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RESUMEN

El envenenamiento ofidico por el género Lachesis ocurre en menor frecuencia en
comparacion con el género bothrdpico, pero es de similar relevancia médica por la
complejidad del cuadro clinico, resultante de la gran cantidad de veneno inyectado.
El tratamiento empleado mundialmente se basa en el uso de antiveneno, el cual
debe ser capaz de inmunoreconocer y neutralizar las toxinas determinantes de la
sintomatologia. En el desarrollo de terapias para este problema, el conocimiento de
las toxinas blanco es fundamental, y la caracterizacion protedmica y enzimatica del
veneno de L. muta, era hasta ahora una tarea pendiente en el Ecuador. La
diversidad de toxinas del veneno de L. muta se analizé6 mediante un abordaje
integrativo fundamentado en la aplicacion de fraccionamiento por RP-HPLC, SDS-
PAGE y secuencia de péptidos tripticos por LC/MS en tAndem. Se identificaron 11
familias de proteinas, prevaleciendo las SVSP 23%, BPP 21%, CTL 17%, SVMP
11%, PLA2 10%, Desintegrina 6%, NGF 4%, LAAO 3%, CRISP 3%, Ohanin 1%.
Por otro lado, la caracterizaciébn enzimatica del veneno mostré6 mayor actividad
SVSP comparado con los venenos de mayor importancia médica en Ecuador, B.
atrox y B. asper. Esto se alinea con el alto contenido de SVSP encontrado en los
componentes del mismo. Ademas, se evidencié similitud entre los componentes del
veneno de L. muta ecuatoriana y L. stenophrys de América Central. Sin embargo,
el proteoma de L. muta indica la presencia de proteinas del tipo desintegrina y

mayor contenido de CTL.
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ABSTRACT

Ophidian poisoning by the Lachesis genus occurs less frequently compared to the
Bothropic genus. However, it is also relevance because of their complex
symptomatology, resulting of the large amount of poison inoculated. The treatment
used worldwide is based on the application of antivenom, which must be able to
recognize and neutralize the toxins responsable of the symptoms. In the
development of therapies for this problem, the knowledge of the target toxins is
fundamental, and the proteomic and enzymatic characterization of the venom of
Lachesis muta, until now, it was a pending task in Ecuador. Toxin diversity of L.
muta venom was analyzed using an integrative approach based to the application
of RP-HPLC fractionation, SDS-PAGE, and tryptic peptide sequencing by tandem
LC/MS. 11 protein families were identified, prevailing SVSP 23%, BPP 21%, CTL
17%, SVMP 11%, PLA2 10%, Disintegrin 6%, NGF 4%, LAAO 3%, CRISP 3%,
Ohanin 1%. On the other hand, the enzymatic characterization of the venom showed
higher SVSP activity compared to the venoms of greater medical importance in
Ecuador, Bothrops atrox and Bothrops asper. This aligns with the high content of
SVSP found in the components of the same. Therefore, similarity was found
between the components of the venom of Ecuadorian L. muta and L. stenophrys
from Central America. Nevertheless, the proteome of L. muta indicates the presence

of disintegrin-type proteins and a higher content of CTL.

Key words: toxins, proteomics, enzymatic, antivenom.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

La caracterizacion proteica de venomas de serpientes en Ecuador, es una labor
pionera, que permite conocer la diversidad de isoformas de toxinas del veneno que
pueden ser empleadas en futuras investigaciones[1]. Las mordeduras de serpiente
constituyen emergencias meédicas hospitalarias graves que pueden ocasionar a las
victimas discapacidades temporales o definitivas, y hasta la muerte[2]. Los
accidentes ofidicos son comunes en paises en vias de desarrollo por la alta
diversidad de especies de serpientes venenosas, como es el caso de Ecuador.

En el pais esta temética es poco explorada debido a diferentes razones, las cuales
pueden incluir la falta de interés por parte de las autoridades, la subnotificacion
existente y el empleo de préacticas y costumbres autéctonas que retardan la
intervencidon oportuna por parte del area de salud publica[3]. El uso de métodos
ancestrales por parte de las victimas al momento del accidente es un tipo de
tratamiento ampliamente difundido para el envenenamiento ofidico ocasionado por

la especie L. muta en diferentes comunidades de Ecuador[4].

El uso de tratamientos alternativos ocurre debido a que, de manera oficial, los
centros de salud hacen uso de antivenenos heterélogos polivalentes importados
que no incluyen a la especie L. muta entre el pool de inmundgenos. Ademas, la
carencia de la produccién de antivenenos a nivel local es un factor que puede
comprometer la distribucion y abastecimiento oportuno, principalmente en las
regiones mas afectadas. Por dltimo, y no menos importante la variabilidad intra e
interespecifica y geografica es un factor a considerar en la efectividad de los

antivenenos|[5].

Por tanto, el conocimiento sobre los proteomas de venenos de serpientes en
Ecuador es una necesidad y actividad prioritaria que permitiria generar la linea de
base para el desarrollo de tratamientos eficaces (antiveneno), capaces de
inmunoreconocer y neutralizar las toxinas con propiedades letales, revirtiendo de

esta manera las emergencias ocasionadas por el envenenamiento[6].



Asimismo, la caracterizacion protedmica y enzimatica a nivel mundial es evaluada
haciendo uso de diversas técnicas quimicas analiticas, que dependen de la
estrategia empleada para descifrar los componentes del venoma. El siguiente
trabajo empleo una estrategia conocida como “Vendmica de Serpiente” o “Snake

Venomics” por su nombre en inglés[7].

Snake venomics, permitié desarrollar una investigacion del tipo cuali-cuantitativa,
que permitié conocer la composicion proteica del veneno L. muta, partiendo por un
fraccionamiento RP-HPLC. Seguidamente, las enzimas presentes en las fracciones
obtenidas fueron separadas por SDS-PAGE en condiciones reductoras. Por
consiguiente, las toxinas capaces de mostrar bandas electroforéticas pronunciadas
fueron escindidas y digeridas en gel para su posterior analisis por LC/MS en
tandem[8]. De esta manera, se identificé las familias de proteinas presentes en el

veneno de serpiente L. muta.



1.1. Antecedentes

El estudio de la composicibn de venenos de serpientes es altamente
relevante en paises tropicales y una etapa fundamental para el disefio de
terapias mas eficientes para el envenenamiento ofidico[9]. En este contexto
se resumen las principales investigaciones protedmicas enfocadas en la
caracterizacion de venenos de diferentes especies pertenecientes al género
Lachesis o Bothrops, familia Viperidae realizados con muestras de paises de

Ameérica Central y Sur América.

Sanz y colaboradores, en el afio 2008 realizaron la primera caracterizacion
protedmica de venenos de dos viboras del género Lachesis estrechamente
emparentadas, L. muta (Bushmaster de América del Sur) y L. stenophrys
(Bushmaster de América Central). Los espectros de masas y anlisis
bionformaticos evidenciaron que ambas especies comparten un conjunto
proteico similar, péptidos potenciadores de bradicinina (BPP), serina
proteinasas (SVSP), una lectina de tipo C (CTL) especifica de galactosa y L-
amino oxidasas (LAOO). Por otro lado, los resultados destacan diferencias
cuantitativas y cualitativas intraespecificas en la expresion de fosfolipasas
(PLA2) cuando se compararon los venenos de cinco especimenes de L. muta
(3 de Bolivia y 2 de Peru). Estas variaciones funcionales debido al cambio
estructural de las toxinas PLA2s pueden haber sido un biomarcador durante
la especiacion y adaptacion de las poblaciones de serpientes divergentes
nichos ecolégicos o también resultado de la competencia por los recursos

existentes[10].



Madrigal y colaboradores en el afio 2012, investigo la influencia de la edad
en la composicion molecular del veneno de L. stenophrys (Costa Rica). El
andlisis protedbmico demostr6 cambios ontogénicos significativos en L.
stenophrys. El veneno de recién nacidos y juveniles de 2 afios se caracterizo
por una alta abundancia de serina proteinasa (SVSP), potenciador de
bradicinina y péptidos natriurético tipo C (BPP/C-NP), mientras individuos
adultos se componen por alto porcentaje de metaloproteasas de los grupos
Pl'y PIlIl (SVMP PI>PIIl) en adultos. Adicionalmente, mediante un analisis
comparativo hallaron gran similitud en el perfil de elucién de toxinas en
cromatografia liquida y en la composicion global de los venenos adultos de
L. melanocephala versus L. stenophrys y L. muta muta (Bolivia). Esta
similitud entre los venenos de estos dos taxones centroamericanos fue
evidenciada por una cantidad numerosa de iones peptidicos similares

encontrados en el analisis entre L. melanocephala y L. stenophrys[11].

Posteriormente, Pla y colaboradores, en el afio 2013, realizaron un estudio
vendmico incluyendo muestras de L. muta rhombeata (Brasil) y la
caracterizacion previa de varios taxones de Lachesis. La similitud entre los
venenos de L. muta rhombeata versus los de L. stenophrys, L.
melanocephala, L. acrochorda, y L. muta oscilan entre un 33 y 51% basados
en el nimero de iones de péptidos tripticos idénticos entre las bandas de
proteinas que exhiben sus perfiles cromatogréaficos y electroforéticos. En
este contexto, se evidencid que dos antivenenos, producidos usando L.
stenophrys o L. m. rhombeata como pool inmunogénico, exhiben

paraespecificidad hacia todos los demas venenos congéneres[12].



Lomonte y colaboradores en el afio 2014, realizaron una investigacion
centrada en las implicaciones bioldgicas y terapéuticas de la variabilidad de
los perfiles protebmicos de venenos de serpientes de Costa Rica. En
resumen, sus hallazgos corroboran lo descrito por Alape en relacion con la
naturaleza proteica de los venenos vipéridos[5]. Estos contienen alrededor
de una docena de familias de proteinas en proporciones distintas, donde los
principales componentes pertenecen exclusivamente a tres clases: SVMP,
PLA2 y SVSP. En contraste, en especies como Bothriechis nigroviridis,
Bothriechis supraciliaris y L. melanocephala, presentan una expresion mas
significativa de péptidos de bajo peso molecular, a menudo del tipo
vasoactivo. Tales péptidos no se han detectado en el veneno de terciopelo
B. asper (ya sea de las poblaciones del Caribe o del Pacifico de Costa Rica).
Como se describié anteriormente, esta diferencia composicional incluso
entre especies estrechamente relacionadas puede atribuirse a diferentes
factores, tales como la divergencia filogenética, dieta, cambios por la edad e
inclusive los rangos de distribucién geogréfica[7].

Teran y Lomonte, en el afio 2016, determinaron la actividad letal de un total
de 16 muestras de venenos de seis especies de vipéridos colectados en
Ecuador en modelos animales CD-1. Los resultados encontrados confirman
variaciones funcionales, tanto a nivel interespecifico como intraespecifico.
Los diferentes valores de dosis letales encontrados son de extrema
relevancia en la definicion de los venenos de referencia para la produccion
y control de los antivenenos de uso terapéutico, asi como subrayan la
importancia de caracterizar a nivel bioquimico los venenos de importancia

clinica en el pais [13].



