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Resumen
Los venenos de las serpientes son las secreciones mas ricas en enzimas y toxinas

presentes en la naturaleza, estos son una mezcla de moléculas tanto orgénicas como
inorganicas, tienen una composicion y actividades enziméticas variables, lo que hace que
existan diferencias en los efectos locales y sistémicos causados por el envenenamiento no
solo entre distintas especies de la misma familia, sino también diferencias intraespecificas
entre poblaciones de distintas zonas geograficas, por esto se requiere un tratamiento clinico
diferente para cada caso. En el caso de las serpientes de la familia Viperidae, en la cual se
agrupan los géneros Bothrops, Bothrocophias y Crotalus, las proteinas son las moléculas
mas estudiadas no s6lo por su gran abundancia en el veneno sino también por su alta
diversidad en acciones bioldgicas en el rol que cumplen en el caso de un envenenamiento,
estos no sélo son los venenos méas complejos, en comparacion con los de los venenos de
otras familias, sino también contienen las proteinas de mayor peso molecular.

En este trabajo se buscaba comparar los perfiles proteicos de venenos de serpientes de los
géneros Bothrops, Bothrocophias y Crotalus, lo cual se llevé a cabo, inicialmente mediante
la cuantificacion del contenido proteico de los venenos mediante espectrofotometria por los
métodos de Bradford, Lowry y una medicion directa por Nanodrop®, seguido del analisis
de los perfiles proteicos de los venenos por cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC), utilizando una columna Lichosper 100 RP c18 de dimensiones 250X4 mm y poro
de 5um,.y por electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS PAGE) para estimar el peso
molecular de algunas proteinas observadas en este Gltimo método.

Se observd que el veneno de los géneros Bothrocophias y Crotalus es el que presenta
mayor porcentaje de proteina, mientras que la caracterizacion de los perfiles proteicos

mediante cromatografia y electroforesis evidenciaron que las proteinas mas representativas



de los venenos de las serpientes pertenecientes a los tres géneros estudiados presentan
pesos moleculares de 15 20 y 50KDa, y también se encuentran proteinas altamente polares

separadas en los minutos 1.7 y 2.6 y una proteina medianamente polar en el minuto 35 de

los cromatogramas.



Abstract

Snake venoms are the richest secretions in enzymes and toxins present in nature, these
are a mixture of both organic and inorganic molecules, they have a varying composition
and enzymatic activities, which means that there are differences in local and systemic
effects caused by poisoning not only among different species of the same family, but also
intraspecific differences between populations of different geographical areas, for that
reason a different clinical treatment is required for each case. In the snake venom of the
viperidae family, in which the Bothrops, Bothrocophias and Crotalus genera are grouped
together, proteins are the most studied molecules not only for their great abundance in the
venom but also for their high diversity in biological actions in the role they play in the case
of a poisoning, these are not only the most complex poisons, compared to the poisons of

other families, but also contain the higher molecular weight proteins.

In this work, we sought to compare the protein profiles of venom of snakes of the
Bothrops, Bothrocophias and Crotalus genera, which was initially carried out by
quantification of the protein content of the venoms by spectrophotometry by Bradford,
Lowry and a direct measurement by Nanodrop®, followed by the analysis of venom protein
profiles by high performance liquid chromatography (HPLC), using a Lichosper 100 RP
c18 column of dimensions 250X4 mm and 5um pore and by polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS PAGE) to estimate the molecular weight of some proteins observed in

the latter method.

It was observed that the venom of Bothrocophias sp and Crotalus sp present the highest

percentage of protein, whereas the characterization of the protein profiles by

Vi



chromatography and electrophoresis showed that the most representative proteins of the
venoms of the snakes belonging to the three genera studied have molecular weights of 15
20 and 50KDa, and there are also highly polar proteins separated at minutes 1.7 and 2.6 and

a medium polar protein at 35 minutes of the chromatograms.

Vii



1. Introduccion

Los venenos de las serpientes son las secreciones mas ricas en enzimas y toxinas
presentes en la naturaleza, y estdn compuestos por una mezcla de moléculas tanto orgéanicas
como inorgénicas. En Colombia se encuentran 8 familias de serpientes de las cuales 2 de
ellas comprenden especies venenosas. Una de estas es la familia Viperidae que comprende
las viboras con aparato venenifero mejor desarrollado, responsables del mayor nimero de
accidentes, conteniendo dos subfamilias Viperinae y Crotalinae. En éstas ultimas (viboras
con fosa termoreceptora distribuidas en América), se agrupan las viboras de Colombia en
tres géneros, Bothrops, Bothrocophias y Crotalus. (Rodriguez & Varela, 2014). Los
venenos de las serpientes presentan una composicion y actividades enzimaticas variables,
existiendo asi diferentes efectos locales y sistémicos no s6lo entre distintas especies de la
misma familia, sino también diferencias intraespecificas entre poblaciones de distintas
zonas geogréaficas, por esto se requiere un tratamiento clinico diferente para cada caso.

En el caso de las serpientes vipéridas, las proteinas son las moléculas més estudiadas no
s6lo por su gran abundancia en el veneno sino también por su alta diversidad en acciones
bioldgicas en el rol que cumplen en el caso de un envenenamiento. (Mendoza, Vivas, Inga,
Arbaiza, & Rodriguez, 2009). Clinicamente, los efectos causados por la mordedura de
serpientes venenosas, se clasifican en sistémicos y locales, los envenenamientos por
mordeduras de serpientes de la familia Viperidae, subfamilia Crotalinae son caracterizados
por prominentes alteraciones a nivel local; incluyendo hemorragia, edema y necrosis,

efectos que pueden resultar en secuelas permanentes, desarrollandose muy rapidamente



después del envenenamiento. Estos no solo son los venenos mas complejos, en
comparacion con los de los venenos de otras familias, sino también contienen las proteinas

de mayor peso molecular (Pirela de Salas, Lépez Jonsthon, & Hernandez Rangel, 2006).

Hasta la fecha se reconoce sélo al antiveneno ofidico como el Unico tratamiento valido
clinica y cientificamente comprobado contra las mordeduras de serpientes, haciendo que su
produccién sea llevada a cabo bajo los mas rigurosos estandares de calidad. (Mendoza,
Vivas, Inga, Arbaiza, & Rodriguez, 2009). Por esta razén es fundamental el estudio de la
composicion de los venenos de serpiente, partiendo de los andlisis cuantitativos, como la
caracterizacion mediante electroforesis y cromatografia del contenido proteico a la par de
los estudios de actividades enzimaticas y actividades biologicas en especial para aquellos
venenos que son considerados en la .produccion de sueros antiofidicos o antivenenos

ofidicos.



2. Marco Conceptual
2.1 Antecedentes
Los venenos de las serpientes son una mezcla compleja de péptidos, enzimas, azlcares,

lipidos, trazas de algunos cationes y proteinas cuya funcién aun se desconoce. (Markland,
1998) La mayoria de estudios a lo largo del tiempo se han enfocado en describir la
actividad enzimética de los componentes de los venenos en especial las proteinas cuya
funcion es fosfolipasa y muy pocos estudios han hecho una descripcion completa de la
composicion proteica de los venenos.

Los primeros esfuerzos cientificos en el tema de los venenos de serpientes en América
Latina se desarrollaron en Brasil, gracias al trabajo de J.B. de Lacerda y Vital Brazil, hacia
fines del siglo X1X y principios del XX Vital Brazil fue un auténtico pionero, ya que a su
interés cientifico por este tema se uni6 una enorme capacidad de gestion tecnolégica que lo
llevé a producir los primeros antivenenos (o sueros antiofidicos) en América, pocos afios
después de la invencién de la seroterapia antiofidica en Francia, Vital Brazil describi6 las
actividades fisiopatolégicas de los venenos de las principales serpientes brasilefias y
demostrd claramente la necesidad de producir antivenenos especificos para Sudamérica y
posteriormente sentd las bases de la produccion en gran escala de los sueros antiofidicos.
(Gutiérrez J. , 2002)

Hacia 1970 los principales estudios se enfocaban en la caracterizacion y separacion de
las enzimas similares a trombina, un ejemplo d etrabajos referentes a este tema son los
mencionados por (Aragon Ortiz & GUBENSEK , 1978), que fueron llevados a cabo por
Collins y Jones, 1972, Stocker y Barlow, 1973, Markland y Damus, 1971. Estas enzimas

han sido aisladas de venenos de varias especies de serpientes y se consideran



inmunolégicamente diferentes a enzimas de serpientes estrechamente relacionadas y por

ende pueden tener propiedades bastante diferentes. (Aragon Ortiz & GUBENSEK , 1978).

Posteriormente en 1984 se estudia el Mecanismo de accion de miotoxinas aisladas de
venenos de serpientes. En este trabajo, Gutiérrez & Cerdas (1984) clasifican las miotoxinas
del veneno de las serpientes desde los puntos de vista bioquimico y farmacoldgico en

cuatro grupos:

(1) Fosfolipasas A miotoxicas, afectan inicialmente la integridad de la membrana

plasmaética, induciéndose un influjo de calcio que culmina con la muerte celular.

(2) Miotoxinas basicas de bajo peso molecular, actian especificamente en los canales de
sodio del sarcolema, induciendo un influjo de sodio que trae como consecuencia

despolarizacion y contraccion muscular y vacuolizacion del reticulo sarcoplasmico.

(3) Cardiotoxinas de venenos elapidos, son polipéptidos basicos capaces de desorganizar

la estructura de las membranas.

(4) Miotoxinas hemorragicas, poseen actividad miotoxica, la cual es una consecuencia de
la isquemia tisular resultante de la accion hemorragica de estos componentes. ( Gutiérrez &

Cerdas, 1984)

En 1996 Kuch y colaboradores llevan a cabo la caracterizacion bioquimica y bioldgica de
serpientes del Ecuador pertenecientes a los géneros Bothriechis, Bothriopsis, Bothrops y
Lachesis. Encontrando que todos los venenos exhibieron altas actividades enzimaticas,
expresandose en lesiones hemorragicas y mionecroticas. Sin embargo, hay algunas

excepciones notables: el veneno de Lachesis muta estaba desprovisto de actividad de
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fosfolipasa A, el veneno de Bothriopsis taeniata no tenia actividad coagulante y el veneno
de Bothriechis schlegefii no era hemorragico y ademas ligeramente miotdéxico. (Kuch,

Mebs, Gutiérrez, & Freire, 1996)

Pirela De las Salas LoOpez-Jonsthon y Hernandez Rangel en 2006 realizaron la
caracterizacion toxinolégica total del veneno de la serpiente cascabel Crotalus durissus
cumanensis presente en la guajira venezolana. Para este estudio determinaron: dosis letal
cincuenta (DL50), actividad hemorrégica, actividad edematizante, actividad hemolitica
indirecta, actividad coagulante sobre plasma humano (in vitro) y actividad desfibrinante (in
vivo), segun las metodologias establecidas por la Organizacion Mundial de la Salud. Tras
las pruebas, concluyeron que el veneno de esta subespecie es altamente toxico, de
naturaleza neurotoxica, coagulante, poco hemolitico y con caracteristicas desfibrinantes (in
vivo); efecto que hasta ahora no habia sido reportado para serpientes pertenecientes al
género Crotalus, lo que sin duda alguna constituye un valioso aporte para el diagnéstico y
tratamiento del accidente crotalico. (Pirela De las Salas, Lépez Jonsthon, & Hernandez

Rangel, 2006)

Posteriormente en 2009 Nufiez y colaboradores caracterizaron el veneno de la serpiente
Bothrops atrox, analizando muestras de serpientes de Colombia, y la regién amazonica de
Brasil, Ecuador y Per(, estas muestras fueron caracterizadas mediante cromatografia
liqguida de alta eficiencia (HPLC) y electroforesis (SDS PAGE). Los resultados
evidenciaron la existencia de dos fenotipos de veneno diferenciados geograficamente. El
veneno de Colombia comprende al menos 26 proteinas diferentes pertenecientes a 9 grupos
diferentes de toxinas, siendo metaloproteinasas Pl y moléculas K49 PLA2 las toxinas mas

abundantes.



