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ESTUDIO BIOQUIMICO DEL VENENO
DE LA SERPIENTE Bothrops hyoprorus

Bonilla, César'; Zavaleta, Alfonso’

RESUMEN:

Se describe la purificacin parcial de la enzima Fosfolipasa A del veneno de Bothrops hyoprorus
¥ iz caracterizacién de sus actlvidades hemolitica y citotéxica. La actividad fosfolipésica se detectd
en dos fracciones de 23 y 12 Kd por cromatografia en Sephadex G-100 y G-50. Las actividades
fosfolipdsica y hemolitica fueron detectadas en |as mismas fracciones. Los ensayos de Western-
biot, sugieren que la fraccidn con 12 Kd es un producto de degradacion, in-vitro, del pofipéptido
mayor. La agtividad citotéxica de la fraccion fue evidente sdlo a elevadas concentraciones,
sugiriéndose que moldculas diforentea s Fosfolipasa A serian reaponsables del efecto citotéxico
del veneng.

Palabras claves: Veneno, serpiente, Bothrops hyoprorus, Fustolipasa, hemoiisis, citotoxicidad

ABSTRACT

We describe the partial purlfication of the enzyme phospholipase A of the venom of Bothrops
hyoprorus and the characyerization of its hemolytic and cytotoxic activities. Phospholipasic activity
was detected in two fractions of 23 and 12 Kd through chromatography in Sephadex G-100 and G-
50. Both phospholipasic and hemolytic activities were detected in the described fractions. Westem
blot essays suggest that the 12 Kbd fraction is an in vitro degradation product of the larger polypeptide.
Cytotoxic activity of the fraction was evident only at high concentrations, this suggesting that mo.
lecules other than phospholipase A are responsible for the venoms cytotoxic effect.

Key words: Venom, snake, Bothrops hyoprorus, phospholipase, haemolysis, eitotoxicity.

INTRODUCCION

Las serpientes venenosas del género
Bothrops, son responsables de la mayoria
de los accidentes ofidicos registrados
anualmente en el Perd, los gue se
caracterizan por presentar hemorragia y
necrosis Jocal, sangrado por coagulopatia
de consumo, hipotensién, shock y
muerte>?, El accidente ocurre principal-
mente en 4reas rurales donde la cobertura
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de salud es deficitaria®S67% Bathrops
hyoprorus "jergén" es una serpiente
reportada en selva baja (Loreto), que
alcanza a medir 100 cm, sindicada como
responsable de casos de envenenamiento
en humanos, careciéndose de estudios
sobre la bioquimica y farmacologia de su
veneno’.

Recientemente se ha relacionade la
actividad de Fosfolipasa A con la
miotoxicidad, la neurotoxicidad y la
letalidad del veneno'®!2.13.4_ nhteniéndose
técnicas para la estandarizacidn de antive-
nenos comerciales a través de la medicidn
de la actividad de la Fosfolipasa A,
Asimismo, se ha correlacionado la poten-
cia antiletal de los sueros con la inhibicién
especifica de dicha actividad"'*.



César Bonilla y Alfonso Zavaleta

La hemdlisis in vive postulada en la
década de los 40 para los venenos, en el
género Bothrops, es poco frecuente. Los

estudios efectuados con venenos de otras .

especies han mostrado la existencia de
factores liticos directos en los venenos de
eldpidos pero no en venenos de vipéridos
de los géneros Bothrops y Lachesis'® 7%,
La hemdlisis in vitro (indirecta) es repor-
tada en muchos venenos ofidicos. El fac-
tor responsable (factor Iftico indirecto) ha
sido asociado a la presencia de la enzima
Fosfolipasa A,(EC.3.1.1.4.)en el veneno,
la que actua sobre una fuente exégena de
lecitina y genera lisofosfatidos con accién
litica sobre los eritrocitos>!%2,

En este estudio se evaldan las
actividades: hemolitica, citotéxica y se
caractecriza la actividad fosfolipdsica del
veneno cristalizado de Bethrops
hyoprorus, y sus fracciones obtenidas
mediante filtracion en el Sephadex. Se
obtiene una fraccién purificada (Filal).

MATERIAL Y METODOS
VENENO OFIDICO.

Se utilizé venéno desecado crista-
lizado obtenido en el serpentario del
Instituto Nacional de Salud en Lima, a
partir de ejemplares adultos de B.
hyoprorus (Loreto, Perid).

DETERMINACION DE PROTEINAS.

El contenido proteico del veneno fue
estimado por el método de Lowry
modificado por Stauffer? usando como
estAndar albimina sérica bovina (BSA) (1
mg/mL = 0,66 Abs 280 nm).

FRACCIONAMIENTO DEL VENENO.