Lomonte y colaboradores en el afio 2020, caracterizaron los venenos de
doce especies de serpientes de la familia Viperidae de Peru mediante
perfiles electroforéticos, cromatograficos y enziméticos para PLAz y
actividades proteoliticas in vitro. El enfoque de “bottom up” fue seleccionado
para el analisis protedmico. Los patrones electroforéticos en condiciones
reductoras evidencian semejanzas significativas entre varios venenos, por
ejemplo, B. atrox, B. barnetti, B. pictus y B. neuwiedii. Por otro lado, los
perfiles obtenidos por cromatografia liquidan de alta eficiencia fase reversa
(RP-HPLC) mostraron variacion en los tiempos de retencion de los picos
correspondientes a las PLA2. Estas fracciones presentaron mayor
absorbancia en las especies Bothriechis schlegelii y Bothrocophias
hyoprora. Dicha informacién es confirmada también por los ensayos
colorimétricos y espectrofotométricos usados para determinar la actividad
hidrolitica de las PLA2[14].

En resumen, venenos son mezclas complejas y su diversidad bioquimica y
funcional desafian el desarrollo de antivenenos eficaces, asi como también
ofrece un amplio espectro de estructuras diferentes para el desarrollo de
nuevas medicinas o herramientas de investigacion para la comprension de
procesos patoldgicos. Por tanto, un analisis protedmico de los venenos
ecuatorianos abre posibilidades para el desarrollo de la biotecnologia
farmacéutica y terapéutica de los envenenamientos por mordedura de

serpientes.

1.2. Descripcion del problema

Las mordeduras de serpiente constituyen emergencias médicas
hospitalarias de gran impacto que resultan en una diversidad de
manifestaciones, tales como paralisis grave de los musculos respiratorios,
trastornos hemorragicos potencialmente mortales, insuficiencia renal
irreversible o grave destruccion local de los tejidos que causan

discapacidades permanentes y la amputacion de un miembro[15].



El Ecuador alberga una diversidad de 230 especies de serpientes de las
cuales 35 (15,2%) son venenosas Yy potencialmente peligrosas para el ser
humano pertenecientes a dos familias; Elapidae y Viperidae, [15][16]. El
envenenamiento bothropico lidera los numeros de accidentes, siendo
responsable por aproximadamente 70-80% de los casos registrados en el
pais. El perfil epidemiologico esta caracterizado por la predominancia de
accidentes por B. atrox en la Amazonia y B. asper en la Costa. El
envenenamiento laquetico se encuentra dentro 30% restante, juntamente
con otras serpientes vipéridas [2]. Debido a la cantidad de veneno que

inyecta, cuando ocurre estos eventos suelen ser muy graves.

Lachesis muta, ampliamente conocida como verrugosas son las serpientes
venenosas mas grandes de todos los vipéridos a nivel mundial. [17]. Esta
especie de serpiente presenta un veneno caracterizado por potentes efectos
proteoliticos, hemorragicos, miotoxicos y también neurotdxicos. A nivel de la
mordida puede causar dolor intenso, inflamacion, necrosis que puede
terminar en gangrena. En Costa Rica y Panama4, las mordeduras de esta

especie han presentado una alta tasa de mortalidad[18].

Todas las manifestaciones clinicas y consecuencias del envenenamiento
estan intimamente relacionada a la diversidad y abundancia de enzimas,
proteinas y péptidos encontrados en el venomall9]. El conocimiento
molecular de estas mezclas es fundamental y permite disefiar estrategias
terapéuticas (antivenenos) eficaces con alta capacidad de inmunoreconocer
y neutralizar las toxinas letales, revirtiendo asi el cuadro clinico y
sintomatologia del envenenamiento, pero también abre ventanas para el
biodescubrimiento de arquetipos moleculares utiles para el diagndstico,

avances biomédicos y farmaceéutico en diferentes areas[20].



Por lo tanto, la problematica con respecto al tratamiento de primera linea
para el envenenamiento ofidico por parte de la especie Lachesis muta en
Ecuador son los antivenenos heterdlogos polivalentes importados que no
incluye esta especie en el pool de inmunégenos. [21]. De esta manera, la
caracterizacion protedmica de los venenos de las principales serpientes
halladas en cada region del Ecuador se vuelve una tarea prioritaria y
alineada a los objetivos de la Organizacion Mundial de Salud (OMS) de
mitigar los impactos ocasionados por el envenamiento de mordedura de

serpiente problema que ha sido olvidado.

1.3. Objetivos

Determinar la composicion bioquimica del veneno de Lachesis muta
empleando estrategia protedmica combinada y la actividad catalitica de sus

enzimas por ensayos espectrofotomeétricos.

1.3.1. Objetivos especificos

e Fraccionar las proteinas presentes en el veneno L. muta a través de
enfoque bioquimico convencional usando cromatografia liquida y

electroforesis.

e Analizar la actividad enziméatica de las principales toxinas del veneno

Lachesis muta mediante ensayos espectrofotométricos.

e Emplear el andlisis protedmico con enfoque “bottom up” mediante
digestiébn enzimatica de las bandas de proteinas separadas en los
geles de electroforesis y secuenciacibn de los iones tripticos
utilizando espectrometria de masas en tandem (LC-ESI-MS) para la

identificacion precisa de las toxinas.



1.4. Hipotesis

El veneno de Lachesis muta se compone principalmente de proteasas y

enzimas de remodelacion de lipidos.

1.5. Alcance

Determinar la composicion bioquimica del veneno de la serpiente L. muta y
la abundancia relativa de sus toxinas. Asimismo, evaluar la actividad
enziméatica con el objetivo de aportar informacién de interés para posteriores
estudios y para el desarrollo de antivenenos mas especificos y eficaces.
Dicho estudio podria ser de suma importancia para el Instituto Nacional de
Salud Publica e Investigaciones (INSPI) en su proyecto enfocado en la

construccion de una planta de produccion de antivenenos [22].



CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1. Envenenamiento ofidico a nivel mundial

El envenamiento por mordedura de serpiente representa un desafio de salud
publica importante a nivel mundial y particularmente en zonas tropicales,
como Ecuador, el cual contiene un complejo y diverso ecosistema. Sin
embargo, el poco conocimiento sobre su incidencia hace que se convierta
en un problema desatendido por las autoridades debido a que ocurre
mayoritariamente en zonas rurales socioeconémicamente vulnerables donde
los centros de salud no cuentan con la infraestructura y recursos para
recopilar datos estadisticos fiables. Adicionalmente, la mayoria de las
victimas ni siquiera llegan a centros de atencion primaria hospitalaria y
suelen asistir a curanderos tradicionales que aplican practicas no validadas

cientificamente y que pueden agravar el cuadro clinico[6].

El estudio Global Burden of Disease de 2013, sefiala que el envenenamiento
por mordedura de serpiente es mas del doble de la estimacién sugerida para
las contribuciones agrupadas bajo ‘contacto con animales venenosos', lo que
recalca una falta de informes de mordeduras de serpientes en los registros

oficiales[23].

Se estima que cada afio se originan unos 5,4 millones de mordeduras de
serpiente a nivel mundial, que causan entre 1,8 y 2,7 millones de casos de
envenenamiento. La Figura 2.1 ilustra la distribucion de estos eventos
alrededor del globo. Entre 81.410 y 137.880 muertes, y 400.000 con
discapacidades fisicas o psicolégicas permanentes, incluida la pérdida de
las extremidades con alto impacto[24]. Esta condicion no solo altera la vida
de las personas afectadas, sino también la de sus familias y comunidades,
ya que perjudica en mayor grado a gente econdmicamente activa cuya
subsistencia y la de sus dependientes es predominante determinada por su
estado de salud[25][23].
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1.8-2.7 million envenoming

Global numbers
s
81,000-138,000 deaths

The United States and Canada
3,800-6,500 envenomings
7-15 deaths

Europe .}' ~
8,000-9,900 envenomings :
30-128 deaths

Asia
| 1.2-2.0 million envenomings
& 57,000-100,000 deaths

137,000-150,000 envenomings

Latin America and the Caribbean
3,400-5,000 deaths

435,000-580,000 envenomings

Africa and the Middle East
20,000-32,000 deaths

Oceania
3,000-5,900 envenomings
200-520 deaths

Nature Reviews | Disease Primers

Figura 2.1 Distribucion geografica del nUmero estimado de

envenenamientos y muertes por mordedura de serpiente[23].

11



2.2. Registro de mordeduras de serpientes en

Ecuador

El envenenamiento es aun una enfermedad latente en zonas rurales
ecuatorianas que coexisten en un ecosistema marcado por abundante
nuamero de especies de serpientes venenosas. En el pais se registro
aproximadamente 1438 mordeduras de serpientes durante el afio 2020. La
mayor incidencia ocurre en las provincias amazoénicas (Oriente), con el 37%
de los envenenamientos y una incidencia anual de 16 a 82 envenenamientos
por 100.000 habitantes (Figura 2.2). La mayoria de las mordeduras de
serpientes (51%) se produjeron en la region costera (provincias de la Costa)
con una incidencia de 3 a 17 mordeduras por 100.000 habitantes. En las
provincias de las tierras altas del centro del pais (provincia de la Sierra), la
incidencia fue de alrededor de 1 a 2 mordeduras por 100.000
habitantes[21][22].

SUCUMBIOS

Figura 2.2 Casos de mordeduras de serpientes, por provincia en Ecuador,
SEO01-53, afio 2020[26].
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2.3. Biodiversidad y serpientes en Ecuador

Desde 1998, Ecuador forma parte de los 17 paises “megadiversos”. Con solo
el 0,06% de la superficie terrestre mundial, alberga aproximadamente el 16%
de las especies de aves del mundo, el 8% de anfibios, el 5% de reptiles y el
8% de mamiferos. La diversidad floral también es incomparable con mas de
25.000 especies de plantas descritas cientificamente y muchas mas por

descubrir y describir formalmente[28].

La exuberante biodiversidad del Ecuador se refleja en la variedad de
especies de serpientes, dentro de las cuales se encuentran las familias
Elapidae y Viperidae que son consideradas venenosas y altamente
peligrosas para el ser humano[3]. A continuacién, se describe algunas

caracteristicas y miembros de estas familias.

13



e La familia Elapidae comprende dos géneros y 19 especies distribuidas a
diferentes altitudes, desde cero hasta los 2100 m sobre el nivel del mar:
Hydrophis platurus y 18 especies de Micrurus. Los accidentes por
mordedura de serpiente causados por la familia Elapidae son inusuales
(menos del 1% del total de accidentes), siendo Micrurus mipartitus
decussates y Micrurus helleri las especies mas comunes responsables de
estos casos[21].

e La familia Viperidae se distribuye en la Costa del Ecuador (8 especies) y
la Amazonia (8 especies). Esta familia comprende cinco géneros distintos
y 17 especies que se pueden encontrar en varias provincias a diferentes
niveles altitudinales, que van desde el nivel del mar hasta
aproximadamente los 3000 m sobre el nivel del mar. Por tanto, la mayoria
de los accidentes por mordedura de serpiente en el Ecuador son

causados por las especies B. asper, B. atrox, B. bilineata y L. muta [21].

2.4. Lachesis muta

L. muta, especie blanco de esta investigacion, es conocida como la
Bushmaster amazoénica. Es una de las serpientes venenosas mas grandes
del mundo. En cuanto a longitud es la mas grande de América y la segunda
del mundo, después de la cobra real (Ophiophagus hannah). Los adultos de
L. muta miden generalmente 2,5 m, pero se han reportado algunos individuos
de hasta 4,5 m. En la Amazonia ecuatoriana, L. muta se diferencia de otras
viboras por tener las siguientes caracteristicas: cola que termina en una
espina, quillas prominentes con forma de protuberancia en las escamas
dorsales, que le dan a la serpiente una "textura de pifia", y un patron de color
distintivo que consiste en tridngulos invertidos de color negro intenso sobre
un fondo claro. dorso café molido (Figura 2.3). Los recién nacidos (40 — 54,2
cm de longitud total) tienen un dorso anaranjado vibrante y una cola

amarillenta[17].
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Figura 2.3 Individuos de Lachesis muta del Parque Nacional Llanganates,
provincia de Pastaza, Ecuador[17].
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2.5. Manifestaciones clinicas ocasionadas por el

envenamiento por mordeduras de serpientes

Los envenenamientos humanos ocasionados por taxones de Lachesis son
poco frecuentes, pero bastante severos debido a la gran produccién e
inyeccion de veneno (200 — 411 mg). Estudios reportan los siguientes valores
de dosis letal media (LD50) de veneno L. muta: 1,5 mg/kg (intravenoso), 1,6—

6,2 mg/kg (intraperitoneal), 6,0 mg/kg (subcutaneo)[12].