Mientras que los venenos de B. atrox brasilefio, ecuatoriano y peruano contienen

predominantemente metaloproteinasas P1Il. (Nufiez , y otros, 2009).

En 2013 Patifio y colaboradores caracterizaron bioquimica y bilégicamente dos
proteinasas del veneno de la serpiente Crotalus durissus cumanensis. Las enzimas
analizadas fueron Cdc Sl y Cdc SlI, estas fueron separadas y purificadas mediante dos
métodos cromatograficos, inicialmente por exclusién molecular y luego por cromatografia
liquida de alta eficiencia. Estas enzimas presentan masas moleculares similares, la primera
es de 28561.4 Da y la segunda 28799.2 Da. A pesar de sus masas moleculares similares
estas difieren en su actividad de coagulacion in vitro, asi como en su capacidad para
aumentar la permeabilidad vascular en la piel. Por lo anterior, es probable que estas
proteinasas jueguen un papel clave en la desfibrilacion in vivo observada en el
envenenamiento por parte de Crotalus durissus cumanensis. (Patifio, Pereafiez, Gutiérrez,

& Rucavado, 2013)

Finalmente Lozano en 2014 realiz6 la identificacion de proteinas con actividad PLA2 en
el veneno de la serpiente Bothrocophias myersi siendo este estudio uno de los primeros
sobre los componentes del veneno de esta serpiente, debido a que esta es una especie rara 'y

no estudiada y so6lo se ha reportado un accidente ofidico por esta especie, en el afio 2008.

Los resultados de la actividad enzimatica sugieren la presencia de PLAZ litica, por otra
parte los cromatogramas mostraron diferencias en los picos de absorbancia (280nm) y sus
tiempos de retencion; la PLA2 pura mostré un tiempo de retencion de 10.318 minutos de su
pico mas alto, en los cromatogramas de las muestras de las especies B. myersi, B. asper y

C. durissus, ademas de aparecer picos representativos de otras moléculas en la composicion
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de su veneno, y un pico bastante predominante en un tiempo de retencion parecido al de la
enzima pura empleada, 10.666, 10.379, 10.221 minutos respectivamente, indicando que
este es el tiempo en el cual se podria colectar, para aislar la enzima en la muestra de veneno
entero. Por otra parte, la electroforesis mostré bandas bien marcadas que coinciden en la
posicién en el gel, tanto para los tres venenos (B. myersi, B. asper y C. durissus) como para
la PLA2 (C. durissus) pura y que corresponde a un peso molecular cercano a 14kDa.

(Lozano Gonzélez, 2014)

2.2 Estudio de las proteinas obtenidas de sistemas bioldgicos.

Dado que la mayoria de fluidos bioldgicos de células pueden contener miles de diferentes
tipos de proteinas, es necesario saber como se puede purificar y caracterizar una proteina.
La comprension de la estructura de las proteinas y su funcion, se ha derivado del estudio de
muchas proteinas individuales. Para estudiar una proteina en detalle, el investigador debe
ser capaz de separarla de otras proteinas y debe tener las técnicas para determinar sus
propiedades. Los métodos necesarios vienen a partir de la quimica de proteinas, una
disciplina tan antigua como la bioguimica en si que conserva una posicion central en la
investigacion bioquimica.

Una preparacion pura es esencial en la determinacion de las propiedades de una proteina
y su actividad funcional. Los métodos clasicos para separar proteinas se aprovechan de las
propiedades que varian de una proteina a la siguiente, incluyendo el tamafio, la carga y las
propiedades de unién. Estos se han complementado en las ultimas décadas por los métodos
que implican la clonacion de ADN y la secuenciacion del genoma que pueden simplificar el

proceso de purificacion de proteinas. (Scopes, 1994)



La fuente de una proteina es generalmente tejido o un fluido bioldgico. EI primer paso en
cualquier procedimiento de purificacion de proteinas es romper, abrir estas células,
liberando sus proteinas en una solucion llama un extracto crudo. Una vez que el extracto de
preparacion esté listo, se dispone de diversos métodos para la purificacion de uno o mas de
proteinas alli contenidas. Comunmente, el extracto es sometido a tratamientos que separan
las proteinas en diferentes fracciones con base en alguna una propiedad como tamafio o
carga, un proceso conocido como fraccionamiento. Las primeras etapas de fraccionamiento
en una purificacion utilizan diferencias en la solubilidad de proteinas, la cual es una funcién

compleja de pH, temperatura, concentracion de sal, etc. (Kornberg, 1990)

2.3 Cromatografia de proteinas.

La cromatografia es un método fisico de separacion, basado en la distribucion de los
componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una estacionaria y otra movil. En
la Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), la fase mdvil es un liquido que fluye a
través de una columna que contiene a la fase estacionaria. Después se coloca la muestra por
la parte superior y se hace fluir la fase moévil a través de la columna por efecto de la
gravedad, la presidn del sistema, y las polaridades de los elementos a separar, asi como por

medio de un sistema de bombas.

Es la técnica analitica de separacién mas ampliamente utilizada. Las razones son la
sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas, es ideal para la
separacién de especies no volatiles o termolabiles y por su gran aplicabilidad a sustancias
que son de interés en la industria. Algunos ejemplos son: aminoacidos, proteinas, acidos
nucleicos, hidrocarburos, carbohidratos, farmacos, terpenoides, plaguicidas, antibidticos,

esteroides y gran variedad de sustancias inorganicas. La fase movil es un liquido y la fase
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estacionaria es una columna que puede ser de acero inoxidable. (Facultad de Quimica,

Universidad Nacional Autonoma de México, 2007)

Un equipo para HPLC puede ser representado por la siguiente figura

Fase Valvula
. o [ Bomba . —~| Columna }—" Detector }—" Integrador |
Movil inyectora

Figural.representacion equipo para cromatografia liquida de alta eficiencia.

La fase movil puede ser un disolvente puro o una mezcla de disolventes; algo importante
es que deben ser grado HPLC, esto implica un 99% o mas de pureza para evitar
contaminantes que puedan interferir en la elucion de la muestra o bien que contengan
algunas pequefias particulas que puedan tapar la columna; por lo que es necesario filtrarlos
antes de que entren a la columna. (Facultad de Quimica, Universidad Nacional Autbnoma

de México, 2007)

2.4 Electroforesis de proteinas.

La electroforesis constituye parte importante del procedimiento rutinario del analisis de
los &cidos nucleicos y proteinas. Y asi como el microscopio permite visualizar
microorganismos y estructuras similares, la electroforesis permite observar los &cidos
nucleicos y las proteinas al final del procedimiento. Estos pasos facilitan la visualizacion de
las moléculas a manera de simples bandas las cuales serdn posteriormente analizadas e

interpretadas. (Garcia & Vazquez, 1998).

La electroforesis es la migracion de solutos idnicos bajo la influencia de un campo
eléctrico; estas particulas migran hacia el catodo o 4nodo (electrodos - y +), en dependencia

de una combinacion de su carga, peso molecular y estructura tridimensional.
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A escala analitica, los métodos electroforéticos son de alta sensibilidad, poder de
resolucion y versatilidad, y sirven como método de separacion de mezclas complejas de
acidos nucleicos, proteinas y otras biomoléculas, donde aportan un potente criterio de
pureza. Se pueden conocer también mediante estas técnicas, las caracteristicas acido-
bésicas de las proteinas presentes en un extracto crudo, lo que da la informacion necesaria
si se pretende realizar una separacion cromatografica basada en diferencias de carga. Es Util
ademas para determinar otros parametros como peso molecular, punto isoeléctrico y
numero de cadenas polipeptidicas de las proteinas. ( Morales Sanchez & Gallo Ramirez,

2006).

e Lavelocidad de migracién (v) de la particula es directamente proporcional al
producto de su carga efectiva (q) y el gradiente de potencial eléctrico (E) e
inversamente proporcional al coeficiente de friccion (f) relativo al tamafio y forma
de la molécula, o sea, a la resistencia que le ofrece el medio. V=qE/f.

e La movilidad electroforética (Me) es un caso particular de la velocidad de
migracion de un ion, cuando se aplica un campo eléctrico de 1 V/cm. Su signo es

igual al de la carga de la particula.

Por lo tanto la velocidad de migracidon electroforética depende de la densidad de carga de
la molécula (relacion carga / peso), del voltaje aplicado y de la porosidad del gel de
electroforesis. El voltaje no se puede incrementar indiscriminadamente porque se genera un
excesivo calor. En contraste, al aplicar bajo voltaje puede ocurrir una pobre separacion, por

causa de la difusion por tiempo muy prolongado de la corrida electroforética.

La mayoria de las biomoléculas (proteinas, acidos nucleicos y polisacaridos) poseen

determinada carga eléctrica con grupos anionicos y catidnicos capaces de disociarse. La
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carga neta de la particula esta dada por el pH del medio y puede ser modificada por la
interaccion con pequefias moléculas de iones u otras macromoléculas. De lo anterior se
deduce que el pH influye sobre la velocidad de migracion de las moléculas, en el punto
isoeléctrico de la biomolécula, pH al cual su carga neta es 0, esta no migra, mientras que
por debajo del punto isoeléctrico tiene carga neta positiva y migra hacia el catodo, y por

encima del punto isoeléctrico tienen carga neta negativa y migra hacia el anodo.

El resultado de una electroforesis depende de numerosos factores y es necesario

conocerlos para lograr la maxima resolucion, estos factores son descritos en la figura 2.

Campo eléctrico: Es un gradiente de potencial \
que posibilita que haya electroforesis

eDiferencia de potencial, Cuanto mayor sea,
mayor sera la velocidad de migracion.

eIntensidad (1), Estd relacionada con la diferencia
de potencial, da cuenta de la distancia recorrida
por las moléculas

eResistencia (R)., y cuanto mayor sea la resistencia
del soporte, menor sera la movilidad
electroforética.

eTemperatura. Sera mayor cuanto mayor sea la

Qferencia de potencial y la resistencia del sistey

4 N

Tampon: Es esencial durante la
electroforesis para evitar que el
anodo se acidifique y el catodo se
haga mas basico, pero no debe
afectar a las moléculas a separar.