Para los ensayos, el veneno
cristalizado fue reconstituido con una
solucién de acetato de sodio 50 mM pH
3, centrifugdndolo por 10 minutos a 3000
r.p.m. antes de su uso. 100 mg de veneno
cristalizado de B. hyoprorus fueron
diluidos en 1 mL de solucién de acetato

de sodio 50 mM pH 3, centrifugado por
10 minutos a 3000 r.p.m. y aplicado a una
columna de 90 x 1,8 cm de gel Sephadex
G-100 Super fino (Pharmacia, Suecia),
calibrada y eluida a temperatura ambiente
con buffer acetato de amonio 0,2M pH 8.4,
a flujo constante de 6,3 mL/ hora. Las
fracciones eluidas (2,1 mL/tubo) se
colectaron en un colector de fracciones y
la absorbancia a 280 nm fue registrada

espectrofotométricamente.

La filtracién en Sephadex G-50 Fino
se realizé en una columna de 100 x 1,0
cm de gel Sephadex G-50 Fino
{Pharmacia, Suecia}, calibrada y eluida a
temperatura ambiente con buffer
bicarbonato de amonio 200 mM pH 8.4, a
flujo constante de 6,0 mL/ hora. Las
fracciones eluidas (2,0 mL/tubo) se
recogieron en un colector de fracciones,
registrandose su absorbancia a 280 nm.

DETERMINACION DEL PESO
MOLECULAR APARENTE

El peso molecular aparente de las
fracciones fue estimado mediante
filtracion en gel Sephadex y electroforesis
en gel de poliacrilamida:

a) Luego de la filtracién en columna de
gel Sephadex G-100 s.f. se grifica el
logaritmo del peso molecular de las
fracciones eluidas versus la constante
de distribucién (Kav=vi/vo) de las
fracciones y estidndares proteicos de
peso molecular conocido: Azul de
dextrano (2000 Kd, Pharmacia),
Albdimina Sérica Bovina (66 Kd,
Sigma), Anhidrasa Carbdnica (29 Kd,
Sigma), Citocromo C (12,4 Kd, Sigma)
y Aprotinina (6,5 Kd, Sigma).

b) Electroforesis en gel de Poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes?®
(SDS-PAGE). Se empleé geles
verticales de SDS-PAGE al 14% en
buffer Tris-Glicina (0,25M-1,92M,
SDS 1%}) bajo corriente constante de
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13 mA durante 5 horas. Se utilizé  Ponde:

estdndares similares a los descritos
para la técnica de filtracién en gel.

ISOELECTRO ENFOQUE

Para la determinacién del punto
isoeléctrico de las fracciones se utilizd 1a
metodologia empleada por Berheimer,
Weinstein y Linder”. Para detectar Ia
presencia de 1a actividad de Fosfolipasa y
si punto isoeléctrico se vertis sobre el gel
una suspensién de agarosa - yema de
huevo la cual se gelifica y luego se incuba
Ia placa a 50°C. El aclaramiento de la
suspensién de yema de huevo, confirma
la presencia de Fosfolipasa.

ACTIVIDAD HEMOLIT ICA ™%

La actividad hemolitica del veneno
fue ensayada en eritrocitos humanos
lavados obtenidos de donadores O Rh
positivos y mantenidos en suspensidn con
tampén glicina -NaCl (glicina 0,1 M en
cloruro de sodio al 0,6%) a pH 5,8. La
actividad hemolitica directa ¢ indirecta fue
evaluada en tubo y en placa respectiva-
mente, por los métodos siguientes:

a) Hemdolisis en tubo, en forma similar
al utilizado por Martinez, Bonilla &
Zavaleta (1989) para veneno de B,
ba merti, determinando la cantidad de
hemoglobina liberada mediante Ia
técnica de la cianometahemoglobina
que emplea el reactivo de Drabkin. La
actividad hemolitica se expresd como
Unidad Especifica de Hemdlisis
Directa {U.E.H.D.) o Indirecta
(U.E.H.L) segiin sea el caso:

UEHD = %de Hemélisis directa

mg Proteina
UEHI = % de Hemdlisis indirecta
mg Proteina
% Hemolisis = HL
HT x 100
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HL = Hb liberada por tratamiento
HT = Hb Total (con Trit6n X-100)

a.1)Hemdlisis directa en tubos contenien-
do 0,2 mL de eritrocitos lavados ¥ 1,6
mil. de buffer glicina - NaCl a los que
se adicion6 en un ensayo tipico, 0,2
ml. de solucién de veneno (9.4 - 564
ug/mL), y se incubd por 20 minutos a
37°C, luego de los cuales se procedid
a centrifugar 1a suspensién a 1000
r.p.m. durante 20 minutos, cuantifi-
cindose la hemoglobina liberada en
el sobrenadante. El efecto del tiempo
de incubacién sobre la hemédlisis
directa fue estudiado para tiempos de
incubacioén de hasta 2 horas.

