasmindgeno, activadoras de
proteina C, activadoras del factor V, agregadoras de plaquetas, etc. La
estructura primaria de estas enzimas comparte una homologia considerable
(60-70%) (Chippaux y Goyffon, 1998; Harrison et al., 2003; Howes et al., 2005),
de forma que los anticuerpos policlonales preparados contra uno de estos
puede reaccionar con otras enzimas homologas, como se ha reportado para el
activador del factor V del veneno de la serpiente Vipera lebetina (Siigur et al.,
2000), asi como para miotoxinas aisladas de venenos de vipéridos del Brazil
(Moura-da-Silva et al., 1990), fosfolipasas A2 (Choumet et al., 1991) y otros
componentes del veneno como la L-aminodcido oxidasa (Tan et al., 1993; Tan

y Ponnudurai, 1994).

Como resultado de estos andlisis se sugiere una aparente falta de correlacion
entre las reacciones cruzadas observadas y las relaciones filogenéticas de las
serpientes correspondientes, implicando que los resultados basados en el
reconocimiento inmunogénico no reflejan totalmente la evoluciéon molecular
de las toxinas de venenos de serpiente (Boquet, 1979; Minton, 1979). Sin
embargo, es generalmente aceptado que los anticuerpos responsables de la
reactividad cruzada interactian con proteinas funcionalmente similares
presentes en los venenos de especies diferentes (Harrison et al., 2003). Por
esta razon los resultados obtenidos nos permiten considerar que los venenos
de B. brazili, L. muta y C. durissus contienen proteinas estructuralmente

relacionadas con la EST del veneno de B. atrox, las cuales estan presentes en
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menor abundancia a juzgar por los bajos porcentajes de reactividad cruzada

encontrados.

En el desarrollo de tests de inmunodiagnostico para la identificacion rapida
de la especie responsable de un envenenamiento, los componentes del
veneno que reaccionan cruzadamente podrian dar lugar a ambigiiedad o
inclusive error en el diagndstico (Marshall y Herrmann, 1984; McCarthy,
1984; Ho et al., 1986). Los anticuerpos producidos contra la EST del veneno
de Bothrops atrox mostraron un bajo nivel de reactividad cruzada contra los
otros tres venenos en estudio, por lo que los estudios de inmunogenicidad de
esta proteina serian la base para la preparacion de anticuerpos especificos de
especie como paso preliminar en el desarrollo del kit de diagndstico. Un
avance dentro de estos estudios lo reporta el trabajo de Sandoval et al., (2006),
donde utilizando columnas de afinidad con el veneno inmovilizado de B.
atrox se pudieron capturar los anticuerpos IgG especificos a partir del suero
hiperinmune. Queda por analizar si estos anticuerpos reaccionan
especificamente contra otros venenos de serpientes empleando el sistema

descrito en este trabajo.

Como un ejemplo de proteinas de veneno de serpiente utilizadas para la
identificacion de especies tenemos al activador de plasminogeno del veneno
de la serpiente Lachesis muta, el cual fue utilizado para la deteccion especifica
de esta serpiente mediante el sistema de ELISA sandwich (Felicori et al.,
2005). Dicha metodologia permite la identificacion del veneno de la serpiente
Lachesis muta distinguiéndolo claramente de otros venenos de serpientes
como los de B. atrox, B. brazili, B. castelnaudi, B. taeniata, B. bilineata y C. d.

ruruima de Brasil.
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Un aspecto interesante y practico que se origina por los resultados obtenidos
a partir de este estudio es si estas reactividades cruzadas determinadas por
métodos inmunoenzimaticos reflejan la posibilidad de una potencial
neutralizacion cruzada. Esto tendria que ser correlacionado con la accion de
este antiveneno obtenido para neutralizar, por ejemplo, la actividad letal de

los venenos heterologos en estudio.

Finalmente, hay que considerar que la técnica de ELISA puede ser utilizada
para la determinacion de la concentracion de la EST tanto en ensayos in vivo
como in vitro ya que muestra gran reproducibilidad, alta sensibilidad y alta
eficiencia. Ademads, cabe mencionar que este tipo de componentes viene
siendo utilizado para el tratamiento terapéutico de desordenes en el sistema
de coagulacion, por lo que es de suma utilidad evaluar la inmunoreactividad
de estos componentes en las personas administradas, a fin de aumentar el

tiempo de circulacidn de estos en los fluidos bioldgicos (Swenson et al., 2004).
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos se pueden establecer las siguientes

conclusiones:

1. La enzima similar a trombina del veneno de la serpiente peruana Bothrops
atrox fue aislada a través de tres pasos cromatograficos: Una cromatografia
de exclusion molecular en Sephadex G-75, una cromatografia de
intercambio ionico en CM Sephadex C-50 y una cromatografia de afinidad

en Agarosa - p-aminobenzamidina.