La gravedad de estos envenenamientos se caracteriza por presentar
sintomas como dolor local ardoroso palpitante agonico y edema (hinchazén)
durante los primeros minutos después de la mordedura. La hemorragia leve
alrededor del sitio de la picadura y la formacion de ampollas locales son
altamente frecuentes. Las manifestaciones sistémicas involucran
hemorragia, coagulopatia y colapsos cardiovasculares, y lo que se ha
denominado “sindrome de Lachesis”. Dicha condicion consiste en una serie
de alteraciones asociadas a una “sintomatologia vagal, es decir, sudoracion
abundante, célico abdominal, nauseas, vomitos recurrentes, diarrea acuosa,
hipotension diastdlica y sistdlica, y bradicardia sinusal (lento ritmo cardiaco),
junto con trastornos sensoriales (marcha descoordinada, pérdidas de
conciencia) y alteraciones hemodinamicas graves en muy poco tiempo (15-
20 min). Estos signos y sintomas pueden considerarse patognomaonicos de

envenenamientos por serpientes del género[12].
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2.6. Antivenenos

La administracion parenteral de antivenenos basados en inmunoglobulinas
heter6logas animales constituye el Unico tratamiento cientificamente
validado y efectivo para los envenenamientos por mordeduras de serpiente
desde hace mas de un siglo[28]. Histéricamente, los pioneros Calmette, Vital
Brazil y otros emplearon suero separado de la sangre de caballos
hiperinmunizados para la preparacion de los primeros productos biolégicos
Utiles para esta finalidad (“seroterapia antiveneno”). Luego se demostré que
los anticuerpos son las moléculas activas determinantes de la accion
neutralizante del “suero antiveneno”. Posterior a esto, algunos laboratorios
productores eligieron emplear inmunoglobulinas o fragmentos de
inmunoglobulinas (F(ab“)2, Fab), purificados a partir de suero en lugar de

suero crudo[9].

En lineas generales, los antivenenos se clasifican de acuerdo con su
produccion y efectividad, en monovalentes o monoespecificos y polivalentes
o poliespecificos. El primero corresponde a aquellos producidos con el
veneno de una determinada serpiente, mientras los polivalentes son
producidos con los venenos de varias serpientes[30]. La generacion de un
antiveneno clinicamente efectivo para el tratamiento de accidentes ofidicos
es favorecido por disponibilidad de informacion de estudios protedmicos,
toxicolégicos e inmunoldgicos considerando la variabilidad ontogenética,
geogréfica e individual intraespecifica en la composicion del veneno [31].

2.7. Venenos y su composicion

El veneno es la suma de una combinacién natural de moléculas bioactivas
gque cuando, incorporadas a un ser vivo, puede producir significativas
alteraciones en sistemas importantes del cuerpo humano, que comprometen
la vida[32]. En otras palabras, el veneno es una secrecion altamente
compleja formada por compuestos bioquimicos, sintetizados en unas

glandulas especializadas e inyectado mediante un aparato inoculador, que
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modula, activa y/o inhibe procesos fisiologicos, celulares o bioquimicos
normales de la presa. Estudios sugieren que este céctel molecular, es de
naturaleza aminoacidica, alrededor de un 90%, esta compuesto por unas
pocas familias de proteinas y péptidos, mientras que el 10% restante son
sustancias organicas e inorganicas, como sal, azucares, poliaminas,

metabolitos y neurotransmisores[33][32].

Dentro de los componentes toxicos presentes en los venenos de serpientes
se encuentran: 3FTx, toxina de tres dedos; CRISP, proteina secretora rica
en cisteina; CTL, proteina tipo lectina tipo C; DTx, dendrotoxina; LAOO, L-
aminoacido oxidasa; Myo, miotoxina de bajo peso molecular; PLA2,
fosfolipasa Az; SVMP, metaloproteinasa de veneno de serpiente; SVSP,
serina proteinasa de veneno de serpiente. En la figura 2.4 se resume la
abundancia relativa de las principales familias de toxinas estudiadas en las

secreciones de las serpientes Vipéridas y Elapidae[23] .
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Figura 2.4 Niveles de toxinas en el veneno de vipéridos y elapidos[23].

El grafico de la figura 2.4 muestra los rangos de niveles de expresion de
dichas biomoléculas en los venomas analizados. Estos valores fueron
calculados como porcentaje del proteoma total del veneno. Las barras estan
codificadas por colores que se asocian con las actividades toxicolégicas mas
relevantes de la familia de proteinas correspondiente.

Los gradientes de color ilustran la dependencia de la concentracion del
efecto biolégico (mismo color) o efectos diferentes (mdultiples colores). Las
toxinas presentan actividades distintas en diferentes dosis. Adicionalmente,
la figura ejemplifica la estructura tridimensional de estas biomoléculas,
tomando en cuenta resultados cristalograficos o de resonancia magnética
nuclear de un representante de cada grupo[23]. En resumen, una variedad
composicional, estructural y toxicolégico resaltan la intrinseca complejidad

de los venenos de serpientes.
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2.8. Descripcion de los componentes toxicos del

veneno

A continuacion, una breve descripcion estructural, bioquimica y funcional de

las toxinas mas estudiadas y comunes presentes en los venenos de

serpientes:

2.8.1. Toxinas de tres dedos (3FTX)

Las toxinas de tres dedos (3FTX) son toxinas sin actividad enzimética

formadas por la combinacion de aproximadamente setenta residuos de

aminodcidos; son abundantes en venenos de corales [34]. Ellas exhiben una

estructura terciaria conservada que se establece por tres bucles que

contienen hebras beta (bucles designados I, Il y lll) que se proyectan desde

un pequefio ndcleo hidrofébico caracterizado por la presencia de cuatro

enlaces disulfuro (Figura 2.5). Debido a la alta similitud con una mano, ellas

fueron bautizadas con este nombre que ilustra bien su conformacion [35].

Figura 2.5 Ejemplo de la estructura tridimensional de una 3FTx.

Erabutoxina A, es una toxina con accion en el sistema nervioso que
es miembro de la superfamilia 3FTx. Los tres "dedos" pueden ser

visualizados como I, Il 'y IIl. Adicionalmente, los cuatro enlaces
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disulfuro conservados se muestran en amarillo. Renderizado de PDB
: 1QKD[36].

La evoluciéon molecular de este conjunto de toxinas ha generado
proteinas con multiples acciones expresadas en una diversidad de
mecanismos y actividades biologicas, en el que se caracteriza la
neurotoxicidad. Dentro de esta familia se encuentran a-neurotoxinas,
K-neurotoxinas, fasciculinas, toxinas muscarinicas y cardiotoxinas o

citotoxinas, entre otros[37].

2.8.2.Proteina secretorarica en cisteina (CRISP)

Este tipo de biomoléculas son polipéptidos compuestos por una
cadena de 20-30 kDa. Las CRISP tienen un alto grado de similitud de
la composicién aminoacidica. Su estructura contiene 16 residuos de
cisteina conservados que establecen 8 enlaces disulfuro (Figura 2.6),
10 de estos residuos forman el dominio rico en cisteina (CRD) en el

extremo C-terminal[38].

Estudios recientes han revelado que las CRISP son ampliamente
expresadas en los venenos de serpiente. Aunque pobremente
exploradas desde el punto de vista funcional y dindmico, algunas
investigaciones han sugerido que estas toxinas pueden actuar

como bloqueadores de los canales i6nicos[38].

Bj-cBE e SGPPCGDCPSACDNGLETNPCTK-——————————————
ChCRPIa GNIRGKTAT PYKSGPPCGDCPSACDNGLCTNPCTKEDKYSNCKSLVQQAG
0g-CRPa GNI IGKTAT PYT SGPPCGDCPSACDNGLCTNPCTEENMFTNCDSMVQKRS
B3-CRP GNIIGKTATPYTSGPPCGDCPSACDNGLCTNPCTEENMFTNCDSMIQKRS
Dr-CRPK GNIIGKIATPYTSGPPCGDCPSACDNGLCTNPCSHEDEFTNCKDLVKQG-
Dr-CREB GNIVGRTAT PYKSGQPCGDCPSACDNGLCTNPCRREDVFTNCIDMAKGRS

HE RHRRRAARNRAR AR AR

Figura 2.6 Alineacion multiple de la secuencia parcial de
aminoacidos de Bj-CRP con otros CRISP de veneno de
serpiente . Los residuos de cisteina relacionados con los enlaces
disulfuro se destacan en amarillo[38].
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2.8.3.Lectinas tipo C y proteinas tipo-lectinas

Las lectinas son proteinas que tienen la capacidad de reconocer y
unirse a carbohidratos y que fueron descubiertas por primera vez en
estudios con materiales vegetales. Las lectinas encontradas en
venenos de serpientes pertenecen a la Superfamilia de lectinas tipo C
y se ubican en dos grandes grupos: las lectinas tipo C verdaderas y

las proteinas similares a lectinas tipo C[39].

Las lectinas tipo C verdaderas reciben esta denominacion debido a
la habilidad de unirse a carbohidratos en presencia del ion divalente
calcio; mientras que las proteinas similares a lectinas tipo C poseen
un CRD (region de reconocimiento de carbohidrato) pero carecen de

esta union a los carbohidratos[39].

Las lectinas tipo C verdaderas son homodiméricas con una masa
molecular de aproximadamente 30 kDa que se enlazan a
carbohidratos mediante interacciones electroestaticas dependientes
de calcio. Estas proteinas poseen CRD constituida por 115-130
aminoacidos dentro de los cuales 32 son invariables, sobresaliendo
las posiciones donde se encuentra cisteina. En conjunto estos
aminoacidos posibilitan la generacion de puentes disulfuro con la

consiguiente estabilizaciéon de la estructura 3D[40].

Las proteinas tipo lectina y lectinas tipo C presentan actividades
biolégicas de relevancia tales como la induccién/inhibicion de la
agregacion plaquetaria, la induccion de la aglutinacién plaguetaria y

la inhibicion de la coagulacién a los factores de coagulacion[37].

2.8.4. L-aminoacido oxidasas (LAAO)

Las LAAO de venenos de serpientes son una de las enzimas del

veneno menos estudiadas. A pesar del creciente interés en los ultimos
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afios debido a sus propiedades citotoxicas que son Utiles para el
desarrollo de terapias anticAncer. Estas enzimas participan de la
catalisis oxidativa estereoespecifica de un L-aminoacido a su
correspondiente a-cetoacido con liberacion de perdxido de hidrogeno
(H202 ) y amoniaco (NHs)[41]. En relacion con el espectro de
actividades patoldgicas y fisiologicas, incluye la induccion de
apoptosis, edema, agregacion/inhibicion de plaquetas, actividades
hemorréagicas y anticoagulantes. Por otro lado, también muestran
actividad antibacteriana, antiviral y leishmanicida y se han utilizado
como modelos estructurales para el disefio de agentes terapéuticos
en algunas enfermedades como el cancer y los medicamentos contra
el VIH.

