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RESUMEN: En el presente trabajo de investigacion se logro purificar en tres pasos cromatograficos por exclusion molecular en

Sephadex G-75, intercambio iénico (catiénico) SP 5PW (Waters) e hidrofobicidad en una columna p-Bondapack C-18 (Waters, CA.
USA) en una combinacién de cromatografia convencional y de alta eficiencia, una fosfolipasa A, con efecto miotoxico, a partir del
veneno total de Bothrops andianus. La miotoxina PLA, tiene una masa molecular en torno a 13 KDa en la electroforesis de
poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) y se obtuvo con una alta homogeneidad.
La composicion de aminoacidos de la miotoxina PLA,aislada del veneno de Bothrops andianus indica que se trata de una proteina de
caracter basico. La miotéxina PLA, aislada a partir del veneno de Bothrops andianus tiene una actividad miotdxica local. Una dosis de
20 ug de esta fosfolipasa a nivel intramuscular provoco un aumento drastico de los niveles séricos de creatin kinasa a las 4 horas
después de su administracion (1373,11+55,17 U/L). La actividad mionecrotica revela que la fraccion aislada presenta actividad
miotoxica, ya que la lesion muscular producida por la fraccion fue tipicamente mionecrotica, induciendo perdida de la estructura de las
fibras musculares.
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ABSTRACT: In the present research work, it was possible to purify in three chromatographic steps by molecular exclusion in
Sephadex G-75, ion exchange (cationic) SP 5PW (Waters) and hydrophobicity in a u-Bondapack C-18 column (Waters, CAUSA) In a
combination of conventional and high efficiency chromatography, a phospholipase A2 with a myotoxic effect, from the total venom of
Bothrops andianus. Myotaxin PLA2 has a molecular mass around 13 KDa in polyacrylamide electrophoresis in the presence of sodium
dodecyl sulfate (SDS-PAGE) and was obtained with high homogeneity. The amino acid composition of the myotoxin PLAZ2 isolated from
the Bothrops andianus venom indicates that it is a basic protein. Myotoxin PLAZ2 isolated from the venom of Bothrops andianus has local
myotoxic activity. A dose of 20 ug of this phospholipase intramuscularly caused a drastic increase in creatinine kinase levels 4 hours
after administration (1373.11 + 55.17 U/L). The myonecrotic activity reveals that the isolated fraction presents myotoxic activity, since
the muscular injury produced by the fraction was typically myionecrotic, inducing loss of
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INTRODUCCION Casi todas las miotoxinas de venenos de serpientes del género
Bothrops pertenecen al grupo basico de fosfolipasas A2 (PLA,)

. . . y en sumayoria carecen de actividad enzimatica.
Los envenenamientos por serpientes del género Bothrops

(Viperidae, Crotalinae) son caracterizados por prominente dafio
tisular local, con necrosis de tejidos, hemorragia y edema,
debido a la accion de varias. Las alteraciones sistémicas tales
como hemorragia, coagulopatia, shock, y falla renal aguda
pueden ocurrir también en estos pacientes.

Los efectos causados por PLA, inducen a desestabilizacion de
lamembrana, con pérdida selectiva de la permeabilidad a iones
Ca" mediadores importantes en el proceso de necrosis
muscular. La mionecrosis es causada directamente, debido a la
accion de miotoxinas sobre la membrana plasmatica de células
musculares, e indirectamente, a través del desarrollo de
isquemia secundaria a hemorragia, resultante de alteraciones
drasticas inducidas por estos venenos sobre arterias
musculares y microvasculatura.