Muestra La movilidad
electroforética de una
molécula aumenta a
mediada que aumenta su
carga y disminuye segun
aumenta su tamaiio.

- J \_ )

Figura 2. Factores que afectan la electroforesis.
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Uno de los métodos electroforéticos es la Electroforesis en gel de poliacrilamida con
Dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) este es un método rapido, de bajo costo, y

reproducible, para la cuantificacion, comparacion, y la caracterizacion de proteinas.

La electroforesis SDS-PAGE, permite el calculo de parametros moleculares, pues los
complejos SDS-proteina se separan estrictamente segin su tamafio molecular. EI SDS
interacciona con las proteinas formando complejos de caracteristicas comunes
independientemente de las de cada proteina. Las proteinas unen una molécula de SDS por
cada dos aminoacidos, lo que implica que las cargas propias de las proteinas quedan
enmascaradas o anuladas; asimismo, la molécula de SDS proporciona una carga negativa,
por lo que los complejos SDS-proteina estan cargados negativamente de forma uniforme (la

carga por unidad de masa es practicamente constante para todos los complejos).

La movilidad electroforética en una electroforesis SDS-PAGE es en funcién del tamafio
y de la carga por unidad de masa, como la carga es constante para todos los complejos
SDS-proteina (que, ademas, tienen la misma forma elipsoide), la movilidad es solamente en
funcion de la masa molecular, es decir, cuanto menor sea la masa molecular de la proteina,
mayor serd la movilidad de la misma y viceversa. En resumen, la SDS-PAGE es la

electroforesis mas utilizada para el analisis de proteinas debido a:

o Lagran mayoria de las proteinas son solubles en SDS.

o Todos los complejos SDS-proteina tienen carga negativa y migran,
por lo tanto, en el mismo sentido.

o Su densidad de carga es muy elevada, por lo que su velocidad de

migracion también lo es y las electroforesis son muy rapidas.
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o La separacion depende de un parametro fisico-quimico, como es la
masa molecular, que se puede calcular.

o Los complejos SDS-proteina se tifien facilmente.

Otro de los métodos electroforéticos es la Electroforesis bidimensional, la cual es una
sucesion de dos electroforesis distintas (o en distintas condiciones) realizadas sobre una
misma muestra. En la primera de ellas (primera dimensién) se separan los componentes de
la muestra segin un criterio (Punto isoeléctrico), y en la segunda (segunda dimension)
segun un parametro distinto del anterior (Tamafio). De esta manera, se combinan dos
modos de separacién diferentes y se consigue el maximo de resolucién posible mediante
técnicas electroforéticas. La electroforesis bidimensional puede considerarse como un
criterio de pureza positivo debido a su gran poder de resolucién, aceptandose que la
aparicion de una sola mancha indica una muestra homogénea. . ( Morales Sanchez & Gallo

Ramirez, 2006)

Los diversos usos de estas técnicas son: 1. Analisis de la pureza de proteinas. 2.
Determinacion del peso molecular de proteinas 3. Verificacion de la concentracion de
proteina 4. Deteccidn de la proteolisis 5. Identificacion de proteinas inmunoprecipitadas 6.
Primera etapa de inmunotransferencia. 7. Deteccion de la modificacion de proteinas 8.
Separacion y concentracion de antigenos de proteina para la produccion de anticuerpos 9.

Separacion de proteinas marcadas radiactivamente. (Bollag & Edelstein, 1991).

2.5 Cuantificacion de proteinas.
Una de las determinaciones mas usadas en biotecnologia es la cuantificacion de
proteinas, estimar la concentracion de proteinas es necesario no solo en los laboratorios de

investigacion, sino también en la industria alimenticia, farmacéutica y biotecnoldgica en
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general. Existen muchos métodos para la determinacion de proteinas, el uso del método
adecuado depende de cinco criterios: 1) La cantidad total de proteina presente en la
muestra, 2) La concentracion de la proteina, 3) La especificidad del método, 4) La
presencia de otras sustancias que pudieran inferir, y 5) La facilidad y reproducibilidad del

método. (Garcia & Vazquez, 1998)

Para este estudio, la determinacion del contenido proteico de los venenos de las
serpientes de los generos Bothrops, Bothrocophias y Crotalus se realizd mediante
espectrofotometria y Nanodrop®. Inicialmente se cuantifico el contenido proteico mediante

Nanodrop®, luego por el método de Bradford, y finalmente mediante el método de Lowry.

2.5.1 Cuantificacion de proteinas por Nanodrop®.

Este método es simple y requiere de un volumen de muestra extremadamente pequefio ya
que los nuevos espectrofotometros emplean un sistema de retencion de muestra durante la
medicion. Los aminoacidos aromaticos tirosina y triptéfano le dan a las proteinas su
caracteristico espectro de absorcion ultravioleta (UV) a 280nm. Fenilalanina y puentes
disulfuro también pueden contribuir a la absorcién en esa longitud de onda, aunque
ligeramente. La muestra proteica debe encontrarse pura y no contener componentes no
proteicos con el mismo espectro de absorcion, tales como acidos nucleicos contaminantes. (

Johnson, 2012)

2.5.2 Método de Bradford.
Este método involucra la unién del colorante azul brillante de Coomassie G-250 a las
proteinas, provocando un aumento en el maximo de absorcion de 465 a 595nm. Estéa basado

en la observacién de que el colorante presenta dos formas coloreadas, rojo y azul, el color
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rojo pasa a azul cuando el colorante se une a la proteina, la formacion del complejo
colorante-proteina toma aproximadamente 2 minutos y permanece estable por 1 hora por lo
que el procedimiento es rapido y el tiempo para el ensayo no es limitante. (Garcia &
Vazquez, 1998). Las proteinas se unen a la forma azul para formar un complejo proteina-
colorante con un coeficiente de extincion mayor que el colorante libre lo que hace al ensayo
de Bradford cuatro veces mas sensible que el ensayo de Lowry. Este reactivo reacciona con
aminoacidos especificos y estructura terciaria de la proteina. (Lemus & Cortez Suérez,

2015).

2.5.3 Método de Lowry.
Es un método colorimétrico de valoracion cuantitativa de las proteinas. A la muestra se
afiade un reactivo que forma un complejo coloreado con las proteinas, siendo la intensidad

de color proporcional a la concentracion de proteinas. Este método consta de dos fases:

1.-Reaccion previa de la proteina en medio alcalino con iones Cu2+, en presencia de
tartrato para evitar la precipitacion. Se forma un complejo de coordinacion entre el cobre y

el nitrégeno peptidico.

2.-Reaccidn con el reactivo de Folin-Ciocalteau para fenoles que se reduce por medio de
los grupos fenol presentes en la proteina a un complejo de color azul oscuro, que se mide
colorimétricamente. EI complejo coloreado, cuya composicion es desconocida, presenta dos
maximos de absorcion a las longitudes de onda de 560 y 650nm. (Rodriguez Del Castillo,

2006) .

Este método se utiliza para aumentar la sensibilidad de la reaccion del reactivo de Biuret,

el complejo proteina-Cu2+ se hace reaccionar con el reactivo de Folin-Ciocalteu, dando
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una coloracion azul, con un méximo de absorcion a 650nm. Esta coloracion se atribuye a la
reduccion del acido fosfomolibdico/fosfotungstico a azul de heteropolimolibdeno de
composicion no definida, por medio de los residuos tirosilos, triptofanilos, y en menor
grado, cisteinilos e histidilos de las proteinas que forman el complejo con el Cu2+. (Lemus

& Cortez Suéarez, 2015).

2.6 Funcidn de la proteina dependiendo de su secuencia y estructura.

Las proteinas son biomoléculas formadas basicamente por carbono, hidrégeno, oxigeno y
nitrégeno, pueden ademas contener azufre y en algunos tipos de proteinas, fosforo, hierro,
magnesio y cobre entre otros elementos. Se consideran como polimeros de unas pequefias
moléculas que reciben el nombre de aminoacidos y serian, por tanto, las unidades
estructurales de las proteinas. Los aminoacidos estan unidos mediante enlaces peptidicos, la
unién de un bajo numero de aminoacidos da lugar a un péptido; si el nimero de
aminoacidos que forma la molécula no es mayor de 10, se denomina oligopéptido, si es
superior a 10 se llama polipéptido y si el numero es superior a 50 aminoacidos se habla de

proteina.

Por tanto, las proteinas son cadenas de aminoacidos que se pliegan adquiriendo una
estructura tridimensional que les permite llevar a cabo miles de funciones. Las proteinas
estdn codificadas en el material genético de cada organismo, donde se especifica su

secuencia de aminoéacidos, y luego son sintetizadas por los ribosomas.

Todas las proteinas poseen una misma estructura quimica central, que consiste en una
cadena lineal de aminoacidos. Es asi como, lo que hace distinta a una proteina de otra es la
secuencia de aminoacidos de que estd hecha, a tal secuencia se conoce como estructura

primaria de la proteina. La estructura primaria de una proteina es determinante en la
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funcién que cumplira después, asi las proteinas estructurales (como aquellas que forman los
tendones y cartilagos) poseen mayor cantidad de aminoacidos rigidos y que establezcan
enlaces quimicos fuertes unos con otros para dar dureza a la estructura que forman. (Luque

Guillén , 2009)

2.7 Estructura de las proteinas.

1) La estructura primaria: Viene determinada por la secuencia de
aminoéacidos en la cadena proteica, es decir, el nimero de aminoacidos presentes
y el orden en que estan enlazados. —Los atomos que componen la cadena
principal de la proteina son el N del grupo amino (condensado con el
aminoéacido precedente), el C= (a partir del cual emerge la cadena lateral) y el C
del grupo carboxilo (que se condensa con el aminoacido siguiente). Por lo tanto,
la unidad repetitiva basica que aparece en la cadena principal de una proteina es:
(-NH-C=-CO-).

Conocer la estructura primaria de una proteina no solo es importante para
entender su funcion (ya que ésta depende de la secuencia de aminoacidos y de la
forma que adopte), sino también en el estudio de enfermedades genéticas. ES
posible que el origen de una enfermedad genética radique en una secuencia

anormal.

2) La estructura secundaria de las proteinas: Es el plegamiento que la
cadena polipeptidica adopta gracias a la formacion de puentes de hidrdgeno
entre los atomos que forman el enlace peptidico. Los puentes de hidrdgeno se

establecen entre los grupos -CO- y -NH- del enlace peptidico (el primero como
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aceptor de H, y el segundo como donador de H). De esta forma, la cadena
polipeptidica es capaz de adoptar conformaciones de menor energia libre, y por
tanto, mas estables

3) Estructura terciaria: Se llama estructura terciaria a la disposicién
tridimensional de todos los atomos que componen la proteina, concepto
equiparable al de conformacién absoluta en otras moléculas. La estructura
terciaria de una proteina es la responsable directa de sus propiedades biologicas,
ya que la disposicion espacial de los distintos grupos funcionales determina su
interaccidn con los diversos ligandos. Para las proteinas que constan de una sola
cadena polipeptidica (carecen de estructura cuaternaria), la estructura terciaria es
la maxima informacion estructural que se puede obtener.