a.2YHemdélisis indirecta {método de
Grassmann y Hanning, '¢). Una mezcla
de veneno (0,5 mL., 18,8 - 94 ug/mL)
y 0,5mlL. de suspension de yema de
huevo al 6,4% en buffer Tris-HCI 50
mM pH 7.5 se preincuban a 37°C
durante 30 minutos, 0.2 mL del
hidrolizado obtenido es ensayado en
el sistema de hemdlisis indirecta,
incubando ia mezcla a 37°C por |
hora, al cabo de los cuales se
centrifuga la mezcla y se mide la
hemoglobina liberada en el sobrena-
dante. El efecto del tiempo de
incubacion sobre la hemélisis indi-
recta fue estudiado para tiempos de
incubacién de 30 minutos a 2 horas.

b) Hemdlisis en placa de agar.

b.1)Hemdlisis directa en placa: Las placas
se preparan mezclando partes iguales
de agar SIGMA tipo I de baja
electroenddésmosis al 1% y agar
DIFCO de alta electroendésmosis al
1% preparados en buffer acetato de
sodio 0,05 M a pH 7.5 y adicionando
2 mL de eritrocitos lavados a 40°C.
Luego de homogenizar la mezcla, se
reparte en placas de vidrio de
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10x10cm, y luego de la gelificacion
se practican agujeros de 3 mun de
didmetro en ¢l gel para adicionar el
veneno (9.4 - 94 ug/ml.). Las placas
conteniendo veneno y control saline,
s¢ incubaron a 37°C, por periodos
variables de tiempo (0 - 120 minutos),
midiéndose acontimacidn el didmetro
{mm) del halo producido con un Ver-
nier.

b.2)YHemdlisis indirecta en placa: Se em-
pled el método de agar yema de huevo-
eritocitos modificado por Da Silva "%,
preparada agregando | mL de suspen-
sién de yema de huevo al 85% en
acetato de amonio 100 mM pH 7.4 al
agar base a 50°C, y luego de llevar a
temperatura de 45°C se agregé 1 mL
de eritrocitos lavados. Procediéndose
a homogenizar la mezela, y repartirla

en placas de vidrio de 10x10cm. Se

deja gelificar y se practicaron agujeros
de 3 mm de didmetro en el gel, para
adicionar el veneno (9,4 - 94 ugfmlb).
Las placas conteniendo veneno y con-
trol salino, se incubaron a 37°C, por
perfodos variables de tiempo (15- 120
minu-tos}), midiéndose a continuacion
con un Vemier, el didmetro (mm) del
halo.

La actividad hemolitica directa e
indirecta en placa se expresa como Unidad
Hemolitica Directa (UHD) 6 Indirecta
(UHI) segin sea ¢l caso:

UHD = Didmetro de Hemoljsis directa (mm)

hora X mg de Proteina

UHI = Didmetro de Hemolisis indirecta (mm)

hora x mg de Protefna
ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASA A,

La actividad es determinada por la
disminucién de la turbidez de una
suspensién de yema de huevo por accidn
de la Fosfolipasa sobre la lecitina de la
yema, cuantificada 2 925 nm.

La actividad fosfolipasica se evalué
en dos sistemas: en tabo y en placa.

a) En tubo (método turbidimétrico de
Marinetti®®. Se incubd 100 ul de
veneno {18,8 - 94 ug/mL) con 200 uL
de una suspensién de yema de huevo
al 5% (60 a 70% de lecitina
correspondientes a 0,6 unidades de
absorbancia a 925 nm) en buffer Tris-
HCI 50 mM a pH 7.5 y 800 uL de
NaCl 0,85%. Se estudi6 e} efecto del
tiempo de incubacién (U a 2 horas),
sobre la actividad fosfolipdsica del
veneno. Una Unidad de actividad
especifica de Fosfolipasa (UEF), se
expresa como la cantidad de enzima
capaz de producir la disminucién de
la turbidez de la mezcla en una
miliuntdad  de absorbancia a 925 nm,
por minuto.

UEF = UF
mg de Proteina

Siendo:

UFE =(Abs. 07~ Abs. 107 x 1000

tie mpo (10 minutos)
UF corresponde a unidades de Fosfolipasa

b) En placa, se empled el método de
Habermann vy Hardt™ que mide la
formacidn de un halo claro producto
de la hidrélisis de la lecitina por la
Fosfolipasa. La placa de agar yema de
huevo es preparada agregando 1 mL
de suspensién de yema de huevo al
85% en acetato de amonio 100mM pH
7.4, al agar base a 50°C. Luego se
homogeniza la mezcla y se reparte en
las placas. Después de la gelificacién
se practican agujeros de 3 mm de
didmetro para adicionar el veneno (8,4
- 94 ug/ml.) o salino como control.