Las LAAO son macromoléculas con carbohidratos con una masa
molecular variable, entre 120 y 150 kDa en forma nativa (dimérica) y
entre 55 y 66 kDa en forma desnaturalizada (forma monomeérica)[37].
Algunos estudios estructurales también han demostrado su
naturaleza tetramérica. Estas glicoproteinas (Figura 2.8) fueron
encontradas como dimero en solucién y son funcionales en este
estado[41].
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Calloselasma rhodostoma LAAO) (A) representacion del sitio activo,

la union a FAD vy los residuos de aminoacidos de glicosilacion se
muestran como barras verdes. Los puentes disulfuro estan

representados por barras amarillas. (B-D), residuos involucrados en

la glicosilacion y la unién a FAD resaltados. Las partes de la
estructura secundaria que pertenecen a los dominios de unién a

FAD, union a sustrato y helicoidal estan coloreadas en azul, rojo y
verde, respectivamente[41].
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2.8.5.Fosfolipasas A2 (PLA>2)

Las fosfolipasas Az son proteinas membranoliticas pequefias con una
masa molecular entre 13—-15 kDa[42]. Ellas catalizan la hidrélisis de
los fosfolipidos membranales en las posiciones para producir
lisofosfolipidos y acidos grasos libres. El catién Ca ?* es fundamental
para sus acciones cataliticas[42]. Las PLAz pueden presentar
neurotoxicidad presinaptica o postsinaptica, miotoxicidad sistematica
o local, cardiotoxicidad, inhibicibn de la agregacién plaquetaria,
actividades anticoagulantes e inductoras de edemal43].

Las PLA2 del veneno de Elapidae existe como una enzima
monomeérica y posee neurotoxicidad, mientras que las PLAz del
veneno de Viperidae puede existir tanto en forma de monémero como
de dimero. Las PLA2 monomérica de Viperidae exhibe efectos
citotoxicos, mientras que las PLA2 dimérica posee efectos citotdxicos

a una dosis més baja y neurotoxicidad a una dosis mas alta[42].

Las PLAz han sido divididas a su vez en fosfolipasas D49 y
fosfolipasas K-49. Las D-49 tienen Asp (acido aspartico) en el residuo
49 y conservan su capacidad hidrolitica. En cambio las K49 poseen
Lys (lisina), en la misma posicién, y no tienen actividad enzimatica[44].

2.8.6. Metaloproteinasas de veneno de serpiente
(SVMPs)

Las SVMP son enzimas dependientes de Zn?* presentes en los
venenos de serpientes de las familias Viperidae y Elapidae.
Generalmente, las SVMP constituyen del 30 al 60% del contenido total
de proteinas en los venenos de vipéridos[37]. De acuerdo con la

composicion de su dominio, las SVMP se clasifican en tres grupos:
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e SVMP P-I, que tienen masas moleculares de 20-30 kDa, y estan
compuestas por un solo dominio catalitico de metaloproteinasa de
unién a Zn?* (dominio catalitico)[45].

e SVMP P-Il, con masas moleculares de 30-60 kDa y que tienen un
dominio de desintegrina ademas del dominio catalitico[45].

e SVMP P-lll, de masas moleculares de 50-70 kDa y compuestas
por dominios cataliticos de metaloproteinasa, tipo desintegrina y
ricos en cisteina. Algunas SVMP P-lll presentan una estructura
cuaternaria, en la que una subunidad que comprende una
estructura tipica de SVMP P-Ill esta unida, a través de un enlace
disulfuro, a una subunidad mas pequefia similar a una lectina de
tipo C[45].

Las SVMP desempefian varias funciones en la fisiopatologia del
envenenamiento, debido a que compromete la arquitectura de los
tejidos por su accion protedsica. El efecto mas destacado causado
por SVMP es la hemorragia, un efecto asociado con un dafio tisular
local prominente y con sangrado sistémico que puede conducir a un
shock cardiovascular. Su mecanismo se basa en la accion sobre la
membrana basal que rodea los vasos capilares; también participan en
la degradacién de la matriz extracelular y promueven una reaccion
inflamatoria[37][46].

2.8.7.Serina proteinasa de veneno de serpiente (SVSP)

Las SVSP tienen masas moleculares de 25-70 kDa y se caracterizan
por una triada catalitica conservada (Ser, His y Asp) y por la presencia
de abundantes enlaces disulfuro. La mayoria de las serinas
proteinasas de veneno muestran un grado variable de glicosilacion,
una caracteristica estructural que influye en la inmunogenicidad. Las
SVSP constituyen entre el 10 y el 30 % del contenido de proteinas en

todo el veneno de las especies de vipéridos[37]. Las SVSP son
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enzimas complejas y multifuncionales que actian principalmente

sobre la hemostasia[47].

Las SVSP que afectan la hemostasia expresan actividad similar a la
de la tripsina, hidrolizando el sustrato BApNA (N a -benzoil- L -arginina
4-nitroanilida). No son inhibidos por los inhibidores enddégenos de la
serina proteinasa (serpinas) en presencia de heparina. En
consecuencia, los SVSP se pueden utilizar en tratamientos médicos y
en el diagnostico de irregularidades en la coagulacion de la

sangre[48].

2.8.8. Técnicas Omicas

La investigacion en Toxinologia es un area multidisciplinaria y
fascinante. El desarrollo de las técnicas émicas, en los ultimos afios,
ha favorecido la comprensién de la composicién de los venenos de
las serpientes y sus implicaciones. El progresivo desarrollo de
técnicas analiticas rapidas y sensibles para la separacion de proteinas
y su andlisis; han aportado significativamente al incremento del
namero de venomas catalogados, y a la aplicacion de toxinas
individuales[49]. Alineados al estudio proteémico varias estrategias y
herramientas han emergido para fortalecer y generar informaciones
valiosas de los venenos. La combinacion de técnicas releva cada vez
més detalles e informaciones valiosas para responder preguntas aun
pendientes en esta area. A continuacion, se explica los principales

términos y la aplicabilidad de las diferentes técnicas.

e La Venomica inicialmente se centro en la identificacion cualitativa
de los componentes del veneno. Sin embargo, actualmente la
introduccion de novedosas estrategias permite identificar no solo
las familias de proteinas sino también estimar la abundancia
relativa de cada componente. Este avance se dio gracias a la

combinacion de técnicas de separacion RP-HPLC y electroforesis
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SDS PAGE unidimensional y densitometria en gel., Las bandas de
proteinas resultantes se pueden escindir y digerir en gel, para
finalmente ser analizadas por cromatografia liquida acoplada
espectrometria de masas (LC-ESI-MS/MS)[50].

La antivendmica es relativamente mas joven que la venémica, y
en combinacion posibilita la evaluacion del reconocimiento de los
componentes del veneno por parte de los anticuerpos presentes
en un antiveneno determinado. Este tipo de analisis revela que
toxinas se unen a los componentes del antiveneno,
proporcionando informacion valiosa sobre la inmunogenicidad
relativa. Los analisis antivendbmicos se limitan al
inmunoreconocimiento de las proteinas del veneno. Por lo tanto,
esto no siempre se traduce, en la neutralizacién de la toxicidad.
Asi siendo, el uso de ensayos de neutralizacidbn permanece
adecuado y recomendado por la Organizacion Mundial de la
Salud[8].

La toxicovenomica trabaja en el andlisis de actividades toxicas de
las fracciones de veneno proporcionadas por las etapas del
enfoque vendmico. Estudios actuales combinan cada vez mas la
caracterizacion protebmica de los venenos con ensayos de
actividad toxicolégicas de componentes particulares, con la
finalidad de generar perspectivas médicas y biolégicas. Otro
enfoque consiste en el andlisis del sinergismo, toxinas
individualmente o en conjunto pueden modular diferentemente los
efectos bioldgicos. La combinacién de estas estrategias amplia la
vision de las mezclas de proteinas y péptidos que producen las
serpientes venenosas responsables de miles de muertes y
discapacidades permanentes cada afio, Ssus aspectos

toxicoloégicos e inmunologicos[8].
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CAPITULO 3

3. METODOLOGIA

El presente trabajo de investigacion tiene por objeto, la caracterizacion proteomica
y enzimatica del veneno de Lachesis muta, mediante andlisis quimicos
espectroscopicos, cromatograficos y espectrométricos. Para su desarrollo, se

utilizé investigacion del tipo cualitativa y cuantitativa.

A través del uso de ensayos quimicos se logré identificar y cuantificar de forma
relativa las toxinas presentes en el veneno de L. muta. Consecuentemente, se
correlaciond el tipo de toxinas identificadas con su actividad enziméatica. Finalmente
se comparan las proteinas encontradas en el individuo con las reportadas por
estudios previos del mismo tipo de ejemplar nivel de América del sur y América
central, donde se hizo uso de similares parametros metodolégicos.
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3.1. Poblacién y muestra

La muestra de veneno de L. muta se obtuvo de una serpiente joven de la
Amazonia ecuatoriana, especificamente, en la reserva Sumak Kawsay in
Situ (posicion geografica de 01°24,07", sur 078°04,00, Oeste), como parte
del Corredor Ecologico Llanganates Sangay, Canton Mera, provincia de
Pastaza (Figura 3.1 punto 1). La colecta se realizé bajo los permisos de
investigacion MAE-DNB-CM-2015-0017 y MAE-DNB-CM-2019-0115. En
lineas generales, la muestra de veneno se obtuvo restringiendo a la
serpiente con el uso de un tubo telescépicos de plastico transparente y luego
se indujo a morder la parte superior de un vaso de precipitado de vidrio
cubierto con Parafiim®[50]. La secrecidn luego de la extraccion se pipeteo
inmediatamente en un tubo de 1,5 ml, refriger6 a 4 °C, liofiliz6 y congel6 a —

20 °C hasta su uso.

s " Colag COLOMBIA

.....

ATLANTIC G e | [Cinbe

-----

OCEAN R,

PERU

Figura 3.1 Sitio de muestreo (1) del individuo L. muta para recoleccion de
muestra de veneno[51].
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3.2.

Equipos, materiales y reactivos

3.2.1.Equipos

e Balanza analitica, marca Ohaus, modelo AX224/E.

e Estufa marca Esco modelo OFA-54-8.

e Vortex, marca Biobase, modelo MX-S.

e Ultrasonido, marca Branson, modelo CPX5800H.

e Centrifuga refrigerada, marca Thermo Scientific, modelo Sorvall
ST40R.

e Termobloque, marca Thermo Scientific, modelo dry Bath Stdrd 1
Block.

e Centrifuga o concentrador a vacio, marca Genevac, Modelo Mi
Vac Duo.

e Espectrofotdmetro para microplacas, marca Promega, modelo
GLOMAX DISCOVER SYSTEM.

e Cémara para electroforesis BIO-RAD Mini-PROTEAN Tetra.

e Cromatografo liquido (HPLC) marca Waters equipado con un
sistema de bomba binario (Waters 1525), automuestreador
(Waters 2707) y detector UV-Visible (Waters 2489).

e Cromatografo liquido de ultra alta eficiencia (UPLC), marca Waters
modelo Acquity I-Class, acoplado a un espectrémetro de masas
marca Waters modelo Xevo G2 QTOF con fuente Lockspray. (LC-
ESI-MS)

3.2.2. Materiales y reactivos

e Columna Simmetry C18 5um 250*4.6mm.
e Columna Acquity UPLC CSH™ C18 5um 3.0*50mm
e Aguatipo 1.
e Acetonitrilo (ACN), pureza = 99.9% grado HPLC.
e Acetonitrilo (ACN), pureza 299.9% hipergrado o calidad LC/MS.
e Metanol, pureza = 99.9% grado HPLC
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Acido trifluoroacético (TFA), pureza >99% para HPLC.