4) La estructura cuaternaria deriva de la conjuncion de varias cadenas
peptidicas que, asociadas, conforman un multimero, que posee propiedades
distintas a la de sus monémeros componentes.

La estructura cuaternaria modula la actividad bioldgica de la proteina y la
separaciéon de las subunidades a menudo conduce a la pérdida de funcionalidad.
Las fuerzas que mantienen unidas las distintas cadenas polipeptidicas son, en
lineas generales, las mismas que estabilizan la estructura terciaria. Las mas
abundantes son las interacciones débiles (hidrofébicas, polares, electrostaticas y
puentes de hidrégeno), aunque en algunos casos, como en las inmunoglobulinas,
la estructura cuaternaria se mantiene mediante puentes disulfuro. EI ensamblaje
de los mondmeros se realiza de forma espontanea, lo que indica que el
oligdbmero presenta un minimo de energia libre con respecto a los monomeros.

(Luque Guillén , 2009)
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2.8 Propiedades de las proteinas.

e Especificidad: La especificidad se refiere a su funcion; cada una lleva a cabo
una determinada funcion y lo realiza porque posee una determinada estructura
primaria y una conformacion espacial propia; por lo que un cambio en la estructura
de la proteina puede significar una pérdida de la funcion.

e Desnaturalizacion: Consiste en la pérdida de la estructura terciaria, por
romperse los puentes que forman dicha estructura. Todas las proteinas
desnaturalizadas tienen la misma conformacion, muy abierta y con una interaccion
méaxima con el disolvente, por lo que una proteina soluble en agua cuando se

desnaturaliza se hace insoluble en agua y precipita. (Lugue Guillén , 2009)

2.9 Serpientes y venenos.

En la actualidad se conocen cerca de 3000 especies de serpientes a nivel mundial, en
Colombia se han identificado cerca de 224 de las cuales 43 son venenosas. Por su forma de
vida las serpientes se clasifican en: excavadoras, terrestres, acudticas y arboricolas; se
considera que el 15% de las terrestres son venenosas. Las serpientes venenosas en
Colombia pertenecen a los géneros Bothrops, Crotalus, Lachesis, Micrurus y Pelamis; los
accidentes por envenenamiento ofidico son causados principalmente por los géneros

Bothrops (90%), Crotalus y Micrurus. (Patifio C, 2002)

Los venenos de las serpientes son las secreciones mas ricas en enzimas y toxinas
presentes en la naturaleza, estdn compuestos por una mezcla de moléculas tanto organicas
como inorganicas. En el caso de las serpientes vipéridas, las proteinas son las moléculas
mas estudiadas no s6lo por su gran abundancia en el veneno sino también por su alta

diversidad en acciones bioldgicas en el rol que cumplen en un envenenamiento. Los
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venenos de las serpientes presentan una composicion y actividades enzimaticas variables,
existiendo asi diferentes efectos locales y sistémicos no sélo entre distintas especies de la
misma familia, sino también diferencias intraespecificas entre poblaciones de distintas
zonas geograficas, por esto se requiere un tratamiento clinico diferente para cada caso. Los
envenenamientos por mordeduras de serpientes de la familia Viperidae, subfamilia
Crotalinae son caracterizados por prominentes alteraciones a nivel local; incluyendo
hemorragia, edema y necrosis, efectos que pueden resultar en secuelas permanentes,
desarrolldandose muy rapidamente después del envenenamiento. Estos no sélo son los
venenos mas complejos, en comparacion con los de los venenos de otras familias, sino
también contienen las proteinas de mayor peso molecular (Pirela de Salas, Lépez Jonsthon,

& Hernandez Rangel, 2006).

El accidente ofidico es la lesion resultante de la mordedura de una serpiente, en el caso
de ofidios venosos se puede producir inoculacién de veneno constituyéndose ademas en
ofidiotoxicosis. Anualmente en el mundo se presentan alrededor de 5.400.000 accidentes

ofidicos, de los cuales en el 50% se produce envenenamiento, y en 2,5%, la muerte.

Para Latinoamérica se estiman 150.000 accidentes ofidicos, y la muerte de 5.000
personas por esta causa. En Colombia, el accidente ofidico no estaba contemplado como un
evento de notificacion obligatoria hasta octubre de 2004, fecha a partir de la cual se
establecié como evento de interés en salud publica y hasta el afio 2007 se obtuvo una
notificacion de casos consistente. (Grupo de Enfermedades Transmisibles, Equipo de

zoonosis, 2014)

Para el afio 2016 el Instituto Nacional de Salud (INS) informo que el comportamiento del
accidente ofidico mantuvo los niveles pues en 2014 se presentaron 4.232 casos y durante el
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afio 2015 se notificaron un total de 4.201 casos. Los departamentos de Antioquia, Cérdoba,
Bolivar, Norte de Santander, Cesar, Meta, Chocd, Santander, Caqueta y Arauca, notificaron

el 61,4 % de estos. (RESOLUCION NUMERO 00001478, 2016)

En cuanto a las caracteristicas de los venenos, el producido por serpientes del género
Bothrops es proteolitico, coagulante, vasculotoxico y nefrotoxico, puede llevar a un cuadro
de coagulacién intravascular diseminada (CID) no inhibida por heparina y contiene
enzimas que producen necrosis hemorragica, y también produce colapso circulatorio por

inducir liberacion de bradicinina e histamina.

Por otro lado el veneno producido por las serpientes del género Crotalus es coagulante,
neurotdxico, miotdxico, nefrotdxico y vasculotoxico, posee accion neurotdxica que bloquea
la transmision presindptica neuromuscular y tiene accion hemolitica mediada por

fosfolipasa. (Munera Bohorquez, 2011).

Finalmente, para el caso del género Bothrocophias, se sabe que se encuentra restringido
a la porcién noroeste de América del Sur y se cuenta con muy poca informacion acerca de
la composicion del veneno. Los informes de envenenamiento por mordeduras de serpientes
del género Bothrocophias incluyen signos y sintomas locales tales como dolor intenso,
hinchazéon y necrosis, mientras que los efectos sistémicos incluyen coagulopatias,

hemorragias, hematuria, trombosi y choque hipovolémico. (Salazar, y otros, 2014).

Hasta la fecha se reconoce solo al antiveneno ofidico como el Unico tratamiento valido
clinica y cientificamente comprobado contra las mordeduras de serpientes, haciendo que su

produccién sea llevada a cabo siguiendo los méas rigurosos estandares de calidad.
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2.10 Sueros antiofidicos.

Los sueros antiofidicos son productos de origen bioldgico que se consiguen a partir de la
inyeccidn de pequefias dosis de veneno de la o las serpientes de las que se desea conseguir
el suero, en animales como cabras, ovejas 0 équidos, principalmente caballos, quienes
naturalmente son capaces de sobrevivir a el veneno y generar defensas. Luego de un tiempo
especifico donde el animal produce los anticuerpos necesarios, se les retira plasma y se
filtra con el fin de obtener las inmunoglobulinas especificas lo mas puras posible. Durante
el proceso de elaboracion, se decide si se desea fabricar un antiveneno especifico para cada
género (monovalente) o que sea efectivo para multiples géneros (polivalente). Hoy en dia
no se ha demostrado un beneficio superior al usar sueros antiofidicos monovalentes, es por
esto que en general se utiliza la presentacion polivalente, lo mas comun es suero antiofidico
polivalente liofilizado con inmunoglobina equina efectiva contra el envenenamiento
causado por las mordeduras de serpientes de la familia Viperidae de los géneros Bothrops

(talla x), Crotalus (cascabel) y Lachesis (verrugoso) (Hurtado, Uréan, & Villa, 2013)

El suero polivalente se produce mediante la inmunizacion activa de caballos adultos
sanos con una mezcla de partes iguales de los venenos de las serpientes de las que se desea
conseguir el suero, El esquema de inmunizacion para caballos que no han sido inoculados
con veneno se bhasa en inoculaciones subcutadneas de estos venenos, en cantidades
crecientes, mezclados con coadyuvantes de Freund o alginato de sodio, con intervalos de 10
dias entre las dosis, durante cuatro meses, mientras que para caballos que ya han sido
inmunizados y sangrados previamente, una sola dosis de refuerzo de 30 o 50 mg es
suficiente para inducir una nueva respuesta inmune. La respuesta inmune llega a su punto

mas alto entre 100 y 130 dias después de iniciada la inmunizacién, descendiendo luego.
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Esto implica que se debe seguir detenidamente el desarrollo del titulo de anticuerpos
neutralizantes para detectar su momento Optimo y efectuar la sangria. Una vez que se
demuestra que un grupo de caballos ha desarrollado un titulo satisfactorio de anticuerpos
neutralizantes, se efectla la sangria de produccién. Este titulo minimo aceptable es de 3 mg
de veneno de Bothrops asper neutralizados por 1 ml de suero. El fraccionamiento posterior
del plasma equino se lleva a cabo mediante precipitacion de las inmunoglobulinas por
adicion de sulfato de amonio. Una vez producido el suero, se efectta un control de calidad

siguiendo estipulaciones internacionales. (Gutiérrez, y otros, 2009)

En Colombia las condiciones necesarias para producir los sueros antiofidicos estan dadas
por el “Decreto 1375 DE 2014” del Ministerio de Salud y Proteccion Social. Los requisitos

sanitarios para la fabricacién de sueros antiofidicos en el pais son:

e Cumplir con las especificaciones de calidad establecidas en las
farmacopeas oficialmente aceptadas en el pais.

e Tener un sistema de calidad que comprenda los procedimientos
actualizados para el manejo de los procesos para el almacenamiento de
materias primas, materiales y productos terminados, produccién, control
de calidad y garantia de la calidad.

e Contar con instalaciones y equipos necesarios para realizar los
procesos de fabricacion, envase y acondicionamiento de los productos
terminados.

e Realizar los correspondientes analisis fisicoquimicos,

microbiologicos y bioldgicos.
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e Contar con personal calificado y suficiente para la fabricacion y el
control de calidad del producto terminado.

e Presentar para la respectiva liberacion de lotes, el protocolo
resumido de produccion, de conformidad con el procedimiento definido
por el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos,
INVIMA

e Implementar un seguimiento activo de las reacciones adversas gque se
puedan presentar por el uso de los sueros antiofidicos (DECRETO

NUMERO 1375, 2014)

Sin embrago el Ministerio de Salud y Proteccion Social mediante el Decreto nimero 821
del 16 de mayo de 2017 establece el reglamento técnico de emergencia para la obtencion
del registro sanitario de antivenenos y se adopta la Guia de Buenas Practicas de
Manufactura para su fabricacion, en el cual y segun el numeral 23. Control de calidad,
indaga sobre los procedimientos especificos de los lotes de veneno (numeral 23.21) con la
pregunta ¢ Cuentan con los procedimientos y registran los controles de calidad especificos a
los lotes de veveno como: concentracion de proteina, evaluacion de la actividad
bioquimica, actividad bioldgica, perfiles de corrida SDS-PAGE o perfiles de
cromatograficos de tamafio o exclusion molecular, entre otros? (DECRETO NUMERO

821, 2017)

Internacionalmente los parametros para tener en cuenta para la elaboracion de los
antivenenos son dados por la Organizacion Mundial de la Salud en el libro “WHO
Guidelines for the Production, Control and Regulation of Snake Antivenom

Immunoglobulins” (Organaizaciéon Mundial de la Salud, 2010), de acuerdo a esta los

-24-



venenos utilizados para la fabricacion de antivenenos deben ser representativos de la
poblacién de serpientes que viven en la zona donde se va a usar el antiveneno. Para tener en
cuenta la variabilidad en la composicion del veneno de una especie individual, es
imperativo que el veneno de un nimero adecuado de serpientes (generalmente no menos de
20-50 especimenes) de la misma ubicacién geografica debe ser recogido en conjunto. Una
preparacion similar puede utilizarse como un estandar nacional de venenos para la
evaluacion de la potencia de los antivenenos y para realizar pruebas preclinicas de
antivenenos, con el fin de verificar que el antiveneno es adecuado para tratar

envenenamientos en la region de manera eficiente.