2. La enzima similar a trombina del veneno de B. atrox fue purificada 25.5
veces, con un rendimiento de 43.3% y una recuperacion de proteina activa

de 1.7%.

3. La enzima similar a trombina purificada presenta accién coagulante sobre
el fibrindgeno, actividad amidolitica sobre los sustratos cromogénicos
Benzoil Arginil p-nitroanilida (BApNA), 5-2266, S-2238, asi como actividad
esterasica sobre el sustrato sintético Benzoil Arginil Etil Ester (BAEE). Sin

embargo, no presentd actividad hidrolitica sobre el sustrato S-2251.

4. La enzima similar a trombina estudiada es una glicoproteina, la cual

presentan un peso molecular de 29.6 kDa.

5. La enzima similar a trombina analizada presenta una alta homologia con

otras enzimas similares a trombina de Vipéridos, como la venombina A.
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6. La enzima similar a trombina purificada es una proteina inmunogénica
cuyos anticuerpos reaccionan en baja intensidad con otros componentes

proteicos presentes en venenos de serpientes peruanas.
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Figura 1. La serpiente peruana Bothrops atrox (“jergédn”)
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Figura 4. Esquema de purificacién de la enzima similar a
trombina del veneno de Bothrops atrox. (A)
Fraccionamiento del veneno crudo en Sephadex G-75
empleando buffer acetato de amonio pH 6.0. Las fracciones
con mayor actividad sobre BApNA fueron concentradas.
(B) Separacién de las fracciones previas en una columna de
CM Sephadex C-50. Las fracciones eluidas con NaCl 0.4 M
fueron desaladas, concentradas y aplicadas a un tercer
paso cromatografico empleando una columna de Agarosa -
PAB (C) empleando buffer Tris-HCl 0.05 M, NaCl 0.5 M,
pH 7.5. Las fracciones retenidas fueron eluidas empleando
buffer Tris-HCl 1 mM, NaCl 0.5 M, pH 3.0. La linea azul
indica la absorbancia a 280 nm, mientras que la linea



Tabla 1. Cuadro resumen de purificacion de la enzima similar a trombina del veneno de Bothrovs atrox

Procedimiento Proteina Total | Actividad Especifica | Actividad | Rend. | Purificacion
(mg) (U/mg proteina) (U)* (%) (veces)
1° VENENO CRUDO 200.0 0.034 6.86 100.0 1.0
2° SEPHADEX G-75 51.6 0.081 4.20 61.2 24
3° CM SEPHADEX C-50 7.0 0.542 3.79 55.3 15.8
4° AGAROSA - PAB 3.4 0.874 297 43.3 25.5

* La actividad enzimatica fue determinada empleando Benzoil DL Arginina p-nitroanilida como sustrato. Una unidad
de actividad corresponde a la cantidad de pmoles de p-nitroanilida liberados por minuto.
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Figura 5. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (PAGE-SDS) bajo
condiciones no reductoras de la enzima similar a trombina de Bothrops atrox.

29.6 kDa
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Tabla 2. Actividad del veneno total y de la enzima similar a
trombina de Bothrops atrox sobre diferentes sustratos

Actividad Especifica
Sustrat u (U/me proteina) Incremento de la
ustrato p §P actividad
Veneno crudo | Enzima
Fibrinégeno Bovino | 7.4 1.26 5.50 4.4
BApNA 8.1 0.034 0.874 255
BAEE 7.4 1.96 45.8 234
S-2266 7.5 7.8 234 3.0
S-2238 7.5 8.7 22.7 2.6
S-2251 7.5 0.0 0.0 0.0
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Tabla 3. Contenido de carbohidratos del veneno crudo y de
la enzima similar a trombina de Bothrops atrox

Porcentaje (%)
Componente
Veneno Crudo Enzima
Hexosas 1.83 12.1
Hexosamina 0.61 1.36
Acido sialico 0.19 0.75
Total de cafbohldratos 263 1491
asociados
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Tabla 4. Contenido de carbohidratos y peso molecular de enzimas similares a trombina aisladas de diferentes
venenos de serpiente.