Acido férmico (AF), grado de reactivo, pureza 295%.

Acido acético, grado ACS, pureza 98 - 100%.

Hidroxido de sodio, pellets, pureza 295%.

Bicarbonato de amonio (AMBIC), pureza >99,5% (T).

Tris HCI, Grado Biologia molecular.

Tris Base, Grado Biologia molecular.

Cloruro de calcio anhidro (CaClz), pureza 293%.

Cloruro de sodio (NaCl), pureza 298% para biologia molecular, en
polvo.

Acrilamida, adecuada para electroforesis, pureza 299% (HPLC).
N,N'’-metilenbisacrilamida (bis-acrilamida), pureza 99%.

Sodio dodecil sulfato (SDS), Grado: Para biologia molecular.
Pureza: >98.5% (GC). Adecuado para electroforesis.

Persulfato de amonio (PSA), grado biologia molecular, adecuado
para electroforesis, pureza =98.

N,N,N’,N'-Tetrametil  etilendiamina (TEMED), BioReagent,
adecuada para electroforesis, pureza ~ 99%.

Azul de bromofenol grado reactivo ACS, en polvo, para tincién de
DNA y proteinas en geles de agarosa y poliacrilamida.

Ditiotreitol (DTT), para electroforesis, pureza >99%.

Escalera de peso molecular para proteinas de rango amplio para
proteinas, Broad Range Protein Molecular Weight Markers.
Glicina grado reactivo ACS, en polvo, para tincion de DNA y
proteinas en geles de agarosa y poliacrilamida.

Azul brillante de Coomassie (Blue R-250; Sigma Aldrich).
lodoacetamida (IAA), pureza 299%.

Tripsina corte enziméatico de pancreas bovino tratado con TPCK.
Acido tricloroacético, reactivo ACS, pureza =99,0 %

Azocaseina, sustrato de proteasa.

Acido benzoico 4-nitro-3 (octanoiloxi), sustrato sintético.
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3.3.

e Clorhidrato de Na-benzoil-L-arginina 4-nitroanilida (L-BapNa),
pureza 299% (TLC), adecuada para sustrato para tripsina.

e Dimetilsulféxido (DMSO), para biologia molecular.

e L-metionina, grado reactivo, pureza 298% (HPLC).

e Peroxidasa, horseradish.

Caracterizacion bioquimica

3.3.1. Perfil cromatografico

El veneno fue fraccionado a fin de obtener fracciones de toxinas para
el estudio de composicion bioquimica. Inicialmente, se disolvio
aproximadamente 300 ug de veneno liofilizado en 200 pL de solucion
5% de ACN en 0,05% de TFA. La muestra disuelta se homogenizé
mediante agitacion con vortex. Luego, se centrifugd a 13000g por 10
min para separar las sales formadas. Se tomaron 190 pL del
sobrenadante para ser inyectados en el equipo de cromatografia

liguida de alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC).

Para la separacion, se utilizd una columna Simmetry C18 y un
cromatégrafo liquido HPLC. El equipo oper6 a un flujo de 1 mL/min
bajo un gradiente lineal de TFA 0,1% en agua (Solucion A) y ACN con
0,1% de TFA (Solucién B), isocraticamente (5% B) durante 5 min,
seguido de 5-25% durante 10 min, 25-45% durante 60 min, 45—-70%
durante 10 min, e isocraticamente 70% por 5 min, el tiempo de corrida
fue de 100 min[8]. La deteccion de proteinas se realizé a 215 nm. Las
fracciones se colectaron de forma manual. Finalmente, las fracciones
colectadas fueron concentradas a sequedad haciendo uso de la
centrifuga a vacio a 35°C durante 24 horas. La cuantificacion de la
abundancia relativa de los picos cromatograficos se realizé haciendo
uso del software Empower Ill. La Figura 3.2 ilustra y resume cada

etapa del fraccionamiento y obtencién de fracciones.
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Figura 3.2 Esquema ilustrativo de las etapas relacionadas a la
preparacion de muestra y fraccionamiento de proteinas del veneno
de L. muta mediante RP-HPLC.

3.3.2.Electroforesis SDS-PAGE

La separacion de proteinas presentes en el veneno total como en las
fracciones obtenidas a través del perfil cromatogréafico se realizé a
través del método de electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS
(SDS-PAGE)[52]. Se disolvié cada fraccion concentrada a sequedad
en 45 uL de buffer de carga (0,8 M Tris-HCI, pH 6,8; 10% (v:v) glicerol,
2% (m:v) SDS; 0,02% (m:v) azul bromofenol). Las muestras fueron
separadas en condiciones reductoras afiadiéndoles 5 pL de DTT 1 M,
seguidamente se homogeneizaron con agitacidn vortex, se calentaron
a 90 °C por 5 min y finalmente se tomaron 20 yL de la muestra tratada

para el analisis.

La electroforesis se realizé en una camara vertical (Ver figura 3.3), a
120 V con buffer de corrida 1 X (0,025 M Tris-HCL, pH 8,3; 0,192 M
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glicina; 0,1% (m/v) SDS). Se utilizd un gel de apilamiento con
concentracion de 5,51 % (bis-acrilamida (30:0,8) % (m:v); 0,067 M
Tris-HCI, pH 6,8; 0,1 % (m:v) SDS; 0,089% (m:v) PSA; 0.17 (v:v)
TEMED) y un gel de corrida con concentracion 12,64 % (bis-
acrilamida (30:0,8) % (m:v); 0,55 M Tris-HCI, pH 6,8; 0,1 % (m:v) SDS;
0,05% (m:v) PSA; 0,1 (v:v) TEMED). Para la identificacién de la masa
molecular de las proteinas del veneno, se utilizé6 5 pL de marcador
molecular. Para visualizar las bandas, el gel se tifié con una solucién
colorante de azul brillante de Coomassie durante 24 horas con
agitacion continua y se destifid con una solucion decolorante de

proporcion 40:10:50 metanol, &cido acético y agua.

45 uL Buffer de carga

5ul de DTT

- — — — -—

- - Decoloracifn Tincion

= - ) d'i-L DEQHU[- ) _ Coomasie Blue R-250

— - (CH:OH : (_H:LUE_)H. H:0) (CH:OH : CH:COOQH ; H;0)
o - (40 :10:50) {40 : 10 : 50)

Figura 3.3 Representacion de la Identificacion de proteinas
mediante electroforesis SDS-PAGE en condiciones reductoras.
3.3.3.Digestion

3.3.3.1. Digestion de bandas

Las bandas obtenidas por electroforesis fueron recortadas y

sometidas a un proceso de digestion proteolitica [53].
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Inicialmente se realizé la extraccion del azul de coomassie;
para esto se agregd 50 pL de solucion (AMBIC 100 mM:
acetonitrilo (ACN) (1:1)) por una hora a temperatura ambiente
(TA). Se descart6 la solucion y se reemplaz6é por 50 pL de
solucion AMBIC 100 mM; se guardo a 4 °C hasta el momento

de la digestion.

Se descartd el AMBIC donde se encontraban las bandas de
electroforesis y se agregé 50 uL de ACN por 15 min a TA.
Luego, se descarté el ACN y se repitio el paso anterior. Por
consiguiente, las bandas fueron secadas en la centrifuga a
vacio 45°C, 15 min. Para realizar la reduccién de las proteinas,
se rehidrat6 las bandas con 50 pL de una solucién 1,54 mg/mL
de DTT e incubo 30 min a 56 °C. A continuacion, se descarto
el DTT y se agreg6 50 pL de ACN, 5 min a TA. Luego, se
descarté el ACN y se repitid el paso anterior. Enseguida se

seco en la centrifuga a vacio 45°C por 15 min.

Para el proceso de alquilacion de las proteinas, se rehidrato las
bandas con 50 pL de una solucién 10,2 mg/mL de IAA y se
colocé en la oscuridad 20 min. Se descart6 la IAA y se agregd
50 pL de AMBIC 100 mM; se lavé brevemente y se descarto el
AMBIC sin incubar. Seguidamente, se agreg6 50 uL de AMBIC
100 mM, 15 min a TA y se descarté el AMBIC, agregando 50
puL de ACN, 15 min a TA. Se descartd el ACN y se seco en
centrifuga a vacio 45°C por 15 min. Para la digestion de las
proteinas, se rehidratdé las bandas con una solucion 13,33
pug/mL de tripsina a 4 °C, 15 min; después se agreg6 10 uL de
AMBIC 100 mM y se incubé por la noche a 37 °C.

Las bandas en solucion con tripsina se centrifugaron a 12000
rpom, 15 seg. Se recolecté cada sobrenadante en tubos de 1,5
mL. Al tubo con las bandas, se le adicion6 30 uL de 60 % ACN
con 1% AF, y se coloco en el sonicador por 10 min a 37 °C,
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centrifugandose a 12000 rpm, 15 seg. Se recolecto el
sobrenadante y se unié con el anterior. Se concentré casi a

sequedad en la centrifuga a vacio 45 °C por 30 min.

Finalmente, se resuspendié el digerido casi seco en 0,1% (AF)
y se transfirié a un vial de cromatografia (Ver figura 3.4). Se
mantuvo a temperaturas de 4-8 °C hasta su inyeccion en el
sistema LC-ESI-QTOF. Todas las soluciones usadas se

prepararon al instante.

3.3.3.2. Digestidn en solucién

Las fracciones colectadas directamente del RP-HPLC en las
gue no se visualizo bandas en el SDS-PAGE, se
resuspendieron en 10 pL de 0,1 % AF. Enseguida se le afiadio,
AMBIC 1 M hasta completar 20 pl, se agregé 6 pl de DTT 100
mM y se incub6 a 56°C, 30 minutos. Luego, se sometio a
alquilacién con 3 pl de IAA por 20 minutos en la oscuridad. Se
afadio 3 pl de DTT 100 mM y se dejé reposar por 20 minutos
a TA. La digestion se realiz6 colocando 3 pl de una solucion de
0,1mg/mL de tripsina durante la noche a 37°C. A continuacion,

se agrego6 0,2 uL AF concentrado.

Posteriormente, se evaporaron todos los solventes en la
centrifuga a vacio 45°C casi a sequedad; posteriormente se
transfirié 25 pL al vial de cromatografia y se mezclé con 100 pL
de 0,1% AF (Ver figura 3.4). Se mantuvo a temperaturas de 4-
8 °C hasta su inyeccion en el sistema LC-ESI-QTOF. De
manera similar a digestion de bandas, todas las soluciones

fueron preparadas durante el procedimiento experimental [54].
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3.3.4.Espectrometria de masas

Para la adquisicion de datos MS1 y MS2 se utilizé el equipo LC-ESI-
TOF. Las muestras de péptidos digeridos se inyectaron a una
columna Acquity C18. La velocidad de flujo fue de 0,3 mL/min y se
utilizé como fase movil 0,1% AF (solucién A) y ACN con 0.1% AF
(solucion B). El gradiente de elucion lineal fue establecido
isocraticamente en 1% B durante 1 min, 1-70% B durante 29 min.
Finalmente, se mantuvo isocraticamente en 70% B por 2 min; el
tiempo de corrida fue de 40 min. El espectrometro de masas operé
con un voltaje de capilar de 0.5 KV, tensién de cono, 40 v: temperatura
de la fuente 120°C; temperatura de desolvatacion, 450 °C; flujo de gas

cono, 30 L/h; y flujo de gas de desolvatacion 900 L/h.