El dafio tisular local se desarrolla muy rapidamente después de
la mordedura y como consecuencia, puede ocurrir importante
pérdida de tejido incluso disfunciones secundarias cuando el
tratamiento se retrasa, como frecuentemente ocurre en

regiones tropicales de Africa, Asia, y Ameérica L atina. Las PLA, aisladas muestran baja actividad miotéxica, tanto in

vivo como in vitro. Este efecto no es correlacionado con la alta
actividad catalitica. Esta observacion favorece la hipétesis que
la miotoxicidad es una consecuencia indirecta de la accion de
perturbacion de PLA,s, que incrementan la permeabilidad al

La patogénesis de mionecrosis, hemorragiay edema han sido
investigada en detalle en laboratorios, con varios venenos del
género Bothrops. Ademas trabajos previos realizados con
veneno entero de Bothrops jararacussu demostraron necrosis

muscular y posterior regeneracion. Ca" y activan proteasas extracelulares.
Entre los multiples componentes del veneno se hallan las Las enzimas se distribuyen en forma diferente en los venenos
miotoxinas y hemorraginas. de las diferentes especies de Bothrops las que contribuyen ala

letalidad y necrosis efectos particularmente importantes al
considerar la terapia con antiveneno Los objetivos del trabajo

Correspondencia: b SO
Wilmer Julio Paredes Fernandez ConSIStIeron en Compal‘ar IOS efeCtOS m|0t0X|COS e
E-mail: wparedes@unsa.edu.pe inflamatorios por accién de fosfolipasas A, nativas y

modificadas quimicamente procedentes de veneno de
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Fig. Nro.1. Bothrops andianus. Adulto. Foto tomada por Dave
Welling. Images of nature.

MATERIALY METODOS

Material y Reactivos

Todos los solventes, productos quimicos y reactivos quimicos
utilizados son de alto grado de pureza, procedentes de Aldrich
(Aldrich Chemical Co, Inc. - Wisconsin, U.S.A.), Applied
Biosystems (Applied Biosystems - Perkin Elmer Division,
U.S.A.), Bio-Rad (Bio Rad Laboratories - California, U.S.A.),
Merck (Merck - Darmstadt, Germany), Sigma (Sigma Chemical
Co - St. Louis, U.S.A.), Pierce (Pierce Chemical Company -
lllinois, U.S.A). Las muestrasde la PLA, nativa purificada y
modificada quimicamente, son cedidas por el Laboratorio de
Quimica de Proteinas del Instituto de Biologia de la
Universidade Estadual de Campinas —SP BRASIL.

La infraestructura, y equipos utilizados en la presente
investigacion, son compartidos, entre el Instituto de Biologia de
la Universidad del Estado de Campinas-SP BRASIL y el
Laboratorio de Quimica Bioldgica del Departamento de
Biologia de la Universidad Nacional de San Agustin, Arequipa —
PERU.

Electroforesis en PAGE-SDS

La electroforesis en gel de poliacrilamida fue realizada
siguiendo la metodologia descrita por Laemmli (1970), en que
las placas de poliacrilamida (PAGE) son preparadas de modo
discontinuo, presentando un gel de concentracién de 5 % y un
gel de corrida de 12,5 %. Las placas fueron preparadas
utilizando una solucion de acrilamida stok (30%T, 0,8%C). El gel
de concentracion a 5 % fue preparado usando un tampon Tris-
HCI 0.5M de pH = 6,8 y el gel de corrida fue preparado usando
tampodn Tris-HCI 1M de pH=8,8.
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Aambos geles se les agregé SDS al 20% en cantidad suficiente
para llevar a una concentracion final de 0.5% (v/v).

La corrida electroforética es realizada en un sistema doble de
miniplacas SE 250 Mighty Small Il (Hoeffer scientific
instruments). Tanto las muestras y los marcadores de masa
molecular fueron disueltos en tampén de muestra (Tris-HCI
0,075M; pH = 6,8; 10% glicerol; 4% de SDS; 0,001% de
Bromofenol). La corrida electroforética fue realizada a 30 mA.
Los geles fueron coloreados con solucién de Comassie Blue
0,05% a 370C, y el exceso de colorante fue removido con acido
acéticoal 7%.