Serpiente (enzima) Contf: nido de Peso molecular Referencia
carbohidratos (%) (kDa)
L. m. rhombeata (giroxina) 13.8 47.0 Aguiar et al. (1996)
L. m. muta (giroxina) 13.4 40.0 Yarleque et al. (1989)
L. m. noctivaga N.D. 36.3 Magalhaes et al. (1981)
A. rhodostoma (ancrod) N.D. 31.3 Nolan et al. (1976)
C. adamanteus (crotalasa) 5.4 32.7 Markland (1976)
B. a. moojeni (batroxobina) 27.0 29.0 Holleman y Weiss (1976)
B. insularis 22.0 45.0 Selistre y Giglio (1987)
B. gabonica 20.6 30.6 Pirkle et al. (1986)
B. alternatus N.D. 30.0 Smolka et al. (1998)
B. atrox 14.2 29.6 Presente trabajo
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Figura 6. Espectro de masas de los péptidos obtenidos a partir de la hidrdlisis de la enzima similar a trombina
de Bothrops atrox. Se muestran los valores de masa/carga para cada uno de los fragmentos versus la intensidad
de senal en escala porcentual.
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Figura 7. Vista principal del programa on-line MASCOT en la modalidad Peptide Mass Fingerprint
(http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.p]?FORMVER=2&SEARCH=PMF). Se muestran los parametros

iniciales de basqueda para los péptidos recuperados: Cys como el derivado S-carbamidoletilado (modificacion

{MATRIX
SCIENCE. HOME ; WHAT'S NEW | MASCOT ;HELP ; PRODUCTS ; SUPPORT ; TRAINING  CONTACT

Mascot > Peptide Mass Fingerprint

MASCOT Peptide Mass Fingerprint

Your name |Gustavo | Email |gustavosan0510@gmail.com
Search title | |
Database |MSDB A
Taxonomy |AII entries V|
Enzyme Allow up to missed cleavages
.. Fixed [[gigtin (K) ~ Variable |Nipcam (C) ~
meodifications |[gigtin (N-term — | medifications ||oyidation (HwW y
Carbamidomethyl (C B
Carbamyl (K) Phospho (5T) =
Carbamyl (N-term) ] Phospho () b

Protein mass l:l kDa Peptide tol. =

Mass values & MH+ OMr O M- Monoisotopic & Average O
Data file | | CExzminar...
Query [4249.9409 -
NB Contents |4478.0267 B
of this field |3552.6344
are ignored if |3655.6773
adatafie |35655 5003
is specified. |3z25 5141 b
Decoy [] Report top hits
Start Search ...

£ 2008 Matrix Science Ltd. All Rights Reserved.

@ nternet # 100% -
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Figura 8. Resultados obtenidos del analisis in silico mediante el programa
MASCOT. Se observan las proteinas de mayor homologia con la enzima
similar a trombina de Bothrops atrox en orden decreciente de score,

indicandn el niimern de néntidne emnareiadne

MATRIX ;
iivert Mascot Search Results

User : Gustavo

Email : gustavosan0510@gmail.con

Search title

Datalbase : MSDB 20060831 (3239079 segmences; 1079594700 residnes)

Timestamp : 14 Jan 2009 at 07:28:51 GMT

Top Score : 125 for AZ816%9, wvenombin A (EC 3.4.21.74) precursor - barka amarilla

Probability Based Mowse Score

Protein score is -10*Log(P). where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 78 are significant (p<0.05).

Number of Hits

T
75 hR) 125
Probability Bazed Mowse Score

Concise Protein Summary Report

Concise Protein Summary Help

Significance threshold p< |0.05 Max. number of hits |20

[ Re-Search All ][ Search Unmatched

1. Expect: le-0& {meries matched: 14
— barba amarilla
Score: 103 Expect: 0.00016 Q(meries matched: 12
ops atrox
Score: T8 Expect: 0.054 {meries matched: 10
[validated] - jararaca

Score: 41 Expect: 2.3e+02 (Qneries matched: 2

cursor.— Bothrops jararaca (Jararaca).