Las placas conteniendo veneno y con-
trol salino, se incubaron a 37°C, por
periodos variables de tiempo (15-120
mimutos), midiéndose a continuacion
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con un Vernier, el didmetro (mm) del
halo. La enzima Fosfolipasa A de
Pancreas Porcine (SIGMA P-6534)
con actividad de 14500 unidades/mL
{(Una unidad hidroliza 1uM de L-a-
fosfatidilcolina de soya hasta L-a-
lisofosfatidilcolina y dcido graso per
minuto a pH 8,06 v 37°C) fue empleada
como estandar,

Paia Ia evaluacitn de los resultados
en placa s¢ aplicG analisis de regresion
lineal, considerdndose como vilidas
aguellas concentraciones en donde el
coeficiente de regresion r fue igual o
superior a 0,99, Una unidad de
actividad fosfolipasica (UF) en placa
se expresa como la cantidad de pro-
teina capaz de lisar 1. mm de gelen 1
hora de incubacién y se determiné
mediante la formula:

UF = Didmeiro de HidrSlisis (mm) x hora

mg de Proteina

ENSAYOS DE AUTODIGESTION:

Para evaluar la estabilidad de las
fracciones, estas se sometieron a autodi-
gestién incubdndolas durante 18 horas a
23°C y luego cromatografiandolas segin
io descrito para filtracién en Sephadex.

CITOTOXICIDAD

La accidn citotoxica del veneno de
B. hyoprorus se estudid en macrifagos
peritoneales de ratén de la cepa BALB/c
extraidos inoculando 3mL de MEM
(Medio Esencial Minimo) en la cavidad
peritoneal. El liguido peritoneal es ex-
traido y los macréfagos se adhieren en la-

minillas cubreohjetos las que son poste-
rior-mente mantenidas en MEM con Suero
Fetal Bovino al 13% e incubadas en
atmdsfera-hiimeda a 37°C y 5% de CO,
hasta su use. El efecto citotéxico, se
determing observando al microscopio de
fluorescencia las laminillas previamente
tratadas con 3ml de NaCl 0,85% conte-
niendo 10 ug/mL de diacetato de Fluo-
resceina, 120 ug/ml. de Bromure de etidio
y 20 ug/mi. de Naranja de acnidina, a 24°C.
Las células vivas se colorcan de verde v
las muertas {o hacen de color rojo,
tomandose como parmetro cualitativo de
observacion: Leve (redondeo celular, +),
Moderado (desprendimiento celular, ++)
y Severo, (muerte celular, +++).

Para la evaluacidn de 1a citotoxicidad
directa, se incubaron durante |5 minutos
los macréfagos con MEM contentendo
veneno o fraccién(50 - 100 ug/mL), y para
la citotoxicidad mediada por sustrato, se
incubaron por 15 minutos en MEM los
macréfagos, el veneno o fraccion{50- 100
ug/mL) v 0,5 ml. de suspensitn de yema
de huevo al 6% en NaCl10,85%.

Para la evalvacién de la citotoxicidad
tndirecta, se preincubd MEM conteniendo
veneno o fraccidn (50 - 100 ug/mLy ¥ G.5
mb de suspencitn de yema de huevo al
6% en NaCl 0,85% por 30 minutos 2 50°C;
Luego la mezcla fue agregada a los macré-
fagos e incubados por.-15 minutos.

INMUNIZACION EN CONEJOS.

Se inmunizaron dos conejos Nueva
Zelanda (machos de 1,5Kg), empleando
dosis de 0,1 mL de veneno (10 mg/mL),
segiin el esquerna mostrado en la Tabla 1.

Tabla 1. Esquema de Inmunizacién para veneno de B, hyoprorus y sus fracciones

en conejos.
Dosis Dia de Veneno ¢ fraccién NaCl 0,85%  Adyuvante de Freund
Inmunizacion {ml} {mL} {mlL}

1 1 o1 T 0.5 {complsto}

2 & 0,1 e 0,5 (incomplsto}

3 g 1 S 0.5 {completo}

4 13 0,1 0.8 -

Sangria 22
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La presencia o ausencia de anti-
cuerpos en el suero de conejo inoculado
con veneno fue evaluada empleando la
técnica de inmunodifusidn radial en gel
de Ouchterlony?'. Para la inmunodifusién
se empled Agarosa Tipo I-Low (Sigma)
al 1% en buffer barbital (Sigma) a pH 8,0
con un disefio de un pozo cemtral ¥ 6
periféricos equidistantes.

En el pozo central se colocé el suero
obtenido experimentalmente 6 el suero
comercial antibotrdpico polivalente
nacional®? (INS/MINSA, Peri) y en los
restantes, el veneno conwrol y las
fracciones obtenidas de la purificacion
dejdndose difundir las muestras durante
48 horas a 4°C. A continuacidn las placas
se tifieron con 0,1 % Coomassic Blue 250-
R (Sigma), y se decoloré en una solu-
¢idn 5:5:2 {v/v) de metanol, agua destilada
y dcido acético glacial.

TITULACION DEL SUERQ POR DOT-
ELISA

Se empieé como antigeno, 1 ul de
veneno o fraccidn equivalente 2 2 ug de
proteina, embehidos en circulos de papel
de nitrocelulosa colocados en el fondo de
tos pocitos de placas de microtitulacidn;
el suero expertmental, un suero anticonejo
obtentdo en cabra 1/250 conjugado con
fosfatasa alcalina. Como sustrato, Br-4-
Cl-Indolilfosfato; como solucidén de
bloqueo, PBS conteniendo Tween-20 al
0,05% v leche deshidratada de vacaal 8%
se empled como sustrato, 3,75 mg de NBT
{Nitrobiue temrazolium, SIGMA) 1,8 mg
de BCIP(5-Br-4-Cl-Indolylfosfato,
SIGMA) dilunidos en 37ul de N-N-
dimetilformamida y disueltos en 7,5mL de
buffer fosfato alcalino®™ *. Se ensayaron
diluciones de 1/50 a 1/12800.