Determinacion de los niveles de CK plasmaticos en
ratones inoculados por via intramuscular (miotoxicidad
local) y intravenosa (miotoxicidad sistémica).

Se utiliza una solucién stock de 100ug/100ul de la PLA, de
Bothrops andianus a partir de la cual se preparé soluciones de
1,5, 10 y 20ug/100ul de concentracion de la PLA, miotdxica,
estas dosis fueron diluidos en 100ul de PBS, enseguida se
inyecto los 200 pl de la mezcla final, a nivel intramuscular y
intravenoso a grupos de cuatro ratones.

Alas 0, 2, 4, 6, 12 y 24 horas después del tratamiento a cada
raton se le extrajo sangre del extremo caudal que fue colectado
en capilares heparinizados, el plasma fue separado por
centrifugacion por 5 min a 10,000 rpm, para posteriormente
determinar los niveles de creatina kinasa (CK), utilizando el kit
CK-NAC (Creatine Kinase Diagnostick Germany), adicionando
a 1 ml de sustrato 15 pl de plasma posteriormente se incubaron
por2mina37°Cyseleyéa340 nm.

La aplicacion de la PLA, se realizé a nivel intravenoso e
intramuscular a fin de establecer el mecanismo mionecrotico
localy sistémico. (Ponce-Soto, et al., 2007).

Determinacion de la actividad inflamatoria (Edema de pata)
La determinacién de la actividad inflamatoria ocasionado por La
PLA, de Bothrops andianus fue realizado siguiendo la
metodologia descrita por Levy (1969), en grupos de 4 ratones
(18-20g).

Se realiz6 utilizado una solucioén stock inicial de 400 mg/ml de
PBS (20 g/501).

Después se hicieron diluciones, tomandose 500 | de la primera y
mezclandose con 5001 de PBS (10g/50I) y finalmente se realizé
la tltima dilucion Luego se toma 500ul de esa preparacion y se
mezcla con otros 500 | de PBS (5 g/l) con el mismo
procedimiento para alcanzar una concentracion de 2,5 g/50I.

El edema de pata fue inducido inyectando 50l de las diferentes
soluciones de PLA, dentro del tejido subplantar de la pata
trasera derecha y la pata izquierda recibié 50uL de PBS, como
control.

Después de la inoculaciéon da PLA,miotoxica, fueron hechas
lecturas en intervalos de tiempo de 0 minuto, 30 minutos, 1 hora,
3 horas, 6 horasy 24 horas.

El edema producido fue medido usando un micrometro con reloj
analdgico para medidas externas (tipo compasso ODI-20).

RESULTADOS Y DISCUSION

Electroforesis en SDS-PAGE de
modificada.

La figura 3 muestra los perfiles de masa molecular en SDS
PAGE de la PLA, nativa (pista 2) y de las proteinas modificadas
con AA, NPSC, NBSF e BPB, en los residuos Lys, Tyr, Trp e His
(pistas 3,4, 5y 6, respectivamente).

la PLA, nativa y

Todas las muestras fueron reducidas con DTT, mostrando para
cada muestra la presencia de una Unica banda electroforética
con masa molecular relativa en torno de 15 kDa, en relacion a
los marcadores de masa molecular (pista 1).
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Fig. Nro.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida (12,5 %).
SDS-PAGE, coloreado con Comassie blue. Pista 1:
marcadores de masa molecular (Mm), Pista 2: PLA2-I nativa;
Pista 3: PLA2 + AA, Pista 4: PLA2 + NPSC, Pista 5: PLA2 +
NBSF, Pista 6: PLA2 + BPB. Todas las muestras fueron
reducidas conDTT.

Actividad miotéxica local in vivo.