Mass: 12474 Score: 40 Expect: 3.2e+02 Quneries matched: S

WID: - Streptococcus matans UAR1S59

78



Figura 9. Analisis de los fragmentos obtenidos de la espectrometria de masas empleando el programa MASCOT. (A)
Secuencia completa de la venombina A indicando los fragmentos correspondientes a la enzima similar a trombina de
B. atrox (rojo). (B) Relacion de las masas relativas obtenidas y esperadas de la hidrdlisis de la enzima en estudio en

e e 20 0 1. _ _ A

A

1 MVLIRVIANL LILQVSYAQE S55ELVIGGDE CDINEHFFLA FMYYSPRYFC
51 GMTLINQEWY LTAAHCHNRRF MRIHLGEHAG SVANYDEVWVER YPEEEFICEHN
101 EEENVITDED IMLIRLDEFV ENSEHIAPLS LESHEPESWVGS & £
151 TTSEDTYFDV FHCANINLFN NTWVCEEAYNG LPAETLCAGY LOGGIDTCGE
201 DSGGFLICHG QFQGILSWGS DFCAEFEEFA FYTEVFDYLE WIQSLIAGHE
251 TATICF

Start - End Chserved Mr (expt) Mr (calc) Delta Miss Segnence

48 - 68 2584.1893 2583.1820 2583.1821 -0.0001 0 R.YFCGMTLINQEWVLTAAHCHNR.R

73 - 77 567.3613 5686.3540 566.3540 0.0000 0 R.IHLGK.H

78 - 40 1416.6866 1415.6793 1415.67593 -0.0000 0 E.HAGEVANYDEVVER.Y

96 - 101 T7T78.3916 T777.3843 T77.3843 -0.0000 0 EKE.FICPHE.KE
104 - 109 689.3828 688.3755 688.3755 -0.0000 0 E.NVITDE.D
110 - 115 T60.4385 T759.4312 T759.4313 -0.0001 0 EK.DIMLIE.L
110 - 115 TT76.4335 TT5.4262 TT5.4262 0.0000 0 EKE.DIMLIER.L OCxidation (M)
116 - 121 T27.4461 T26.4388 T26.4388 0.0000 0 R.LDEPFVE.H
122 - 143 2318.1557 2317.1484 2317.1485 -0.0000 0 K.NSEHIAPLSLPSHNPPSVGSVCR.I
144 - 175 3666.67T73 3665.6700 3665.6701 -0.0001 0 R.IMGWGAITTSEDTYPDVPHCANINLFHNNTVCER.E
176 - 184 962.4941 961.4868 961.4869 -0.0000 0 R.EAYNGLEBAE.T
185 - 227 4478.0267 4477.0154 4477.0196 -0.0002 0 E.TLCAGVLOGGIDTCGGDSGOPLICHGRFOGILSWGSDPCARPR . E
228 - 234 854.4770 853.46597 853.4698 -0.0000 0 R.EPAFYTE.V
235 - 250 1864.0003 1862.5%30 1862.99%931 -0.0000 0 E.VFDYLPWIQSIIAGHE.T
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| |:> dia de inoculacion

Figura 10. Deteccion de IgG anti-EST de B. atrox en el
suero de conejos inmunizados mediante la técnica de
ELISA.

Se cubrieron placas de 96 pocillos con 100 uL de EST de B.
atrox (1.0 ug/mL) y se dejaron incubar durante una noche a 4
°C. Luego las placas fueron incubadas con suero de conejo
obtenido al dia 90 del protocolo de inmunizacién (1/25600) y
los inmunocomplejos fueron detectados con un anti-IgG de
conejo (1/4000) acoplado a fosfatasa alcalina usando como
sustrato p-nitroanilida (1 mg/mL). La reacciéon enzimatica fue
detenida al cabo de 30 min con NaOH 3 M, registrandose la
absorbancia a 405 nm en un lector de placas.
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Figura 11. Evaluacion de la reaccion inmunolodgica
cruzada del suero anti-EST con la EST de B. atrox y
algunos venenos de serpientes peruanas mediante la
técnica de ELISA.

Se cubrieron placas de 96 pocillos con EST (1.0 pug/mL, 100
uL/pocillo) y los venenos de Bothrops atrox, Bothrops
brazili, Lachesis muta y Crotalus durissus (0.25 pg/mL, 100
uL/pocillo) para luego ser incubados con suero
hiperinmune anti-EST (diluido a partir de 1/1000). Los
inmuncomplejos fueron visualizados mediante
incubacion con anti-IgG de conejo acoplado a fosfatasa
alcalina (1/4000) seguido de la adicién de p-nitroanilida.
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