WESTERN-BLOT.

La electroforesis en poliacrilamida al
0% (PAGE), del veneno, sus funciones
y estdndares se realizé segiin el método
antes indicado. Se empled marcadores pre-

coloreados de alto peso molecular
{SIGMA MW-5D5-Blue): Triosa fosfato
Isomerasa (26,6 Kd), Deshidrogenasa
lactica (36,5 Kd), Fumarasa(48,5 Kd).
Pirnvato quinasa (58 Kd), Fructuosa-6-
fosfato quinasa (84 Kd), ﬁ-ﬁaiaaosidasa

{116 Kd) y ex2-Macroglobulina (180 Kd);
marcadores de bajo peso molecular
(SIGMA MW-SDS-70): Lisozima (14,3
Kd), f-Lactoglobulina (18,4 Kd),
Tripsinégeno (24 Kd), Pepsina (34,7 Kd),
Albtimina de huevo (45 Kd), Albdmina
bovina (66 Kd). Las muestras fucron
distribuidas en dos mitades del gel,
manteniendo Ia ubicacidn, una mitad del
gel fue coloreado con Coomassie blie G-
250 en 4cido perclorico al 5%. La otra
mittad fue empleada para la transferencia
electroforética utilizando papel de
nitrocelulosa de 0,2 micras de poro como
membrana de transferencia y Tris 25 mM-
ghicina 5.5% en metanol al 20%, como
buffer de transferencia. Para la
transferencia se aplicé 0,2 miliamperios/
placa durante 13 horas.

1La membrana de nitrocelulosa inmu-
notransferida fue cortada en tiras siguien-
do los rastros de la corrida se colored con
tinta china 1as tiras de los patrones de peso
molecular, mientras que las tiras con ¢l
veneno vy las fracciones fueron tratadas
cont coomasie blue en forma similara la
inmunodifusién, preincubindolas por 45

‘minutos con el swero experimental (timlo

no menor a 1/5000) antes de la conju-
gacién.

RESULTADOS

CONTENIDGO PROTEICO

El contenido proteico del veneno
cristalizado fue estimado en 94,3% por el

-método de Lowry,

FILTRACION EN GEL SEPHADEX

El veneno fraccionado en Sephadex
(G-100 s 1. (Figura 1) eluyd en tres fraccio-

nes (Fi, F11 y FII). Las actividades hemo-
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Figura I, Filtracion en gel Sephadex G-100 s.f. del veneno de B. hyoprorus. 100 ing de veneno diluido
se aplicaron a una columna de 90 x 1,8 cm de gel Sephadex G-100 8. y se eluyeron a temperatura
ambiente (22 - 25°C) con buffer acetata de amonio 0.2M ptl 8,4, a un flujo de 6,3 mL/ hora. Las
Jraceiones eluidas (2, F mlinbo) se coleciaron en un colector de fraceiones. La barra horizental muestra
el pool de tubos la Actividad Fosfolipdsica y Hemolitica Indirecta. Se detecié en la fraccion FII

Figura 2, Filtracidn en gel Sephadex G-100 s.f. de la fraccidn FII del veneno de B. hyoprorus. Las
condiciones experimentales fueron similares a las descritas en la fignra 1. La barra horizonial muestra
el pool de wbos con Actividad fosfolipdsica y hemolitica indirecta (fraccién Fllal).

. Med. Exp. INS, 1997, XIV (2)
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Figura 3. Filtracidn en gel Sephadex G-50 £ de Ia fraccion Fila del veneno de B. hvoprorus. 20mg de I
Fraccidn Flla fueron aplicados a una columna de 100 x 1,0 cm de gel Sephadex G-50 F. v efuidas a
temperatura ambiente con buffer bicarbonata de amonio 200 mM pH 84, a flujo constante de 6,0 mi/
hora, Se colectaron fracciones de 2,0 mL/ftubo, La barra horizontal muestra el pool de tubos con Actividad
Josfolipdsica y hemolitica indirecta (fraccion Fiial ). '

Tstandares Ve, Fii Flia Fllal

23x 0,5 KD

12+ 9,5 Ki»

Figura 4. Esquetia de SDS-PAGE del veneno cristalizado de B. hyoprorus y de las fracciones aisladps:
Fll Fliay Fllal , estdndares de peso molecular (BSA = 66 Kd, Anhidrasa caibénica = 29 Kd, Citocromo
C=12,4 Kd y Aprotinina = 6,5 Kd)
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Tabla 2. Fraccionamiento del veneno de B, hyoprorus en gel Sephadex G100 5.

y actividad fosfolipasica.