Los estudios realizados para determinar el efecto miotdxico
local de las formas modificadas de la PLA2 in vivo fueron
realizados en ratones, inoculando las proteinas por via
intramuscular. Resultados previos, (datos no mostrados)
mostraron que 20 pyg de la PLA2 nativa incrementaron los
niveles de CK plasmaticos drasticamente en las primeras 3 a 6
horas del tratamiento, alcanzando hasta los niveles de 1373.11
55.17 U/L de CK, para posteriormente volver a los niveles
normales después de 9 horas. La figura 4 muestra el efecto
miotoxico inducido por la PLA2 nativa y las formas modificadas.
Comparando los niveles de CK 3 horas después de iniciado el
tratamiento, la miotoxicidad local inducida por la PLA2 fue
reducida en 85 % por tratamiento con anidro acético (acetilacion
de Lys), 80 % por alquilacion con BPB, 72 % después de la
modificacion de Tyr (NBSF)y 20 % después modificacion de Trp
(NPSC).

Fue investigado también el efecto de inhibidores sobre la
actividad miotoxica de la PLAZ2. Los resultados evidencian que
la heparina inhibe el efecto miotdxico de la PLA2 en 47%, ya que
el maximo nivel de CKliberado esde 725.94 + 137.25U/Lalas 3
horas de exposicidon a la toxina en comparacion a la PLA2
nativa. EI EDTA tiene mayor efecto inhibitorio de la actividad
miotoxica de la PLA2, reduciendo en 74% esta actividad 3 horas
después de la aplicacion de la toxina.
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Fig. Nro.3. Representacion gréfica de la actividad miotoxica
local de la PLA2 nativa y de sus formas modificadas (AA,
NBSF, BPB y NPSC) e incubadas con Heparina (Hep) y EDTA.
Muestra los niveles de creatino quinasa (CK), incrementados
después de 3 horas de la administracion intramuscular de las
proteinas (20 g), (n=5). Comparacion de los tratamientos en
relacion ala PLAZ2 nativa *(p<0.05).
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Fig. Nro.4. A.Ratones inoculados por via intramuscular
(miotoxicidad local). B.Determinacion del efecto miotéxico
local en las formas modificadas de la PLAZ2 in vivo en ratones.

Determinacion de la actividad edematogénica.

Para el estudio del efecto de las modificaciones quimicas de la
PLA2 sobre la actividad inflamatoria, se verifico uno de los
eventos que ocurre en este proceso, la formacion de edema.
Para eso la PLA2 y sus formas modificadas con NPSC, NBSF,
AAy BPB, todas en la dosis de 1 ug fueron disueltas en 50 pl de
PBS, y aplicadas sobre la regién intraplantar de la pata derecha
de los ratones (18 — 20 g). La pata izquierda recibio 50 pl de PBS
como control. Las medidas fueron realizadas después de una 1
hora de aplicacion de las toxinas.

El edema es expresado como el porcentaje de aumento en
volumen de la pata derecha con relacion a la pata izquierda. El
efecto edematogénico inducido por la PLA2 fue marcadamente
reducido después de alquilada la His con BPB y la acetilacién de
Lys con anhidrido acético (edema inhibido en 70 % y 55 %,
respectivamente). Este efecto fue parcialmente reducido por la
modificacién de residuos de Tyr por el NBSF (40 %). La
modificaciéon de los residuos de Trp no mostro reduccion
significativo en el efecto edematogénico (6 %). Las
comparaciones son realizadas una hora después del inicio del
tratamiento.

Fue evaluado también el efecto de inhibidores sobre la actividad
inflamatoria de la PLA2. Los resultados evidencian que la
heparina inhibe el efecto edematogenico de la PLA2 en 32 %,
después de una hora de exposicion a la toxina, ya el EDTA tuvo
un mayor efecto inhibitorio, disminuido en 43 % del efecto
edematogenico inducido porla PLA2 nativa.
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Fig. Nro.5. Actividad edematogénica de la PLA,, de las formas
modificadas con NPSC, NBSF, AA BPB y de la inhibiciéon con
Heparina (Hep) y EDTA en ratones (18-20 g). La medida fue
realizada 1 hora después de la aplicacién de las toxinas. Cada
punto representa la media + el desvio-padron de un grupo de 5
animales. Comparacion de los tratamientos en relacion a la

PLAZ2 nativa *(p<0.05).