Los datos MS fueron adquiridos usando método de adquisicion
dependiente de datos (DDA) en modo positivo y resolucién utilizando
un barrido de masas en la region m/z de 400 a 1990. Los iones mas
abundantes de los espectros MS1 con cargas +2 y +3 fueron
seleccionados automaticamente para fragmentacion (MS2) mediante

disociacion por colision inducida de los iones mas intensos.

Los espectros se interpretaron manualmente o usando una versiéon
con licencia del programa MASCOT DESTILLER 2.7 [55], contra una
base de datos privada que contiene 7668 secuencias de proteinas de
vipéridos depositadas en la base de datos Swiss-Prot/TrEMBL[56]
(Publicacion de la base de datos 30 de junio de 2022; 945 secuencias
revisadas (Swiss-Prot) y 6723 sin revisar (TrEMBL)). La tolerancia de
masa se fij6 en 0,15 Da. La carbamidoximetil cisteina y la oxidacién
de la metionina fueron modificaciones fijas y variables,

respectivamente.
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Figura 3.4 Etapas usadas para la digestion de gel y digestion en
solucion y analisis de péptidos tripticos.

3.3.5. Masa intacta

Para el andlisis de masas intactas o totales de las proteinas presentes
en las fracciones RP-HPLC. Se tomaron las fracciones libres de
solventes y se disolvieron a 150 pyL de AF 0,1%[57]. Se inyectaron 10
ML de las fracciones disueltas en el equipo LC-ESI-QTOF descrito en
la seccién anterior al igual que los parametros de operacion del
cromatégrafo liquido y espectrometro de masas. Los datos fueron
adquiridos usando método MS en modo positivo y resolucion

realizando un scan de 600 a 1700 m/z.

Los calculos de masas intactas se realizaron siguiendo la metodologia

planteada por Munuera [33].
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3.4. Caracterizacion enzimatica

Los ensayos correspondientes a la caracterizacion enziméatica se realizaron
haciendo uso de sustratos cromogénicos especificos para cuantificar las
principales actividades cataliticas de los venenos: L-aminoacidoxidasa,
serinproteasa, fosfolipasa Az y proteolitica. La actividad fue monitoreada en
la longitud de onda especifica para la deteccion de la actividad sobre cada
sustrato mediante el lector de microplacas (Glomax Discover System,
Promega). Tres experimentos independentes se realizaron por triplicado. Se

usaron venenos de Bothrops asper y Bothrops atrox para comparacion.

3.4.1. Actividad proteolitica

La estimacion de la actividad proteolitica se realizd utilizando
azocaseina como sustrato sintético [58]. Se diluyd 5 mg de

azocaseina en 1 mL de solucién Tris-HCI 50mM pH 8,0 (Buffer A).

Las muestras de venenos fueron disueltas usando la misma solucion
buffer A en concentraciéon de 1 mg/mL. Se tomd, 10uL de veneno y
90uL de sustrato en tubos y se colocé en eppendorf de 1,5 mL. Se
incubd a 37°C durante 90 min. Luego, se adicionaron 200 uL de TCA
al 5%; después de 5 min, los tubos fueron centrifugados a 8000 rpm,
5 min. La reaccion se detuvo, afadiendo 150 uL de NaOH 0,5M; la
absorbancia se determind mediante espectrofotometria a 450 nm y
37°C. Se utilizaron 10uL de buffer Ay 90uL de solucién sustrato como
blanco (Ver figura 3.5).
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00000000

Figura 3.5 Resumen del ensayo in vitro usado para evaluar la
actividad proteolitica del veneno.

3.4.2. Actividad fosfolipasas A>

La estimacién de la actividad fosfolipasa Az se realizé haciendo uso
de (NOBA) como sustrato que mimetiza fosfolipidos de membrana
[59]. Se tomd 3,1 mg de NOBA vy se disolvié en 1 mL de acetonitrilo y
10 mL de buffer B compuesto por Tris-HCI 10 mM, CaCl2 10 mM, NacCl
0,1 M, pH 8,0. La muestra de veneno se prepar6 con buffer A en una
concentracion 1 mg/mL. Se mezclé en una microplaca de 96 pocillos,
20 pL de veneno, 220 pL de sustrato y 20 puL de agua destilada; se
incubo a 37°C, 20 min. A continuacion, se midio la absorbancia a 405
nm. Se mezcld 20 uL de buffer A, 220 pL de sustrato y 20 uL de agua
destilada como blanco para realizar correcciones de lecturas (Ver
figura 3.6).
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\_ 3\
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Figura 3.6 Representacion de la cuantificacion de la actividad

3.4.3.Serinproteasa

fosfolipasa A2 del veneno.

La estimacion de la actividad serin proteasa se realiz6 utilizando como

sustrato cromogénico L-BapNa[60][61]. La solucién sustrato se
preparoé disolviendo 6,5 mg de L-BapNa en 150uL de (DMSO) y 14,85
mL de buffer B. El veneno liofilizado, se disolvié en buffer A en una

concentracion 1 mg/mL. Se mezclé 20uL de veneno, 200uL de

sustrato y 50uL de buffer A en una microplaca de 96 pocillos. La

medicion de la reaccidn de hidrélisis se realizé a 410nm luego de 30

min de incubacion. Para la correccion de medidas se tomaron 200uL

de sustrato y 70uL de buffer A como blanco (Ver figura 3.7).
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-
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Figura 3.7 llustracion de la determinacién de la actividad serin
proteasa del veneno.

3.4.4.L-aminoacido oxidasa

Para la estimacion de la actividad L-aminoacido oxidasa (LAAO) se
utilizé L-metionina como sustrato[62]. Se preparé 1 mL de solucion
sustrato (50 mM de Tris-HCIl; 5 mM de L-metionina; 2mM de 4,5-
dicloro-o-fenilendiamina; pH 8,0). La solucién de veneno liofilizado se
disolvio en buffer A en una concentracién 1 mg/mL. Adicionalmente,
se prepar6 una solucién de peroxidasa 0,8 U/mL. Se mezclé 20uL de
veneno, 90uL de sustrato y 10uL de peroxidasa en una microplaca de
96 pocillos. La mezcla se incub6 a 37°C por 60 min. La reaccién se
detuvo empleando 50 pL de H2SO4 2M, la absorbancia se midié a 490
nm. Para el blanco se mezclé 20uL de agua destilada, 90uL de

sustrato y 10uL de peroxidasa (Ver figura 3.8).
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Figura 3.8 Esquema de estimacion de la actividad L-aminoacido
oxidasa del veneno.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1. Caracterizacion bioquimica

Las proteinas presentes en el veneno de L. muta fueron separadas por RP-
HPLC (figura 4.1) y caracterizadas utilizando analisis venémico (Tabla 4.2).
La gran mayoria de las proteinas del veneno coinciden con proteinas
previamente identificadas en venenos de serpientes de L. stenophrys y L.
muta muta [10][11].

El perfil cromatografico RP-HPLC (figura 4.1) del veneno de la serpiente
Lachesis muta, reveld la presencia de 36 picos en los que se destacan 3

grupos que difieren en su polaridad:

e El primer grupo (polares) que se compone de la fraccion 1 a la fraccion
15y eluyen en rangos de tiempo de retencién entre 15 y 26 minutos.

e El segundo grupo (medianamente polares) que se compone de la
fraccion 16 a la fraccion 27 y eluyen en rangos de tiempos de retencién
entre 43 y 63 minutos.

e Eltercer grupo (apolares) que se compone de la fraccién 28 a la fraccion
36 y eluyen en rangos de tiempos de retencion entre 70 y 90 minutos.
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Minutes

Figura 4.1 Fraccionamiento del veneno de serpiente Lachesis muta
mediante RP-HPLC.
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Visualmente la figura 4.1, indica que existe mayor abundancia de picos en el
primer y segundo grupo de proteinas, lo que se relaciona con la
cuantificacion relativa de los picos cromatogréficos (tabla 4.1). El segundo
grupo presenta la mayor abundancia relativa de proteinas del veneno con un
48,91%, seguido del primer grupo con un 29,76% y por ultimo, el tercer grupo
con un 15,97%. Las fracciones 24 y 6 presenta el mayor porcentaje con un
17,09% y 9.31% respectivamente. La fraccion 24 eluye a los 60 minutos
mientras que la fraccion 6 eluye a los 20 min aproximadamente.

Tabla 4.1 Porcentaje de abundancia relativa de las fracciones del veneno
obtenidas por RP-HPLC.

% %
Fraccion | Abundancia | Fraccién | Abundancia
relativa relativa
1 0,4 19 1,48
2 0,2 20 0,17
3 3,68 21 4,34
4 0,14 22 5,75
5 2,18 23 3,35
6 9,31 24 17,09
7 0,28 25 5,6
8 3,03 26 0,3
9 2,81 27 0,79
10 4,65 28 1,9
11 0,04 29 0,4
12 0,23 30 0,03
13 0,35 31 7,29
14 0,98 32 2,04
15 0,48 33 3,06
16 6,36 34 0,14
17 6,94 35 0,37
18 3,1 36 0,74
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Las fracciones obtenidas por RP-HPLC fueron separadas por electroforesis
SDS-PAGE en condiciones reductoras; se evidencié la ausencia de
componentes capaces de producir bandas visibles en las primeras 15
fracciones. La figura 4.2 muestra bandas pronunciadas con pesos
moleculares alrededor de los 14 kDa para las fracciones 16, 17, 21, 22 y 34.
Por consiguiente, las fracciones 18, 20, 21, 22, 25 y 25 exhiben bandas
pronunciadas en el rango de los 30-40 KDa. Asimismo, las fracciones en el
rango 28-36 revelan bandas definidas por encima de los 60 KDa. Finalmente,
gueda en evidencia la similitud que existe entre las bandas que se visualizan

en las fracciones 34, 35y 36.
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Figura 4.2 Electroforesis SDS-PAGE unidimensional de las fracciones de
veneno de serpiente Lachesis muta obtenidas por RP-HPLC.

Las fracciones de proteinas purificadas muestran solo una banda
electroforética pronunciada como es el caso de la fraccion 16; su masa
molecular intacta fue determinada mediante espectrometria de masas ESI-

MS en modo scan (Tabla 4.2). La figura 4.3 muestra un ejemplo de espectro
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de masas de ionizacion por electropulverizacion de la proteina de 14 KDa,
gue se muestra en la fraccion 16 e identificada como una proteina miembro
de la familia PLA2 (Tabla 4.2).
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Figura 4.3 Espectro de masas de ionizacion por electropulverizacion de la
proteina aislada por RP-HPLC en la fraccion 16, la cual exhibe una masa
molecular 14KDa.

Las fracciones que no evidenciaron bandas electroforéticas y las bandas
electroforéticas de interés que fueron escindidas del gel fueron sometidas a
reduccién, carbamidometilacion y digestion triptica. Seguidamente, los
péptidos tripticos resultantes de la digestion se analizaron mediante la
secuencia de aminoacidos de iones peptidicos doble y triplemente cargados,
seleccionados mediante espectrometria de masas en tandem de disociacion
inducida por colision. Los espectros fueron interpretados manualmente a
través del programa MASCOT DESTILLER 2.7 [55], contra la base de datos
Swiss-Prot/TrEMBL [56].
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La interpretacion de los diferentes espectros permitié identificar 11 familias
de proteinas (tabla 4.2), prevaleciendo las SVSP 23%, BPP 21%, CTL 17%,
SVMP 11%, PLA2 10%, Desintegrina 6%, NGF 4%, LAAO 3%, CRISP 3%,
Ohanin 1%. Sin embargo, solo 1% de las proteinas no pudieron ser

identificadas (figura 4.4).