VENENO PROTEINA, ACTIVIDAD PURIFICACION
ERACCION (mg a 280nm) FOSFOLIPASICA*(UEF)
VENENO 180,90 210,06 1,00
Fit 94 .42 443,60 2.1
Fila 23,20 53202 2,53
Fliat 17,28 787,94 3,75

* gxpresacla en unidades de actividad especifica.

litica indirecta (Vi/Vo = 1,77-2,14) y fos-
folipdsica (Vi/Vo = 1,542 - 2,28) eluyeron
conjuntamente ¢n la fraccion FII. La
fraccidén FII fyg reunida, concentrada
mediante Hofilizacion y recromatografiada
bajo las mismas condiciones, obtenién-
dose la fraccion Fla con Vi/Vo muy simi-
lar a Fil (1,88 - 2,0 para la actividad
hemoliticay 1 41 - 2,25 para la actividad

fosfolipasica) (Figura 2). Luego de la

filtracion en Sephadex G-100 s.f. se logré
una purificacién de 2,11 veces para la
actividad de Fosfolipasa. (Tabla 2)

La fraccién Flla fue concentrada y
filtrada en Sephadex G-50f eluyendo en
dos picos mayores de los cuales soloen el
primeroe de ellos, Fllal, se detectd Ia
actividad fosfolipdsica.(Figura 3)

DETERMINACION DEL PESO
MOLECULAR APARENTE

El peso molecular aparente para las
fracciones con actividad hemolitica
indirecta y fosfolipdsica fue estimado en
12 + 0,5 Kd en la fraccién de mayor
actividad, mientras que la fraccién con
menor actividad fosfolipisica presenté
dos picos de actividad méxima con pesos
moleculares de 12 y 23 Kd respectiva-
mente.

Por SDS-PAGE desnaturalizante e}
veneno presenta ocho bandas proteicas
€on pesos moleculares de 73, 59, 55, 40,
38,35,23+ 0,5y 12+ 0,5 Kd (Figura 4).
El patrén electroforético de las fracciones
FII y Flla mostré dos bandas a23 0,5 y
12 + 6,5 Kd coincidiendo con 1o hatlado
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en la filtracidn en Sephadex. La fraccion
Fllal mostré una sola banda de 23 + 0,5
Kd. No se apreciaron bandas menores.
(figura 4)

DETERMINACION DEL PUNTO
ISOELECTRICO (PI)

La fraccion Filal con actividad
fosfolipdsica se visualizé a pH 8,35,
(figura 5)
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Figura 5. Esquema de Isoelectroenfoque del veneno
cristalizado de B. hyvoprorus ¥ de sus fracciones
parcialmente purificadas. Las flechas indican el pH
de secciones de | om def gel ast como la ubicacion
del lugar de revelado de la Fosfolipasa A
carrespondiente al punto isoeléctrico de 8,35, F=
Fraccion Fllal, ¥= Veneno crudo. ambos a 10mg/
mi
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A~ CORRIDA ELECTROFORETICA

B.- TIRAS INMUNOCOLOREADAS

ESTANDARES Vo Flial Filatl Ye. Flial Filat
Alro P M Bajo P.M. {dig} fabizg)
e R
 a—— A

23+0,5 KD

12403 KD

Figura 6. Estabilidad de la fraccign Filal. Filtracion en gel de Sephadex G-50 fine de la fraceion Filal
sametida g autodigestion, Las condiciones de cromarografio fueron similares a las descritas en la figura
3. La barra horizontal muestra el pool de tubos con Actividad Fosfolipdsica y la flecha, el pico de mdxima

Actividad Espectfica en la fraccion Fllal original

Figura 7. Andlisis de Western Blot de veneng de B. hvoprorus v sus fracciones Flla y Flla dig. En (A} se
muestra ¢l diagrama de la corrida efectroforética (PAGE-SDS af 10%) donde Ve= veneno crudo, fracriones
Fliat y FHul dig. Marcadores de alto peso molecular pre-coloreados: Triosafosfato isomerasg (26.6
Kd), Deshidrogenasa ldotica (36,5 Kd), Fumarasa (48,5 Kd) Piruvatu quinasu {58 Kdj, fructosa-6-fesfaro
guinasa (84 Kd), B-galactosidasa (116 Kd) v alfa macroglobuling ( 180Kd)} Marcadores de bujo peso
molecular: Lisozima (14,3 Kd), b-lactoglobulina (18,4 Kd), Tripsindgeno (24 Kd), pepsina (34,7 Kd),
albiimina de huevo (45 Kd} v albiming bovina (66 Kd} En (b) se muestran las tiras de nitrocelulosa
incubadar con antisuera de conejo e inmunocoloreadas .
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DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD
DE LA FRACCION FOSFOLIPASICA

La fraccidén Fllal (23 Kd) fue
sometida a autodigestién y cromatogra-
fiada en Sephadex (G-50, cluyendo en
cinco picos de proteina. En el tercero de
ellos se ubicd a la actividad de Fosfo-
lipasa, denomindndola Fraccién Fllal dig
{digerida) con un volumen de elucion
mayor al de Fllal sugiriendo un pesomo-
lecular aparente menor. (Figura 6)

INMUNQDIFUSION RADIAL 'Y
TITULACION POR DOT-ELISA

Al enfrentar el veneno cristalizado
con el antisuerc equino antibotrdpico poli-
valente se observan siele bandas de preci-
pitacidn, inientras que la fraccién Fllal
presentd solo dos bandas con el mismo
antisuero.