DISCUSION

En el presente trabajo se ha empleado tres pasos
cromatograficos, el primero de exclusion molecular en
Sephadex G-75, el segundo, de intercambio idnico (catidnico) a
través de una columna SP 5PW (Waters) acoplado a un sistema
de HPLC y el tercero a través de una cromatografia de caracter
hidrofébico en fase reversa acoplado a un sistema de HPLC.
Teniendo en cuenta los severos efectos locales del veneno de
Bothrops andianus y considerando que estos dependen de
diversos componentes del veneno que actuan sinérgicamente,
nos propusimos aislar una miotdxina basica PLA, asi como
también caracterizarla bioquimicay mionecroticamente.

Las fosfolipasas A, miotéxicas aisladas, son moléculas
compactas extremadamente estables a variaciones de
temperatura, pH, concentracion salina alta y la presencia de
solventes organicos; lo cual esta relacionado con sus
caracteristicas estructurales. De manera que, las fosfolipasas
A, miotoxicas no sufren violentos procesos de desnaturalizacion
en las condiciones usuales de trabajo, durante los procesos de
purificacion y durante los ensayos biologicos (Gutiérrez y
Ownby 2003).

Al pasar el veneno crudo de B. bilineata por la columna de
Sephadex G-75, se obtuvieron cinco picos de proteina
denominados del | al V, el pico Il revel6 una actividad
fosfolipasica A, (Fig.1), la fraccion con actividad fosfolipasica A,
denominada como pico lll fue sometida a un nuevo proceso de
repurificacién de intercambio iénico (catidnico), en una columna
de cromatografia SP 5PW (Waters) acoplado a un sistema de
HPLC (Fig. 2) en donde se obtuvo tres picos proteicos,
denominados como: llI-1, [1I-2 y [1l-3.

La actividad fosfolipasica A, se observd en el pico IlI-2,
Seguidamente esta fraccion IlI-2 proveniente del segundo
proceso cromatografico, fue sometida a un nuevo proceso de
repurificacién en un sistema de HPLC de fase reversa ¢ de
hidrofobicidad donde se obtuvo la presencia de dos picos
denominados como: IlI-2_Ay 1ll-2_B, de los cuales el pico llI-
2_Afue el responsable de presentar una actividad fosfolipasica
A, e inducir una accion miotoxica local. La electroforesis en gel
de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE), revela el alto de grado de pureza de la fraccion IlI-
2_A, con actividad fosfolipasicaA,, y capaz de inducir un efecto
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miotoxico local, pues aparece como una sola banda de
proteina, lo cual confirma la idoneidad del método de
purificacion.

El peso molecular estimado de la fraccion I1l1-2_A, con actividad
fosfolipasica A,, y capaz de inducir un efecto miotéxico local es
de 13 kDa (Fig. 4). Lo que concordaria con lo reportado con
Gutiérrez y Ownby 2003, Kini, 2003 que establecen que las
miotdxinas purificadas han sido caracterizadas como proteinas
basicas de masa molecular entorno de 13 a 15 KDa. Se
determind la masa molecular relativa de la fraccion 1ll-2_A
calculada a través del programa Origin 5.0, muestra que la
fraccion posee una masa molecular alrededor de 13 KDa similar
alaobtenida enla muestra.