Los productores de veneno deben seguir rigurosamente las recomendaciones que se

enumeran a continuacién y proporcionar evidencia de cumplimiento en:

e Origen geogréfico y tamafio (y por lo tanto la edad aproximada) de cada
serpiente individual utilizada para la produccién de veneno.

e Detalles taxondmicos de cada serpiente utilizada.

e Aplicacion correcta de los documentos de la Convencidon sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas (CITES) en el caso de especies
amenazadas.

e Medidas cautelares para evitar la recogida de venenos de serpientes
enfermas.

e Identificacion individual de serpientes que contribuyen a cada lote de
veneno.

e Trazabilidad de cada lote de veneno.

También se recomienda encarecidamente cumplir con lo siguiente:
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e Raépida congelacion del veneno despues de la recoleccion.
e Liofilizacion del veneno para almacenamiento a largo plazo.

e  Confirmacion de la similitud lote a lote de veneno del mismo origen.

Ademas del certificado que menciona el nombre cientifico de las especies de serpientes
(y subespecies, si las hubiere), el origen geogréafico y el nimero de animales utilizados para
preparar el lote, asi como la fecha de recoleccion del veneno, se debe obtener informacion
bioquimica y biologica adicional para cada lote de veneno como evidencia de consistencia.

Esta informacion incluye analisis de:
Caracteristicas bioquimicas del veneno:

= Concentracion de proteinas.

= Iméagenes de electroforesis en gel de poliacrilamida de dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) (en condiciones reductoras y no reductoras).

= Perfiles cromatogréficos de exclusion de tamafios (por ejemplo,

cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)).
Actividades enzimaticas y toxicoldgicas de los venenos:
= Dosis letal media, LD50.

Si el productor de venenos no puede realizar estas determinaciones, puede ser
subcontratado o, alternativamente, dependiendo del acuerdo, el fabricante de antivenenos
puede realizar ensayos relevantes para confirmar el cumplimiento de las especificaciones

como parte del sistema de control de calidad. (Organaizacion Mundial de la Salud, 2010).

-26-



3. Justificacion.
El accidente ofidico es la lesion resultante de la mordedura de una serpiente, en el caso

de ofidios venosos se puede producir inoculacion de veneno constituyéndose ademas en
ofidiotoxicosis. Anualmente en el mundo se presentan alrededor de 5.400.000 accidentes
ofidicos, de los cuales en el 50% se produce envenenamiento, y en 2,5%, la muerte. Para
Latinoamérica se estiman 150.000 accidentes ofidicos, y la muerte de 5.000 personas por
esta causa. En Colombia, el accidente ofidico no estaba contemplado como un evento de
notificacién obligatoria hasta octubre de 2004, fecha a partir de la cual se establecié como
evento de interés en salud pablica y hasta el afio 2007 se obtuvo una notificacion de casos

consistente. (Grupo de Enfermedades Transmisibles, Equipo de zoonosis, 2014).

El Ministerio de Salud y Protecciobn Social ha identificado problemas de
desabastecimiento y de disponibilidad de sueros antiofidicos y antilonémicos frente a las
necesidades del pais, en particular en zonas apartadas o de dificil acceso y con dificultades
de comunicacion y, en razén a la situacion presentada, esa entidad expidio las Resoluciones
1300, 1301 Y 1302 de fecha 14 de abril de 2014, por medio de las cuales declaro, por el
término de doce (12) meses, la emergencia nacional (emergencia sanitaria). (DECRETO

NUMERO 1375, 2014)

Para el afio 2016 el Instituto Nacional de Salud — INS inform6 que el comportamiento
del accidente ofidico mantuvo los niveles pues en 2014 se presentaron 4.232 casos Yy
durante el afio 2015 se notificaron un total de 4.201 casos. Los departamentos de Antioquia,
Cordoba, Bolivar, Norte de Santander, Cesar, Meta, Choco, Santander, Caqueta y Arauca,
notificaron el 61,4 % de estos. Con respecto a las defunciones por esta causa, en el afio

2015, se notificaron 31 muertes que representan una tasa de mortalidad de 0,6 casos por
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1.000.000 de habitantes y una letalidad de 0,7 por 1.000.000 habitantes. (RESOLUCION

NUMERO 00001478, 2016)

Los venenos de las serpientes presentan una composicion y actividades enzimaticas
variables, existiendo asi diferencias importantes en las actividades enzimaticas y en los
efectos locales y sistémicos no solo entre distintas especies de la misma familia, sino
también diferencias intraespecificas entre poblaciones de distintas zonas geogréaficas, como
consecuencia, los venenos de las diferentes especies y entre individuos de la misma
especie, pero de distintas poblaciones, producen distintos efectos locales y sistémicos, por
lo que se requiere un tratamiento clinico diferente para cada caso. (Pirela de Salas, Lopez

Jonsthon, & Hernandez Rangel, 2006).

Esta variacion intraspecifica e individual del veneno se ha estudiado a través del tiempo
para una variedad de especies de serpientes debido a su gran relevancia desde el punto de
vista médico y bioldgico. Sin embargo, los mecanismos que guian la evolucién del veneno
de la serpiente y los factores que determinan su composicion siguen siendo un tema de

debate y contintan en gran parte desconocidos.

Clinicamente, los efectos causados por la mordedura de serpientes venenosas, se
clasifican en sistémicos y locales, los envenenamientos por mordeduras de serpientes de la
familia Viperidae, subfamilia Crotalinae son caracterizados por prominentes alteraciones a
nivel local; incluyendo hemorragia, edema y necrosis, efectos que pueden resultar en
secuelas permanentes, desarrollandose muy rapidamente después del envenenamiento. Los
venenos de esta familia son los mas complejos, y presentan las proteinas de mayor peso
molecular. De acuerdo con la OMS el antiveneno es el Gnico tratamiento desarrollado bajo
los criterios cientificos para atender de manera segura y eficaz un accidente ofidico, por
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ende se requiere del cumplimiento de las normas de Buenas Practica de Manufactura
(BPM), exigidas por la industria farmacéutica. (Pirela de Salas, Lopez Jonsthon, &

Hernandez Rangel, 2006).

La introduccién de un nuevo antiveneno para su uso en el tratamiento del
envenenamiento ofidico requiere de una validacion preclinica, la cual involucra, entre otros
andlisis, una demostracion de su eficacia neutralizante. La eficacia de un antiveneno se ha
establecido mediante la prueba de neutralizacion de la actividad letal de los venenos,
también denominada prueba de potencia. Sin embargo, estudios efectuados por diversos
grupos durante las ultimas décadas han demostrado que una evaluacién mas completa y
rigurosa de la capacidad neutralizante de los antivenenos debe basarse en el analisis de la
neutralizacion no sélo de la letalidad, sino ademas de otras actividades toxicoldgicas y una
caracterizacion e identificacion de las principales proteinas relevantes que participan en la

fisiopatologia de estos envenenamientos. (Instituto Clodomiro Picado, 2007).

Para la solucién de la problemética esbozada es fundamental el estudio de la
composicion de los venenos de serpiente, que son una mezcla compleja de péptidos,
enzimas, proteinas sin actividad enzimatica, azUcares, lipidos y trazas de algunos cationes.
Debido a esto, los analisis cuantitativos y de caracterizacién molecular mediante métodos
cromatograficos y electroforéticos del contenido proteico, a la par de los estudios de
actividades enzimaticas y actividades biolégicas, son fundamentales para aquellos venenos
que son considerados en la elaboracion de sueros antiofidicos o antivenenos ofidicos, como
materia prima (Mendoza, Vivas, Inga, Arbaiza, & Rodriguez, 2009). Y a la vez este tipo de
estudios que caracterizan la variedad de componentes de los venenos estimulan las

investigaciones dirigidas a la basqueda de agentes terapéuticos y moléculas modelo en los
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venenos, que puedan ser usadas en un futuro cercano como farmacos para el tratamiento de

diversas patologias.

4. Pregunta de Investigacion
¢Qué diferencias hay entre los perfiles proteicos de los venenos de serpientes de los
géneros Bothrops, Bothrocophias y Crotalus provenientes del valle del cauca Colombia

(fundacion zoologico de Cali)?
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5. Objetivos.

5.1 Objetivo General

e  Comparar el perfil proteico de venenos de serpientes de los géneros
Bothrops, Bothrocophias y Crotalus provenientes del valle del cauca Colombia
(fundacion zooldgico de Cali) mediante el uso de cromatografia liquida de alta
eficiencia, HPLC vy electroforesis.

5.2 Objetivos Especificos

e  Determinar el contenido proteico de venenos de serpientes de los géneros
Bothrops, Bothrocophias y Crotalus por cromatografia liquida de alta eficiencia,
HPLC vy electroforesis.

e  Analizar los perfiles proteicos de venenos de serpientes de los géneros
Bothrops y Crotalus por cromatografia liquida de alta eficiencia, HPLC vy
electroforesis.

e Comparar el perfil proteico contenido en venenos de serpientes de los
géneros Bothrops, Bothrocophias y Crotalus.

e Estimar el peso molecular de algunas proteinas de venenos de serpientes de

los géneros Bothrops, Bothrocophias y Crotalus.
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6. Meétodos.
6.1 Origen de los venenos.
Los venenos utilizados en los experimentos de este trabajo provienen de 5 individuos de
la Fundacion Zoologico de Cali, correspondientes a los géneros Bothrops sp (un individuo,
Macho), Bothrocophias sp (dos individuos, Hembras), y Crotalus sp (dos individuos

Hembras) todos provenientes en el departamento del Valle del Cauca, Colombia.

Las muestras de los venenos puros se pesaron, luego se liofilizaron y se disolvieron en un
volumen total de 1 ml de agua HPLC estéril y se conservaron a -80°C hasta su

procesamiento.

6.2 Cuantificacion contenido proteico

La determinacion del contenido proteico de los venenos de las serpientes se realizd
mediante espectrofotometria en el equipo Thermo Scientific Evolution 201 (Figura 3) y
Nanodrop®, en el equipo Thermo Scientific NanoDrop® 2000C Spectrophotometer
(Figura 4). Inicialmente se cuantifico el contenido proteico mediante cuantificacion directa
a 280nm, empleando el equipo Nanodrop®, el cual realiza una calibracion interna y una
correccion a (280/260), obteniendo asi un lectura directa de la concentracién, la ventaja
tecnoldgica del equipo esta en funcidén de emplear micro volimenes de muestra, mediante
las propiedad de la tensién superficial de gota formada.