En (b} se estudia la actividad
Sfosfolipdsica del veneno
crrdo [(Ve=47 ug/ml],
Fraceiton Fifa (Fla= 47 ugf
mL,y fa Fesfolipusa
pancredtica estdndar (PhP=
3000 t1.1.). Nétese el halo de
fisis producido por el venene
¥ la fraccién Fila.
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Al enfrentar el suero experimental
con el veneno completo se  visualizd
dos bandas de precipitacidn con un titulo
superior a /12800 por Dot-ELISA. Al
enfrentar el suero experimental con la
fraccién Fllal, no se formaron bandas a
pesar de tener un titulo superior a 1/12000
por Dot-ELISA con el misma antisuero,

WESTERN-BLQT

En el gel tefiido con Coomassie se
apreciaron ocho bandas en el veneno com-
pleto, una banda de 23 + 0,5 Kd en la
fraccién Fllal, dos bandas de 23 + 0.5 y
12+ 0,5 Kd en la fraccion Fllal{digerida).
En las tiras de western blot, el veneno
cristalizado presentd dos bandas de 23 +
0,5Kdy 12 + 0,5 Kd; Ia fraccién Fllal
mostré una banda de 23 £ 0,5 Kd y la
fraccién Fllal {digerida) una sola banda
al2x 0,5 Kd. (Figura 7)

Figura 8.
Actividad hemolitica v
SJosfolipdsica del veneno de
B. hvoprerus en placa de
agar yema de huevo.

Ental se observan lox hudas
de Hsis en placas conteniendo
dagar yema de huevo
eritrocifos. Veneno crude
(ve= 100 ug/ml, Vo l=47 ugs/
mL) Fraccion Flia (Flia=
47 ugfml}. Notese el halp de
hemolisis qué se¢ aprecia
luego de haber aplicado las
muestras.
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ACTIVIDAD HEMOLITICA.

Ni el veneno cristalizado ni las frac-
ciones produjeron hemdlisis directaen las
condiciones estudiadas. En el sistema de
hemolisis indirecta en tubo, el veneno
provocd hemélisis, cuyo efecto méximo
se alcanzd a concentraciones de 47 ug/fmL
o mayores y para 30 minutos de tiempo
de incubacién de ia yema de huevo. El
veneno cristalizado presenté 131,91 UEHI
(62% de hemolisis), mientras que la
fraccién FlIla 136,17 UEHL

En el sistema de hem6lisis indirecta
en placa se observé un aumento progresi-
vo del diametro del halo de hemdlisis hasta
los 60 minutos, siendo el efecto depen-
diente de la concentracidn. A la concentra-
cién de 47 ug/mL, el veneno cristalizado
presentd 63,83 UHI y 1a fraccidn Flla 85,1
UHI. La fraccién FIla tiene mayor
actividad hemolitica (133%) con respecto
al veneno cristalizado.

ACTIVIDAD FOSFOLIPASICA

En el sistema en tubo el veneno
provocd disminucién de la turbidez de la
mezcla de reaccién en el ambito de
concentracién de 23,5 a 141 ug/mL . A
concentracién de 47 ug/mL el veneno
cristalizado tuvo 404,3 UEHI vy la fraccién
Flla tuvo 443,6 UEHL

En el sisterna en placa se observé un
aurnento progresivo del halo de hidrélisis
dependiente de 1a concentracidn hasta los
60 minutos de incubacién. A la concentra-
cién de 47 ug/mL el veneno cristalizado
presenté 744,68 UF, mientras que la
fraccion Flla tavo 851,06 UF. (figura 8).
Asimismo, el veneno cristalizado presento
una actividad equivalente a 1309 U/mg
de proteina (Unidades de Fosfolipasa A,
de pancreas porcing) i

CITOTOXICIDAD

El veneno presenté actividad
citotéxica directa mediada por sustrato e
indirecta. Los efectos obtenidos son
mostrados en la Tabla 3.

DISCUSION

El veneno de la serpiente B. hyopro-
rus posee actividad hemolitica y citotéxi-
ca, asi como la enzima Fosfolipasa A.

Ambas actividades hemolitica indi-
recta y Fosfolipasa A, se encuentran inti-
mamente ligadas y coeluyen en el pico FII
obtenido en columnas de Sephadex G100.
Esta asociacién se ha reportado también
en otros venenos de serpientes™'%¥%35, La
filtracidn en gel, como método inicial de
fraccionamiento y purificacién, permitié
detectar dichas actividades en una fraccién
definida (FIIal).