En nuestros resultados de caracterizacién bioquimica
relacionada al analisis de composicion de aminoacidos, las
fraccion 111-2_A con actividad fosfolipasica A, y efecto miotoxico,
purificada a partir del veneno total de Bothriopsis bilineata, se
encontré que la miotdxina contiene un mayor porcentaje de
aminoacidos basicos (15% de Lys y 11% de Arg) con respecto
al porcentaje de aminoacidos acidos (4% de Asp y 4 % de Glu)
(Tabla 1). Es decir, la miotoxina posee 36% de Lys+ Arg, lo que
en comparacion al 8% de Asp+Glu, confirma su naturaleza
basicay un acentuado caracter hidrofébico (Ala3%,lle 2 %,Leu
9 %, Trp %6, Val 5%) lo cual estaria relacionado con su alta
estabilidad y que confirmaria que se trata de una fosfolipasa A,
yaque estas miotdxicas se encuentran formadas de 110a 135
residuos de aminoacidos, y presentan una naturaleza basica
que es una caracteristica comun de todas las miotoxinas
botropicas aisladas(Ward y Arny 1996). Asi por ejemplo
podemos mencionar las miotéxinas aisladas de los venenos de
B. asper, B. nummifer y B. moojeni, (Gutierrez et al., 1984;
Gutierrez et al., 1986; Lomonte et al., 1989; Soares et al., 2000).
De otro lado el registro de 121 aminoacidos para la fraccion Ill-
2 A vy la presencia de 14 cisteinas nos sugiere la posible
formacion de siete puentes disulfuro que confirman que se
trataria de una fosfolipasa A, correspondientes ala clase Il en la
clasificacion establecida por Dennis, (1994).

El punto isoeléctrico (pl) de la fraccion IlI-2_A se estimo con el
programa DNASTAR y fue de 9.55 lo que corroboraria la
naturaleza basica de la miotoxina purificada.

Los estudios de los efectos miotdxicos “in vivo” son importantes
para el diagndstico del dafio muscular. Los resultados indican
que la miotdxina produce una liberacion maxima de Creatin
Kinasa (CK) 4 horas después de la administracion, lo cual
representa un tiempo similar al encontrado con la miotoxina | de
Bothrops aspery miotéxina Il de Bothorps moojeni, las cuales
provocan liberacion maxima de Creatin-Kinasa a las tres horas
(Gutiérrez, et al., 1991), y presenta un tiempo menor al de
Bothrops atrox que presenta una liberacion maxima de Creatin-
Kinasa alas seis horas después de la inoculacion. Sin embargo,
los niveles de cratin kinasa practicamente se normalizan 24
horas después de la administracion intramuscular. Cuando el
veneno es administrado a nivel intravenoso no se observan
marcadas variaciones de los niveles CK plasmaticos, porlo que
la fraccion IlI-2_A con actividad fosfolipasica A, y exhibe un
efecto miotoxico local.

Los cortes histologicos del musculo gastrocnemius de ratones
tratados con la miotdxina evidencia una severa necrosis del
tejido, observandose no soélo una desorganizacion de las fibras
musculares, sino ademas la desaparicion de los nucleos
periféricos. Asi mismo la miotéxina fue capaz de provocar
rapidamente la fuga de creatin kinasa lo cual indicaria que la
proteina actua probablemente a nivel del sarcolema
provocando desorganizacion.

Las miotéxinas o toxinas mionecréticas constituyen un grupo de
proteinas del veneno con accién especifica en el musculo
esquelético, afectando las fibras musculares, sin causar lesion
importante en otros tejidos como conjuntivo, nervios y vasos
(Lira Leite et al., (1993). Los diferentes estudios realizados con
otras miotoxinas de venenos de serpientes también sugieren
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que la accién primaria de estas proteinas seria a nivel del
sarcolema. Sin embargo el lugar de union a la membrana
muscular, no es todavia conocido, aunque se supone que
deben estar involucrados componentes que permitirian la unién
especifica al sarcolema (Huatuco, et al, 2004).

Finalmente, los resultados obtenidos en la presente
investigacion son estimulantes por el alto grado de pureza
observado en las purificaciones y caracterizaciones
bioquimicas que justifican un estudio mas detallado de su
actividad bioldgica y de su aplicacion en el campo de la
farmacologia y otras ramas de la biologia.
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