Luego se emplearon métodos colorimétrico como son los métodos de Bradford, segun lo
establecido en el protocolo “Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit” de Thermo
Scientific y el método de Lowry siguiendo el protocolo del Laboratorio de Enzimas del
Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional. Para el calculo de las

concentraciones proteicas mediante los métodos de Bradford y Lowry se construyd una
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curva de calibracién correspondiente a cada método a partir de soluciones seriales de un
patrén de albumina sérica bovina (BSA) (“Albumin Standard 23209 Thermo Scientific”),
mientras que para la cuantificacion proteica mediante Nanodrop® esta se hizo por medicion

directa de la absorbancia a 280nm.

Figura 4. Thermo Scientific NanoDrop® 2000C Spectrophotometer.

Para el método de Lowry se prepar0 el reactivo correspondiente el cual esta formado por
3 soluciones. La solucion A con un volumen total de 500mL se preparé con Sodio potasio
tartrato 4H,O 700mM (Carlo Erba), Carbonato de sodio 0,81M (Merck) e Hidréxido de
sodio 1M (Carlo Erba), esto se mezcl6 y se aford a un volumen de 500ml. La solucion B se
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prepard con Sodio potasio tartrato 70mM (Carlo Erba), Carbonato de sodio 0,81M (Merck),
Sulfato de cobre 5H20 40mM (Merck), agua destilada e Hidroxido de sodio 1N, la mezcla
se agitd y aford a volumen de 500mL (Figura5). Por ultimo la solucion C se preparé justo
en el momento de medir la absorbancia de las muestras y patrones de BSA, esta consta de
una dilucion de reactivo de Folin ciocalteu en una relacion de 1 volumen de reactivo por 15

volimenes de agua.

Figura 5. Reactivos para preparar reactivo de Lowry (sodio potasio tartrato,

Carbonato de sodio, Sulfato de cobre, Hidréxido de sodio.

6.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida

La caracterizacion de los perfiles proteicos y la estimacion de los pesos moleculares de
las proteinas se realizd por el método de electroforesis en gel de poliacrilamida bajo
condiciones denaturantes segin el protocolo del libro “Protein Methods” (Bolag &

Edelstein, 1991).

Inicialmente se prepararon las siguientes soluciones Stock necesarias para luego realizar

las soluciones de trabajo.

e  Dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10% (w/v)

e Solucion TRIS-HCL 2M (pH 8,8
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e  Solucion TRIS-HCL 1M (pH 6,8
e  Glicerol al 50% (v/v)

e  Azul de bromofenol 1% (w/v)

A partir de las soluciones stock se prepararon estas soluciones de trabajo:

Solucion A, Acrilamida-Bisacrilamida 30% (w/v)
e Solucion B, Buffer gel de separacion

e Solucion C, Buffer gel de concentracion.

e  Buffer de electroforesis

e  Buffer para preparar las muestras

e  Persulfato de amonio 10%

e  Solucion de tefiido azul brillante de coomassie

e  Solucion destenido

Teniendo tanto las soluciones stock como las soluciones de trabajo se prepararon los

geles de concentracién y separacion para las 6 muestras de los venenos.

Se prepararon los geles de separacion al 8 y al 15% con base a la informacion
bibliografica en la cAmara electroforética, los geles de separacién al 8% contienen 2,7mL
de solucién A, 2,5mL de solucion B, 4,8mL de agua HPLC, 50uL de persulfato de amonio
al 10% y 10uL de TEMED, mientras que los del 15% se prepararon con 5mL de solucién
A, 2,5mL de solucion B, 2,5mL de agua HPLC, 50uL de persulfato de amonio al 10% y
10puL de TEMED para ambos geles el tiempo de polimerizacion fue de 30 minutos,

posteriormente se adiciond la solucion del gel de concentracion al 5% la cual se preparo
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con 2,3mL de agua HPLC, 0,67mL de solucion A, 1mL de solucién C, 30uL de persulfato

de amonio al 10% y 10uL de TEMED, y se dejé polimerizar por 30 minutos.

Para analizar muestras se tomaron 10uL y se le adicionaron 5uL de buffer carga, los
15pL de la mezcla de cada muestra y 5uL del marcador de peso molecular se sirvieron en
los pozos del gel de concentracion. Finalmente se establecié un flujo continuo de 100v en la

fuente de poder y se realizo la corrida electroforética por una hora.

Tras la corrida electroforética se retiraron los geles de los vidrios que conformaban la
camara electroforética se tifieron con la solucion de tefiido, la cual estd compuesta por
metanol, &cido acético glacial, agua y el colorante Coomasie blue R 250, esta solucién se
dejo actuar por 20 minutos, pasado este tiempo se descartd la solucion de tefiido y se
adiciond la solucion de destefiido la cual esta compuesta por metanol, &cido acético glacial
y agua, esta solucion se dejo por 40 minutos en agitacion, y por Gltimo se tomd registro

fotografico con el digitalizador de geles (“BIO RAD Gel Doc xr+”)

Figura 6. Digitalizador de geles BIO RAD Gel Doc xr+
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6.4 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Para la caracterizacion de los perfiles cromatograficos se siguié lo planteado por (Nufiez ,
y otros, 2009), y (Calvete, y otros, 2011). Se utilizé una columna Lichosper 100 RP C18,
de dimensiones 250X4 mm y poro de 5um. Y el cromatégrafo “UFLC SHIMADZU”

(Figura 7).

Figura 7. Equipo Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

Inicialmente se prepard la fase movil la cual estd formada por &cido trifluoroacético
(TFA) al 0,1% y acetonitrilo al 100%. Luego se llevd a cabo el acondicionamiento de la
columna durante una hora a un flujo de 0,2mL/min, tiempo en el cual se pas6 de las
concentraciones iniciales de acetonitrilo (50%), TFA (0%) y agua (50%), a las
concentraciones finales acetonitrilo (50%), TFA (50%) y agua (0%). Seguido a esto se dejo
estabilizar la columna por 44 minutos segun lo establecido en el manual de la misma y
finalmente se realiz6 el corrido de las muestras teniendo en cuenta la rampa de corrido
establecida por (Nufiez , y otros, 2009) y (Calvete, y otros, 2011) la cual consta en un
gradiente lineal de 0,1% de TFA en agua (solucion A) y acetonitrilo (solucion B) (5% de B
durante 10 min, seguido de 5-15% de B durante 20 min, 15 a 45% de B durante 120 min, y
45 a 70% de B durante 20 min.
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7. Resultados y Analisis.
La caracterizacion proteica de las cinco muestras de venenos de las serpientes de los

géneros Bothrops, Bothrocophias y Crotalus se llevo a cabo con un volumen total de 1mL
para cada muestra, a partir del cual se realizd la estandarizacion de cada método y
posteriormente se obtuvieron los resultados finales de cada prueba. Al tener tan poco
volumen de muestra y con concentraciones que iban desde los 22 hasta los 111mg/mL era
necesario manipular con mucho cuidado y lo menos posible las muestras para evitar su

degradacion.

7.1 Cuantificacion contenido proteico

Para la cuantificacién del contenido proteico inicialmente se pesaron las muestras en seco
tras ser liofilizadas, luego se disolvieron en 1mL de agua HPLC estéril para tener una
concentracion inicial. (Tabla 1) Posteriormente se realizé la cuantificacion mediante

Nanodrop® Yy espectrofotometria.

Muestra Peso seco Concentracion
(mg) (mg/mL)

Bothrocophias 111.4 111.4

sp

Bothrocophias 105.9 105.9

sp

Crotalus sp 78.1 78.1
Crotalus sp 22.1 22.1
Bothrops sp 71.4 71.4

Tabla 1. Valores peso en seco y concentracion inicial de las muestras de veneno
7.1.1 Cuantificacion contenido proteico mediante Nanodrop®.

La cuantificacion proteica mediante Nanodrop® se hizo por medicién directa de la
absorbancia a 280nm. A partir de alicuotas de 2uL de cada muestra de veneno. En la tabla 2
se observan los resultados de la cuantificacidn del contenido proteico mediante Nanodrop.
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Muestra Proteina
pg/mL | mg proteina | % Proteina
Crotalus sp 1 7266.8 56.68 72.57
Bothrocophias sp 2 | 9730.6 103.14 97.40
Bothrocophiassp 1 | 2979.8 33.08 29.69
Bothrops sp 612.8 441 6.18
Crotalus sp 2 1136.7 2.50 11.32

Tabla. 2 Valores cuantificacion proteica mediante Nanodrop®.
7.1.2 Método de Bradford.

La cuantificacion de proteinas mediante este método se realizd segun lo establecido
en el protocolo “Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit” de Thermo Scientific.
Inicialmente se realizaron diluciones del patrén de BSA con una concentracion de
2mg/ml utilizando solucidn salina como disolvente, para obtener concentraciones en un
rango de 125 a 2000ug/mL, tal y como se muestra en la tabla 3. La curva de
estandarizacion para este método (Figura 8), se obtuvo a partir de la medicion de la
absorbancia de cada una de las diluciones anteriormente mencionadas y con base a la
curva de estandarizacion se realizé la cuantificacion del contenido proteico de los

venenos de las 5 muestras como se observa en la tabla 4.

o Agua
Dilucién | [BSAJpg/ml | BSA (L) | jesiilada (uL)

A 2000 300 0

B 1500 375 125

c 1000 325 325

b 750 175pLgHumon 175

£ 500 325pLgHumon 325

c 250 325pLI(Ei|Iu0|on 325

s 125 325pL I(:illuuon 325

Tabla 3. Preparacion de diluciones estandar de BSA [2mg/mL], ensayo de Bradford.
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CURVA ESTANDARIZACION METODO DE

BRADFORD
1,5 y =0,0006x + 0,1948
t R2=0,9357 _..:
c
a 1
Lo
0
= @ ABS 595nm
£ 0,5
2w e Lineal (ABS 595nm)
2
-g 0
0 500 1000 1500 2000 2500
BSA

Figura 8. Curva estandarizacién Método de Bradford

Proteina
Muestra pg/mL mg proteina Proteina %
Crotalus sp 1 2284.33 1.75 2.24
Bothrocophias sp 2 2385.17 1.82 1.72
Bothrocophias sp 1 2072.67 1.59 1.42
Bothrops sp 438.50 0.34 0.47
Crotalus sp 2 214.33 0.16 0.74

Tabla. 4 Valores cuantificacion proteica mediante el método de Bradford.