La tabla 4.2, muestra la presencia de BPP y desintegrina para las fracciones
en el rango 1-15 que serian las primeras en eluir en el fraccionamiento por
RP-HPLC. Seguidamente, en el rango de la fraccion 16-28, se identificaron
proteinas del tipo PLA2, NGF, CRISP, CTL Y SVSP que pertenecen al
segundo grupo en eluir. Finalmente, las fracciones en el rango 28-36

presentan familias de proteinas del tipo SVMP y LAAO.
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Tabla 4.2 Asignacion de las fracciones RP-HPLC del veneno Lachesis muta a familias de proteinas mediante secuenciacion de
iones peptidicos por LC-ESI-MS resultantes de la digestion con tripsina en gel y en solucion.

Péptido ion Proteina relacionada
. Masa . L - .
Fraccion (KDa) m/z z Secuencia del péptido Familia Especie
1 No identificada
2-10 1 532,280 2+ TPPAGPDVGPR BPP Agkistrodon
Bilineatus
7 8 684,205 3+ LRPGAQCAEGLCCDQCR Desintegrina Crotalus
basiliscus
8 576,239 2+ CTGQSADCPR Desintegrina Crotalus
basiliscus
11 No identificada
12-13 1 572,301 2+ QGGPPRPQIPP BPP Bothrops Insularis
12-14 1 532,282 2+ TPPAGPDVGPR BPP Agkistrodon
Bilineatus
15 No identificada
16 14 508,250 2+ GRPQDATDR PLA2 Lachesis muta
rhombeata
16-17 14 649,367 2+ HLLQFGDLINK PLA2 Lachesis muta
rhombeata
17 28 682,323 2+ ALTMEGNQASWR NGF Bothrops
Jaracussu
18 30 569,754 2+ SVDFDSESPR CRISP Bothrops cotiara
18,19 28 509,572 3+ IIGGDECNINEHR SVSP Gloydius
blomhoffii

50



28

518,775

2+

AYTGLPATSR

SVSP

Lachesis

Stenophrys
18,21 29 820,380 2+ CANINLLDYEVCR SVSP Protobothrops
Mucrosquamatus
18,22 28 581,300 2+ SVNPTASNMLK CRISP Gloydius
blomhoffii
18-23 28 550,798 2+ TLCAGILEGGK SVSP Lachesis
Stenophrys
19 24 760,397 2+ NVGVPQVVPDNPER Ohanin Lachesis muta
24 570,806 2+ GNLNLVPEER Ohanin Lachesis muta
muta
19,22-24,34-36 29 505,816 2+ IMGWGTISPTK SVSP Lachesis muta
20 27 544,255 2+ VPNEDEQTR SVSP Gloydius
shedaoensis
20,21,24 27 504,899 3+ VIGGDECNINEHR SVSP Gloydius
shedaoensis
21 17 665,764 2+ AWEDAEMFCR CTL Lachesis
Stenophrys
21,22 28 635,679 3+ KPEIQNEIVDLHNSLR CRISP Gloydius
blomhoffii
21,22,34-36 17 786,891 2+ EFCVELVSLTGYR CTL Lachesis
Stenophrys
21,22,29,34-36 17 644,782 2+ SCTDYLTWDK CTL Lachesis
Stenophrys
21,22,24,28,34-36 17 701,363 2+ GQAEVWIGLWDK CTL Lachesis
Stenophrys
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Lachesis

21,28,34-36 17 958,047 2+ YGESLEIAEYISDYHK CTL
Stenophrys
22 28 581,301 2+ SVNPTASNMLK SvVsP Gloydius
blomhoffii
17 639,795 2+ LWNDQVCESK cTL Lachesis
Stenophrys
22,28,34-36 17 621,264 2+ DFSWEWTDR CTL Lachesis
Stenophrys
23,24 26 710,857 2+ SLMNIYLGMHNK SVSP Lac“;ﬂfam“ta
23,25 26 867,418 2+ VLCAGVLEGGIDTCNR SvsP LaCh;SJf’am”ta
24 27 583,288 3+ ILCAGVLEGGIDTCNR SVSP Crotalus durissus
collilineatus
28 565,816 2+ ILCAGILEGGK SvsP Gloydius
brevicaudis
26 416,707 2+ NDEVLDK SVSP Gloydius
ussuriensis
25,26 17 621,266 2+ DFSWEWTDR CTL Bothrops pirajai
26,27 46 547,784 2+ YNSNLNTIR SVMP Bothrops asper
26,28,33 49 728,910 2+ LVLVADYIMYLK SVMP Lachesis muta
rhombeata
26,27,29,34-36 70 818,460 2+ IYEIVNILNEIFR SVMP Bothrops jararaca
27,28-34-36 59 743,852 2+ ETDYEEFLEIAK LAAO Lachesis muta
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Lachesis muta

27,28,32,34-36 70 860,481 2+ IIVQSSADVTLDLFAK SVMP
rhombeata
28 71 822,406 2+ MYEIVNTVNEIYR SVMP Cmtf‘/'i‘r’izi‘s"”d's
71 760,718 3+ YMYIHVALVGLEIWSNEDK SVMP CrOtf‘/'i‘r‘izi‘S"”d's
70 580,852 2+ FVELVLVVDK SVMP Crotalux atrox
70 801,385 2+ MYELANTVNDIYR SVMP Crotalux atrox
47 438,578 3+ YIELVVVADHR SVMP Crotalux atrox
47 554,294 2+ YNSDLNIIR SVMP Crotalux atrox
28 733,394 2+ SSEEVDFLVSILK CTL Crotalus horridus
24 828,083 3+ VSLTDLEIWSDQDFITVQSSAK SVMP Cmt";‘t'j‘:)z:”ber
28,30,33 59 1111539 3+ EGNLSPGAVDM'G[szNEDSGYYVSF'ES LAAO Lachesis muta
28,33 59 1107016 3+ HVYVIVGAGMSGLSAAYVLAEAGHQVTVL LAAO Lachesis muta

EASER
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59 641,320 2+ SAGQLYEESLGK LAAO Lachesis muta
28,34-36 59 519,240 2+ FWEDDGIR LAAO Lachesis muta
29 23 781,410 2+ VHEIVNTLNGFYR SVMP '-aCh;Sdfam“ta
29,31,34-36 23 532,775 2+ YNGNLNTIR SVMP Lac“ﬁi:fam“ta
29,32,34-36 55 650,357 2+ YVELVVVADHR SVMP Gloydius
ussuriensis
29,33 49 792,443 3+ WIYQIVNTINEIYIPLNIR SVMP Crotalux atrox
Sistrurus
30,33 59 688,697 3+ DCADIVINDLSLIHQLPK LAAO catenatus
edwardsi
31,34-36 23 640,834 2+ NSVGIVQDHSPK SVMP '—aCh;SJfamUta
32,33 49 670,777 2+ YSDDGMVDHGTK SVMP Crotalux atrox
32,34-36 57 743,850 2+ ETDYEEFLEIAK SVMP ~Bothrops
jararacussu
34-36 23 861,449 2+ YIELVVVADHGMFTK SVMP Lachesis muta
23 1112878 3+ ISHDNAQLLTAIDLADNTIGIAYTGGMCYP SUMP Lachesis muta
K muta
29 836,397 3+ EIYPDVPHCADINILDHAVCR SVSP Lachesis muta

muta
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Figura 4.4 Composicion del veneno de Lachesis muta segun familia de
proteinas identificadas en la presente investigacion.

4.2. Caracterizacion enzimatica

La actividad caseinolitica, PLA2, SVSP, LAAO fueron evaluadas mediante
métodos colorimétricos. El analisis se realiz6 empleando ANOVA, con una
significancia de p< 0,05 para la prueba de Tukey (Figura 4.5). Existen
diferencias significativas importantes entre los individuos estudiados para las
actividades caseinolitica y SVSP. Las actividades de PLA2y LAOO indican
diferencias significativas entre individuos B. atrox versus L.muta y B. asper.
Estas diferencias encontradas demuestran la presencia de variaciones
individuales importantes en las actividades enzimaticas dentro de la misma

poblacion.

Los ensayos caseinolitico, PLA2 y LAAO evidenciaron mayor actividad para
el individuo de la especie B. atrox seguido del L. muta y B. asper. Esta
diferencia es mas pronunciada en la actividad LAAO. Los ensayos de SVSP
indican que veneno de serpiente L. muta ejerci6 mayor efecto sobre el
sustrato sintético BapNa, seguido en menor escala por B.atrox.
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Figura 4.5 Caracterizacion enzimatica del veneno Lachesis muta en
comparacién con venenos de la misma familia Viperidae, Bothrops asper y

Bothrops atrox.

4.3. Discusion

La caracterizacién protedmica del veneno de Lachesis muta se realizé
haciendo uso de la combinacion de herramientas analiticas que involucran
la cromatografia liquida (LC), electroforesis SDS-PAGE (unidimensional) y
espectrometria de masas. Previo a la interpretacién y comparacion de los
principales hallazgos de este estudio, se discuten los fundamentos de las

técnicas analiticas empleadas en los ultimos afios para la comprension de
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sus aplicaciones y contribuciones para la Toxinologia y terapéutica basada

en antivenenos.

La descomplejacion del veneno inicié con un fraccionamiento por RP-HPLC,
haciendo uso de una columna cromatografica analitica C18. Trabajos
similares usan este tipo de columna como referencia para la separaciéon de
los diferentes componentes del veneno basado en la hidrofobicidad. Las
fracciones colectadas manualmente fueron separadas en funcion de la masa
molecular de sus componentes a través de SDS-PAGE (unidimensional).
Seguidamente, las proteinas que presenten bandas electroforéticas se
pueden escindir y digerir en gel, para finalmente ser analizas LC-MS (ver
figura 4.6 C)[8].

El enfoque empleado en este trabajo tiende a ser lento debido a la
manualidad que involucra, especialmente en la recoleccién y posterior
procesamiento de fracciones cromatograficas. La presencia de proteinas
minoritarias en los venenos (por ejemplo, hialuronidasas), pueden ser
dificiles de identificar en fraccionamiento empleando columnas analiticas
C18. Por tanto, podrian estar siendo desconsideradas en algunos
estudios[63].

A nivel mundial existen otros flujos de trabajo de caracterizacion proteémica
usados para el andlisis de muestras bioldégicas complejas basados en gel
(Gel based) y cromatografia liquida (LC based). A este ultimo se le conoce

como estrategia de analisis “shotgun proteomics” [8].

La estrategia basada en gel (Gel based) se fundamenta en la aplicacion de
electroforesis en gel bidimensional (2DE) que consiste en la separacion o
descompulsiéon de las proteinas en funcién de dos importantes parametros:
su punto isoeléctrico (pl) y su masa molecular (ver figura 4.6 A). Esta doble
dimensionalidad providencia informacién, principalmente para la resolucion
e identificacion de isoformas y proteinas que coeluyen durante el
fraccionamiento en columna. Las bandas o puntos visibles en el gel se

extirpan, digieren y someten a analisis de espectrometria de masas en
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tandem (MS/MS). Esta metodologia revela un patron completo de

descomplejamiento de la muestra [64].

Las proteinas y péptidos de gran tamafo se retienen en los geles
electroforéticos, mientras que los péptidos de bajo peso molecular se disipan
muchas veces [8]. Este patron puede ser visualizado en esta investigacion.
Los primeros picos no mostraron bandas evidentes en los geles. Estas
fracciones son abundantes en péptidos del tipo BPP y C-NP que no pudieron

ser visualizados en nuestro andlisis en geles 1D.