Tabla 3. Citotoxicidad en macréfagos peritoneales de ratén, inducida por el veneno
cristalizado y la fraccién fosfollpésica Flla1 de Bothrops hyoprorus sobre macréfagos

VENENO © PROTEINA CITOTOXICIDAD

FRACCION (ug} DIRECTA POR SUSTRATO INDIRECTA
VENENO 50 ++ ++ ++
CRUDO 100 A+ PN 4t
FRACCION 50 + + +
Flla1 100 + ++ ++

+

Efecta leve (redondeo celular)
++

Efecto moderado (redondeo con desprendimiento celular)

+++ = Efecto severo (moderado y muerte celular)
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La fraccién fosfolipasica Fllal, mos-
tré una banda de 23 + 0,5 Kd por SDS-
PAGE con un punto isoeléctrico de 8,35.
Asimismo, los experimentos de auto-
digestion mostraron dos bandasuna de 23
+ 0,5 Kd y otra de 12 + 0,5 Kd en SDS-
PAGE, lo que indicarfa la presencia de un
polipéptido sensible a la accién de las
proteasas del veneno, y oiro proteasa
resistente a la accion de dichas proteasas.
Esta hipétesis es avalada por los
experimentos de Western-Blot donde
sueros anti-Fllal, enfrentados a Flial,
reconocen una vnica banda de 23 x= 0,5
Kd., mientras que luego de la auto-
digestion de Fllal (Fllal digenda) los
anticuerpos anti-Fllal reconocieron solo
la banda de 12 = 0,5 Kd, este hecho
asociado al corrimiento de la actividad
fosfolipédsica en la filtraci6én en G-50
(figura 6) sugiere que el polipéptido
proteasa sensible de 23 £+ 05 Kd es Ia
Fosfolipasa A,

Estos resultados explicarian la
presencia de dos picos de actividad
fosfolipdsica en la filtracién en Sephadex
G-100 del veneno crudo, ello probable-
mente debido a la accién degradativa,
sobre la Fosfolipasa nativa, por accién de

las proteasas presentes en el veneno

eristalizado, ya gue en el proceso de
cristalizacion el veneno es mantenido
durante 48 a 72 horas en una campana de
vidrio al vacio v a temperatura ambiente,

La fraccién Fllal posee capacidad
antigénica, demostrada mediante la
técnica de Dot-ELISA a pesar de que los
anticuerpos de conejo no fueron capaces
de inmunoprecipitar a la fraccion Fllal
en la prucha de inmunodifusién radial, a
diferencia de los anticuerpos presentes en
el antiveneno equino. Eslo puede
explicarse por posibles diferencias en la
capacidad de unién entre complejos
antigeno-anticuerpo, como reportan otros
autores. ¥l polipéptido proteasa resistente
de 23 = 0,5 Kd no mostré capacidad
antigénica, ya que el suero hiperinmune
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de conejo no fue capaz de detectarla en
los experimentos de antodigestién, a pesar
de ser visible por tincién con azul de
coomassie.

Los pesos moleculares de 23 = 0,5
Kd y 12 £ 0,5 Kd, calculados para las
proteinas con actividad fosfolipdsica en
Fllal, guardan relacién con los reportados
para otros venenos. Se descarta que sea
una proteina dimérica como se ha
reportado para la serpiente B. nenuwiedii*®
va que ] SDS-PAGE en condiciones
desnaturalizantes incluye condiciones
fuertemnente reductoras, mostrando en la
fraccion Fllal solo una bandade 23 £0,5
Kd ¥ no dos o mis.

La actividad especifica de Ia
Fosfolipasa del veneno cristalizado (404,3
UEF) permite clasificar a-esta enzima en
el grupo de venenos con actividad
moderada si se lo comparamos.con los de
otras especies peruanas reportadas previa-
mente” : B. brazili (936 £ 35), B. barnetti
(691 + 32), B. pictus (663 + 38), B. atrox
{594+ 30), L. mura (249 £ 36} y C. durisus-
t (179 x 32).

Los venenos botrépicos provocan
severos dafios locales, que incluyen ka
hemorragia, coagulacién y necrosis local.
En ¢l modelo de citotoxicidad en macrd-
fagos de ratdn, se demuestra que el veneno
cristalizado posee accién citotdxica
directa. Aiin cuando en este estudio no he-
mos aislado a la(s) fraccidn(es) citotdxi-
ca(s) presente{sy en e! veneno, la fraccion
Filal presenté pobre actividad citotéxica.
directa e indirecta. Es necesario recalcar,
que en las condiciones experimentales en
las que se efectuaron los ensayos de hemd-
lisis y citotoxicidad, nuestros resuitados
sugieren que la fraccién Fllal, se encon-
traba en corncentraciones liticas para el
glébulo rojo pero subliticas para los ma-
créfagos, o que los macréfagos presentan
una configuracién de membrana deficiente
en fosfatidilcolina (sustrato para la
Fosfoiipasa) que lo haria resistente.
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