7.1.3 Método de Lowry

La cuantificacion de proteinas mediante este método se realizé segun el protocolo del
Laboratorio de Enzimas del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional. Se
realizaron diluciones del patrén de BSA con una concentracion de 2mg/ml para obtener
concentraciones en un rango de 0,05mg/mL hasta 0,3mg/mL, las cuales se observan en la
tabla 5. La curva de estandarizacion para el método de Lowry (Figura 8), se obtuvo a partir
de la medicidn de la absorbancia de cada una de las diluciones presentes en la tabla 5, y a
partir de los resultados de la curva de estandarizacion se realiz6 la cuantificacion del

contenido proteico de los venenos de las 5 muestras como se observa en la tabla 6.
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Dilucién | [BSA] mg/ml| BSA (uL) Agua(ﬂtla_s)t|lada
B 0.1 50 450
D 0,2 100 400
E 03 150 350

Tabla 5. Preparacion de diluciones estandar de BSA [2mg/mL] ensayo de Lowry

CURVA ESTANDARIZACION ENSAYO DE LOWRY

0,9 y = 2,5422x +0,0951
0,8 R*=0,9817
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

=g Absorbancia 650 nm

Lineal (Absorbancia 650 nm)

ABSORBANCIA (650NM)

[BSA]

Figura 9. Curva de estandarizacion Método de Lowry.

Muestra Proteina ] )
pg/mL mg proteina Proteina %
Crotalus sp 1 518.02 0.65 0.83
Bothrocophias sp 2 708.99 0.89 0.84
Bothrocophias sp 1 411.22 0.51 0.46
Bothrops sp 25.33 0.03 0.04
Crotalus sp 2 48.74 0.06 0.28

Tabla. 6 Valores cuantificacion proteica mediante el método de Lowry.
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Los datos obtenidos tras la cuantificacion del contenido proteico presentan una
tendencia similar tanto para el método de Lowry como para la cuantificacion
mediante Nanodrop®, siendo la muestra 2 de Bothrocophias sp la que tiene un
mayor porcentaje de proteinas con un 97.40% para la cuantificacién por Nanodrop®
(Tabla 2) y 0,84% para el método de Lowry (Tabla 6), seguida de la muestra 1 de
Crotalus sp que presentd un contenido proteico del 72.57% para Nanodrop® (Tabla
2) y 0.83% para el método de Lowry (Tabla 6). Mientras que para el método de
Bradford se invirti6 el comportamiento la muestra 1 de Crotalus sp fue la que
presentd mayor contenido proteico con un 2.24% seguido de la muestra 2 de
Bothrocophias sp con 1,72%.

La muestra de Bothrops sp fue la que evidencié menor contenido proteico para
los tres métodos con valores de 6.18% para Nanodrop® (Tabla 2), 0.47% para el
método de Bradford (Tabla 4), y 0.04% para el método de Lowry.

Sin embargo hay que resaltar que estos tres métodos no son comparables debido
a que cada uno reacciona con diferentes grupos funcionales de ciertos aminoacidos
y por ende la sensibilidad y precision al momento de cuantificar las proteinas varia

en cada uno de los métodos.

7.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida y Cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC)

La estandarizacion de la electroforesis se realizd con muestras de venenos de los géneros
Bothrops, Bothrocophias y Crotalus, segun el protocolo del libro “Protein Methods” (Bolag

& Edelstein, 1991). Inicialmente se corrio un gel al 8% (Figura 10) con muestras de
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Bothrops y Crotalus y por altimo un gel del 15% (Figura 11) con las muestras de veneno de

los 3 géneros a analizar.

Posterior a la estandarizacion se corrieron nuevamente el gel del 8% (Figura 12) y por

altimo el del 15% (Figura 13).

Figura 10. Estandarizacion Perfil electroforético (SDS-PAGE, Gel de

poliacrilamida al 8%b.) de los venenos de serpientes Bothrops sp y Crotalus sp. Pozo 1
marcador de peso Molecular. Pozos 2, 4 y 6 muestras de veneno de Bothrops sp. Pozos

3, 5y 7 muestras de veneno de Crotalus sp.

Para el gel de estandarizacion del 8% (Figura 10), la mayoria de las proteinas presentaron
pesos moleculares entre 20 y 50 KDa. La muestra de Crotalus sp correspondiente al pozo 2
presentd 7 bandas de las cuales 4 tuvieron pesos moleculares entre los 20 y 50KDa, una por

arriba de este rango y dos por debajo de los 20 KDa, mientras que la muestra del pozo 6
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también correspondiente a Crotalus sp solo presentd 4 bandas y de estas solo una tuvo un

peso molecular mayor a lo 20KDa.

En relacion a las muestras de Bothrops sp la muestra del pozo 3 presenté 3 bandas la
primera con un peso molecular menor a 15 KDa y las otras dos con pesos moleculares de

20 y 30KDa correspondientemente.

1 3 4 5 6 8
;.1\1";.;\ — ". w ‘q , ”t
- w
— — .
\h‘ . o~
/‘/' \

Figura 11. Estandarizacion Perfil electroforético (SDS-PAGE, Gel de
poliacrilamida al 15%0.) de los venenos de serpientes Bothrops sp, Bothrocophias sp y
Crotalus sp. Pozo 1 marcador de peso Molecular. Pozo 3y 4 muestras de veneno de
Bothrocophias sp, pozo 5 muestra de veneno de Bothrops sp pozos 6 y 8 muestras de

veneno de Crotalus sp.

De igual forma para el gel de estandarizacion del 15% (Figura 11), la mayoria de las
proteinas presentaron pesos moleculares entre 20 y 50 KDa. Las muestras de

Bothrocophias sp correspondientes a los pozos 3 y 4 presentaron 4 bandas de las cuales 3
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tuvieron pesos moleculares entre los 20 y 50KDa, y una banda present6 peso molecular por

arriba de este rango entre los 70 y 80KDa.

En relacion a la muestra de Bothrops sp presentd 3 bandas las dos primeras con pesos
moleculares de 20 y 50 KDa correspondientemente y la tltima con un peso molecular entre

los 70 y 80KDa.

Por ultimo las muestras de Crotalus sp correspondientes a los pozos 6y 8 presentaron las
mismas 4 bandas de las muestras de Bothrocophias sp, las tres primeras bandas con pesos

moleculares entre los 20 y 50KDa y la tltima con un peso molecular entre los 70 y 80KDa.

Marcador
1 2 5 6
10 PM
T Mz
— 0
— 12
L — 00
'/— e
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——_— | — »
| . | — =
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Figura 12. Perfil electroforético (SDS-PAGE, Gel de poliacrilamida al 8%.) de los
venenos de serpientes Bothrops sp, Bothrocophias sp y Crotalus sp. Pozos 1y 2
muestras de veneno de Bothrocophias sp, pozo 5 muestra de veneno de Crotalus sp

pozo 6 muestra de veneno de Bothrops sp, pozo 10 Marcador de peso Molecular

- 46 -



Para la electroforesis con el gel de separacién del 8% (Figura 12), se obtuvieron
proteinas entre los 10 y los 50KDa, la mayoria de estas agrupadas entre los 10 y los 25KDa.
En el caso de la muestra de Bothrocophias sp correspondientes al pozo 1 se evidenciaron
cinco bandas de las cuales cuatro estan entre los 15 y 25KDa, una de estas bandas solo se
encontrd en esta muestra y presentd un peso molecular de 20KDa, mientras que la quinta
banda present6 un peso molecular de 50KDa. La muestra de Crotalus sp present6 5 bandas
la primera con peso molecular de 10KDa, posteriormente 3 bandas con pesos moleculares
de 10 a 15KDa, 15 KDa y de 15 a 20KDa correspondientemente y por ultimo la quinta
banda presentd un peso molecular de 50KDa. Mientras que la muestra de Bothrops sp solo
presentd una banda con un peso molecular entre los 15 y 20KDa. En comun las cinco

muestras analizadas presentaron bandas con peso molecular de 15 y 50KDa.

1 2 3 4 5 9 10

Figura 13. Perfil electroforético (SDS-PAGE, Gel de poliacrilamida al 15%.) de los
venenos de serpientes Bothrops sp, Bothrocophias sp y Crotalus sp. Pozos 1y 2
muestras de veneno de Bothrocophias sp, pozo 3y 4 muestras de veneno de Crotalus sp,

pozo 5 muestra de veneno de Bothrops sp, pozos 9 y 10 marcador de peso Molecular.
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Por ultimo para la electroforesis con el gel de separacion del 15% (Figura 13), se
obtuvieron proteinas entre los 15 y los 190KDa, la mayoria de estas agrupadas entre los 15
y los 50KDa. Siendo comunes para las 5 muestras analizadas las bandas de los pesos
moleculares 20, 25 y 40 KDa Para las muestras de Bothrocophias sp se evidenciaron siete
bandas en comun para las dos muestras analizadas, estas se encuentran en la region
comprendida entre los 15 y los 80KDa Sin embargo en la muestra de Bothrocophias sp
correspondiente al pozo 2 se evidenciaron 4 bandas con pesos moleculares entre los 125 y
los 190KDa mientras que para la muestra del pozo 1 solo se separd una banda con peso

molecular similar a las de la muestra del pozo 2.

Para las muestras de Crotalus sp se separaron proteinas con pesos moleculares entre 15y
50KDa, evidenciando 7 bandas, de las cuales la banda con peso molecular de 15KDa solo
se observo en la muestra del pozo 4, mientras que las otras 6 bandas se encuentran en las 2
muestras, las tres primeras bandas presentaron pesos moleculares de 20, 25 y 40KDa

correspondientemente y las siguientes se agrupan en la regién entre los 40 y 50KDa.

Por ultimo la muestra de Bothrops sp presentd seis bandas, las tres primeras con peso
molecular de 15, 25 y 40KDa correspondientemente y las tres Gltimas con peso molecular

entre los 40 y 50KDa.

El otro método que se utilizé para la separacion e identificacion de las proteinas fue la
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Inicialmente se realizé la estandarizacion
de este método analizando los perfiles de 3 muestras de venenos de los géneros Lachesis,
Bothrops y Crotalus por medio de cromatografia liquida (HPLC), utilizando una columna
Lichosper 100 RP c18, de dimensiones 250X4 mm y poro de 5um el corrido de las
muestras se llevo a cabo teniendo en cuenta la rampa de corrido establecida por (Nufiez , y
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otros, 2009) y (Calvete, y otros, 2011) Posteriormente teniendo en cuenta la estandarizacion

del método se analizaron los perfiles de 5 muestras de venenos correspondientes 2 al género

Bothrocophias sp, 2 muestras a Crotalus sp, y una a Bothrops sp.

Bothrops
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Figura 14. Cromatograma Fragmento 0-5. A. Muestra Bothrops sp. B. Muestra

Crotalus sp. C. Muestra Lachesis sp

En la fraccion de 0-5 minutos fue en la que se obtuvo un mayor nimero de picos
indicando una mayor concentracion proteica en las 3 muestras (Figura 14), sin embargo en
la muestra correspondiente a Bothrops sp no hay una total separacion de los picos
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obtenidos, mientras que para las muestras de Crotalus sp y Lachesis sp los picos obtenidos
entre los minutos 2 y 4 presentan un comportamiento similar aunque en la muestra de
Lachesis sp el pico que va de 2,7 a 3,1 minutos presenta la mayor altura. Y también se
resalta que entre el minuto 0 a 1 hay grupo de picos que solo se presentan en la muestra de

Crotalus sp. (Figura 14).
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Figura 15. Cromatograma Fragmento 20-50 A. Muestra Bothrops sp. B. Muestra

Crotalus sp. C. Muestra Lachesis sp.