La estrategia basada en LC (Figura 4.6 B) consiste en la digestion de la
muestra de veneno completa usando columnas HPLC en fase reversa para
Su separacién junto a equipos con escalas de nano-flujo. Especialmente,
cuando se combina en linea con intercambio i6nico u otros tipos de
cromatografia liquida en conjunto son llamadas separaciones
multidimensionales. Lo que resulta en una estimacion cualitativa y
cuantitativa, compleja por la dificultad de relacionar los péptidos con las

proteinas originales[64].

Gel-based A LC-based B

= ‘m
“—

Figura 4.6 Herramientas analiticas comunmente empleadas para el
estudio de la composicién de proteinas y péptidos de venenos de
serpientes[8].
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El analisis de péptidos tripticos pertenecientes a proteinas escindidas y
digeridas en gel mediante MS en tandem de cromatografia liquida (LC-
MS/MS). Se realiz6 en modo de adquisicion dependiente de datos (DDA).
Este modo consiste en un barrido de iones precursores (espectros MS1),
gue ocurre en el cuadrupolo (Q) en un rango de masas (m/z), basados en la
abundancia de iones peptidicos +2 y +3 cargados en ESI. Los iones mas
intensos detectados en este primer barrido son secuencialmente aislados y
posteriormente fragmentados (espectros MS2) mediante disociacion
inducida por colisién de alta energia (CID) que ocurre en la celda de colision.
Los fragmentos generados en el espectro MS/MS son detectados en el
analizador de tiempo de vuelo (TOF). (Figura 4.7). Los espectros de MS2
junto con la masa del ion son analizados en la base de datos de proteinas

para inferir la secuencia del péptido y la identidad de la proteina[65].

La depuracion realizada en el modo DDA excluye el remuestreo del mismo
ion precursor, lo que extiende la cantidad de precursores diferentes que se
seleccionan a lo largo del tiempo. Sin embargo, esta optimizacion tiene la
desventaja de que los iones precursores que eluyen en tiempos similares de
las columnas son descartados del andlisis si su masa precursora se

encuentra dentro del rango de masas excluidas [65].
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Figura 4.7. Esquema simplificado del modo de adquisicion de datos
dependiente DDA que también fue usado en esta investigacion[65].

El perfil de fraccionamiento RP-HPLC utilizado en el presente trabajo
realizado, mostroé tres grupos de componentes en el veneno de la serpiente
L. muta que difieren en su polaridad. Luego, al identificar las proteinas

correspondientes a cada grupo, se relaciona con lo descrito previamente por
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Lomonte en el afio 2017 en la figura 4.8. Donde existe un primer grupo de
elucién donde prevalecieron componentes del tipo péptidos y proteinas de
bajo peso molecular. El segundo grupo, lo constituyeron enzimas del tipo
PLA2, CTL, SVSP, CRISP, NGF, VEGF. Finalmente, un tercer grupo estuvo
constituido por toxinas del tipo SVMP, LAAO [8].
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Figura 4.8 Representacion simplificada de la elucion de toxinas de
venenos sometidas a separacion cromatografica por RP-HPLC [8].

El calculo de porcentaje de abundancia relativa estimé la suma de todos los
picos cromatograficos o fracciones recolectadas como el 100 % de contenido
total proteico del veneno. El porcentaje de abundancia relativa obtenido para
cada fraccion (tabla 4.1) en esta investigacion fue dividido en partes iguales
para las diferentes familias de toxinas identificadas dentro de ellas. No
obstante, una mejor estimacion de los porcentajes de proteinas en cada

fraccion se obtiene aplicando analisis basados en densitometria de gel [20].
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Al comparar la composicion proteica encontrada para el veneno de serpiente
de L. muta (Ecuador) que se muestra en la figura 4.4, con estudios previos
de proteomas de L. muta (Sur América) y L. stenophrys (América Central)
indicados en la figura 4.9[10]. Se evidencia similitud entre los componentes
del veneno de L. muta ecuatoriana y L. stenophrys de Ameérica Central. Sin
embargo, el proteoma de L. muta ecuatoriana expone la presencia de
proteinas del tipo desintegrina y un alto contenido de CTL y la ausencia de
3FTX, y DPP (dipeptidilpeptidasa).

Esta similitud y pequefias diferencias en la composicion de proteinas entre
especies estrechamente relacionadas pueden explicarse por diferentes
factores, tales como la divergencia filogenética, dieta, cambios por la edad e

inclusive los rangos de distribucion geografica[7].
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Figura 4.9 Andlisis comparativo del venoma de Lachesis previamente
reportado en literatura. Se ilustra la composicion proteica de los venenos
de Lachesis muta (A) y Lachesis stenophrys (C), los cuales fueron

determinados mediante el empleo de un enfoque prote6mico[10].

La caracterizacion enzimatica de veneno de L. muta ecuatoriana (figura 4.5),

mostré mayor actividad SVSP en comparacion con los individuos del género
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Bothrops. Esto, se alinea con el alto contenido de SVSP encontrado en los

componentes del veneno (figura 4.4).

La actividad proteolitica en un alto porcentaje es atribuida a la presencia de
SVMP y CTL en los venomas. Por consiguiente, la notable diferencia
encontrada en la actividad proteolitica entre B. atrox y B. asper se atribuye
a la variacion de SVMP que flucta en 70% y 40% respectivamente[66][67].
Analogamente, L. muta muestra pronunciada actividad proteolitica que
podria relacionarse con el contenido de proteinas CTL, SVMP indicados en

la composicion del veneno.

El venoma de B. atrox contiene 14% de isoformas tipo PLA2 [66]. Obando
en el afio 2020, reportd 10% de PLA2 para el venenoma B. asper[67],
porcentaje similar al contenido PLA2 encontrado en esta investigacion para
el veneno de L. muta. Estas diferencias y similitudes podrian explicar la
mayor actividad enzimatica por parte de B. Atrox en comparacion con B.

aspery L. muta.
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5.

CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.

Conclusiones

El fraccionamiento del veneno mediante cromatografia liquida de alta
eficiencia en fase reversa (RP-HPLC), mostr6 36 fracciones
cromatograficas separadas en 3 grupos que difieren en su polaridad.
La separacion de las toxinas presentes en cada fraccion
cromatografica, fueron separadas por electroforesis SDS-PAGE
(unidimensional) en condiciones no reductoras. Se evidencio
ausencia de bandas electroforéticas por parte de las primeras 15
fracciones. Seguidamente, las toxinas presentes en el rango de las
fracciones 16-36 exhibieron masas moleculares entre los 14y 70 kDa.
El analisis protedmico “snake venomics” con enfoque bottom up, fue
implementado y permitié la identificacion de 11 familias de proteinas
en el veneno L. muta, en el que destacan un alto contenido de toxinas
del tipo SVSP y BPP.

La caracterizacion enzimatica mostré una mayor actividad enzimatica
SVSP por parte de L. muta ecuatoriana en comparacion con los
venenos del género Bothrops. Esto se correlaciona con el alto
contenido de SVSP en su composicion proteica.

Se evidencio similitud entre los componentes del veneno de L. muta
ecuatoriana y L. stenophrys de América Central. Sin embargo, el
proteoma de L. muta ecuatoriana indica la presencia de proteinas del

tipo desintegrina y un mayor contenido de CTL.
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5.2. Recomendaciones

e Incluir andlisis de densitometria en gel, con el fin de mejorar célculos
de abundancia relativa.

e Estudiar la capacidad neutralizante del antiveneno utilizado en
Ecuador en el veneno caracterizado (L. muta).

e Realizar estudios de individuos de la misma especie, a nivel nacional,
con el fin de ampliar el espectro de informacion protedmica sobre esta

especie.
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7. Anexos

Ejemplo de tratamiento de Datos para la proteina escindida y digerida en gel

presente en la fraccion 16.

Anexo 1 Cromatograma de la proteina escindida y digerida en gel presente en la

fraccion 16.
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Anexo 2 Busqueda en bases de datos Swissprot usando espectros MS/MS en
MASCOT para la proteina escindida y digerida en gel presente en la fraccién 16.

MASCOT MS/MS lons Search

Woeur nanme |Carn|ina Proano

Email |cdpreano@vahos.com

Search title [4C FORMICO 0.1%

Database(s) [BaseDatosSarsCovz
BasededatosPhyllomedusaecuatoriana
CompleteBranapicturatabatabase0l

Databaseabajasapis W

Enzyme |Trypsin .

Allow up to |0 | missed cleavages

Quantitation [Mone

Taonomy |4l entries

 Fixed [Carpamidomethed (C)
modilications

Display all modifications [

varlable Tidati
maodifications L L

Peptide tol. + [0.15  [Da |~ &[0 ~]
Peptide charge Im
Data file |
Data format lmz
Instrument v
Decoy [

Start Search ... I

2

Acetyl (K]

> Acatyl [N-term)

Acetyl (Probain N-tarm)
Amidated (C-term]
Amidated {Protein C-berm)
Ammonia-loss {MN-term C)
Biotin {K)

Biokin {N-term)

£ Carbarniyl {K)

< Carbarmyl {N-tenm)
Carbomymethd {C)

M5/ M5 tol, £ [0.15 Da |v

Monoisotopic ® Awerage

Browse...

Precursor myi'z

Error tolerant ]

Report top |AUTO| | hits
Reset Form
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Anexo 3 Determinacion de la secuencia de aminoacidos mediante ionizacion por
LC-ESI-MS/MS de iones peptidicos tripticos doble y triplemente cargados para la
proteina escindida y digerida en gel presente en la fraccion 16
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] ) 00 =
& w0 8
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=] J & =
# E £ L 500
E -
0 - [ L
: - J L
% Ll
200 1000 1200 ohserved
Label all possible matches O Label matches used for sconng ®
Monocisotoplc mass of neutral peptide Mr{calc): 1236.7130
Fized modifications: Carbamidemsthyl () (apply to specified residuss or termini only)
lens Scors: 36 Expect: 5.8e-005
Matches : 23/54 fragment icns using 42 most intense peaka (halp)
# b b b* b b’ ™ [Seq.| ¥ ¥ ¥* yu+t ¥ e
1| 138.0662] 69.5367 H 11
2| 251.1503]126.0788 L (11606674580 8373|1143.6408|572.3241| 11426568571 .8320{10
3| 364.2343|182.6208 L |1M7.5833|524. 2953|1030, 5568 515.7820] 1029 5T28|515.2900] 9
4| 492.2029)|246.6501| 475.2663(238.1368 Q | 934.4993|467 7533 917.4727|450.2400) Q1648874587480 8
5| 639.3613|320.1843| 622.3348(311.6710 F | S06.4407|403.7240] TES.4141|395.2107| TEE4301|304.T187] 7
6] 606.3828|348.6050] 679.3562(340.1817 G | 65037221330, 1808 642.3457)321.6765| 641.361T|321.1845] &
T| 811.4007|406.2085| 794.3832(397.6952] 793.3991|397.2032| D | 602.3508|301.6790) 585.3243(|293.1658| 584.3402)292.6738| 5
8| 92449381462 7505 Q07 4672[454.2373| O06.4R321453.7452| L | 487.3239|244.1656] 470.2073]|235.6523) 4
Q| 1037.5778|519.2926(1020.5513[510.7793|1019.5673|510.2873| 1 | I742308|187.6235] 357.2132]179.1103) 3
10| 1151.6208(576.3140] 1134.50421567.8007(1133.6102|567.3087| N | 261.1557|131.0815) 244.1292]122.5682 2
11 K | 1471128 74.0600| 130.0863] 63,5468 1
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