En la fraccion comprendida entre 20-50 minutos solo se obtuvieron picos en las muestras

de Crotalus sp y Lachesis sp principalmente los que se encuentran entre los minutos 34 y
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37 los cuales presentan la mayor concentracion proteica para esta fraccion. Y en el caso de

la muestra de Crotalus sp hay un pico en el minuto 30 que solo se ve en esta muestra

(Figura 15).
A
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Figura 16. Cromatograma Fragmento 60-105. A. Muestra Bothrops sp. B. Muestra

Crotalus sp. C. Muestra Lachesis sp.
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Para la fraccion entre el minuto 60 al 105 se obtuvieron dos picos para las muestras de
Crotalus sp y Lachesis sp. De estos cuatro picos solo uno esta bien definido y es de
Lachesis sp entre el minuto 60 y 65, mientras que el pico que se observa en esta muestra
entre el minuto 85 y 90 no esta bien definido al igual que los picos de la muestra de

Crotalus sp que se obtuvieron en los mismos rangos de tiempo (Figura 16).
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C Lachesis
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Figura 17. Cromatograma Fragmento 125-160min. A. Muestra Bothrops sp. B.

Muestra Crotalus sp. C. Muestra Lachesis sp.

En la Gltima fraccion de 125-160 minutos se obtuvieron dos picos bien definidos que
presentan alta concentracidn proteica estos se encuentran entre el minuto 148 a 153 en
especial el de la muestra de Crotalus sp que presenta la mayor area y altura de los dos picos
obtenidos. También se pueden ver dos picos en estas mismas muestras entre el minuto 125
y 130 pero estos no estan tan diferenciados y presentan una baja concentracién proteica.

(Figura 17).

Posteriormente teniendo en cuenta la estandarizacion del método se analizaron los
perfiles de 5 muestras de venenos correspondientes 2 al género Bothrocophias sp, 2

muestras a Crotalus sp, y una a Bothrops sp.
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Bothrocophias sp.
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Figura 18. Cromatograma veneno Bothrocophias sp. Muestra 1 Fragmento 0-5
minutos.
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Figura 19. Cromatograma veneno Bothrocophias sp. Muestra 2 Fragmento 0-5

minutos.
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Crotalus sp.
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Figura 20. Cromatograma veneno Crotalus sp. Muestra 1 Fragmento 0-5 minutos.
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Figura 21. Cromatograma veneno Crotalus sp. Muestra 2 Fragmento 0-5 minutos.
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Figura 22. Cromatograma veneno Bothrops sp. Fragmento 0-5 minutos.

En la fraccion de 0-5 minutos se obtuvo un bajo numero de picos indicando una menor
concentracion proteica en las cinco muestras, tanto para las dos muestras de Bothrocophias
sp y la primer muestra de Crotalus sp (Figuras 18 a 20), los picos obtenidos entre los
minutos 1.5 y 4 presentan un comportamiento similar con picos poco marcados y de baja
concentracion, aunque en la muestra 2 de Bothrocophias sp el pico que va del minuto 1.6
al 1.9 esta marcado en relacion a las otras dos muestras de comportamiento similar. Sin
embargo en las muestras correspondientes a Bothrops sp y la segunda muestra de Crotalus
sp no hay una total separacion de los picos obtenidos, se resalta que entre el minuto 2.5 al
2.7 se encuentran los picos de mayor concentracion tanto en la muestra 2 de Crotalus sp
siendo este el mayor de las 5 muestras para esta primera fraccion (Figura 21), seguido del

obtenido para Bothrops sp (Figura 22).

Bothrocophias sp.
Surormary{ Comgponnd)
WENEROS CALID03 Ied
uv e PDA Mk 1
o
"y
200004
-
b
=
L0000
I".é
g2 8 g 4 g z
o i ﬁ Jﬂl\ E'-. 3 ';u'
Fa¥ o P Py D
i
T T 7 T T L L | 7 L B A N B B A L R
200 ns 50 173 300 3235 350 373 40.0 423 450 473 300
min

Figura 23. Cromatograma veneno Bothrocophias sp. Muestra 1 Fragmento 20-50

minutos
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Bothrocophias sp.
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Figura 24. Cromatograma veneno Bothrocophias sp. Muestra 2 Fragmento 20-50
Minutos.
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Figura 25. Cromatograma veneno Crotalus sp. Muestra 1 Fragmento 20-50 minutos.
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Figura 26. Cromatograma veneno Crotalus sp. Muestra 2 Fragmento 20-50 minutos.
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Figura 27. Cromatograma veneno Bothrops sp. Fragmento 20-50 minutos

En la fraccion comprendida entre 20-50 minutos se obtuvieron picos en las 5 muestras

analizadas principalmente los picos se encontraron entre los minutos 35 al 40 los cuales

presentan la mayor concentracion proteica para esta fraccion (Figuras 23 a 27), sin embargo

en la muestra 2 de Crotalus sp (figura 26), los picos obtenidos entre estos minutos son los

unicos presentes en esta muestra para esta fraccion, estdn poco definidos y son de baja

concentracion en relacién a las otras 4 muestras. Y en el caso de la muestra de Bothrops sp
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hay un pico en el minuto 25.5 (Figura 27), que esta totalmente diferenciado en comparacion
a las muestra de Bothrocophias sp y la muestra 1 de Crotalus sp en las cuales este pico no

se diferencia bien (Figuras 23 a 25).
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Figura 28. Cromatograma veneno Bothrocophias sp. Muestra 1 Fragmento 90-110

minutos
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Figura 29. Cromatograma veneno Bothrocophias sp. Muestra 2 Fragmento 90-110

minutos.
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Crotalus sp.
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Figura 30. Cromatograma veneno Crotalus sp. Muestra 1 Fragmento 90-110
minutos
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Figura 31. Cromatograma veneno Crotalus sp. Muestra 2 Fragmento 90-110

minutos.
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Bothrops sp.

Smrmrmary| Comrponnd)
VENENOS CALT004 1ed
uv FDA Nt
2300+
i
T T T T T !
200 92 B30 975 100.0 1025 1050 1075 1100

Figura 32. Cromatograma veneno Bothrops sp. Fragmento 90-110 minutos

Para la fraccion entre el minuto 90 al 110 se obtuvieron dos picos para las muestras de
Bothrocophias sp (Figuras 28 y 29). El primero de estos picos se observo ente el minuto 98
y el minuto 100, este pico también se obtuvo para la muestra de Bothrops sp pero este
presenta una concentracion muy baja en relacion a los picos correspondientes a las
muestras de Bothrocophias sp, mientras que los otros picos son los de mayor concentracion
y solo se obtuvieron en las muestras de Bothrocophias sp entre los minutos 102 y 108
(Figuras 28 y 29). En cuanto a las muestras de Crotalus sp solo se observé un pico presente

en la muestra 1 (Figura 30) entre los minutos 100 y 102.
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Bothrocophias sp.
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Figura 33. Cromatograma veneno Bothrocophias sp. Muestra 1 Fragmento 115-160

minutos
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Figura 34. Cromatograma veneno Bothrocophias sp. Muestra 2 Fragmento 115-160

minutos.
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Crotalus sp.
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Figura 35. Cromatograma veneno Crotalus sp. Muestra 1 Fragmento 115-160

minutos.
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Figura 36. Cromatograma veneno Crotalus sp.

minutos.

-63-

—
150

—
155

T
1m0 175

Muestra 2 Fragmento 115-175



Bothrops sp.
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Figura 37. Cromatograma veneno Bothrops sp. Fragmento 115-175 minutos.

En la ultima fraccion de 115-175 minutos se obtuvieron tres picos bien definidos en
comparacion a lo demas presentes en los cromatogramas, estos picos presentan baja
concentracion proteica y se encuentran entre el minuto 117 y 123 en las muestras de
Bothrocophias sp (Figuras 33y 34), y en la muestra 1 de Crotalus sp que presenta la mayor
area y altura de los tres picos obtenidos (Figura 35). También se pueden ver picos en las 5
muestras ente el minuto 150 y 160 pero estos no estan tan diferenciados y presentan una
concentracion proteica aun mas baja que los picos anteriormente mencionados. (Figuras 33

a 37).

La caracterizacion de los venenos de las serpientes de los géneros Bothrocophias sp,
Bothrops sp y Crotalus sp se realizo a partir del veneno puro sin ser previamente
fraccionado tanto para la cromatografia como para la electroforesis obteniendo los perfiles
tanto cromatograficos como electroforéticos del total del veneno de cada una de las

muestras.
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Para las cuatro corridas electroforéticas la mayoria de bandas que se obtuvieron
presentan pesos moleculares entre los 15 y 50KDa, estos resultados son similares a los
obtenidos en los trabajos realizados por Nufiez y colaboradores en 2009, en el cual la
mayoria de las bandas obtenidas para el veneno de Bothrops atrox van de los 31 a los
55KDa (Nufiez , y otros, 2009), los resultados también concuerdan con lo obtenido por
Calvete y colaboradores en 2011 para los venenos de Bothrops atrox de Colombia
(Magdalena Medio) para este veneno la mayoria de bandas tienen pesos moleculares entre
los 14.4 y los 31KDa, mientras que para el veneno de Bothrops atrox de Venezuela los
pesos moleculares de la mayoria de bandas se encuentran entre los 31 y 55KDa (Calvete, y
otros, 2011). Del mismo los resultados obtenidos se asemejan a lo reportado por Castro y
colaboradores en 2013 para el veneno de Crotalus simus culminatus, para este veneno la

mayoria de las proteinas separadas presentaron pesos moleculares entre 16 y 47KDa.

Por ultimo las proteinas separadas que presentaron pesos moleculares entre los 14 y
16KDa coinciden con los resultados obtenidos por Lozano en 2014, quién obtuvo bandas
en posiciones similares correspondientes a los venenos de Crotalus durissus, Bothrops
asper, y Bothrocophias myersi, estas bandas coinciden con el marcador de peso molecular
de 14kDa evidenciando la presencia de PLA2 en los venenos de ese trabajo (Lozano
Gonzélez, 2014), lo anterior sugiere la presencia de esta enzima en los venenos de los tres
géneros de serpientes analizados , sin embargo para confirmar la presencia de estas enzimas
es necesario realizar la medicion de actividades biol6gicas obteniendo asi una

caracterizacion completa de los diferentes componentes de los venenos.

Por otra parte en los perfiles cromatograficos en las fracciones 0-5 minutos y del minuto

20 al 50 fueron las que mayor nimero de picos presentaron con 34 y 44 respectivamente,
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mientras que la fraccion del minuto 115 al 175 present6 25 picos de concentracion. Hay que
tener en cuenta que al trabajar con el veneno puro la separacion de las proteinas es mas

compleja y por ende no se obtiene una optima resolucion de los picos de concentracion.

Teniendo en cuenta la rampa de corrida para los cromatogramas, las proteinas separadas
en las fracciones del minuto 0 al 5 y entre los minutos 20 al 50 son mas polares ya que estas
son mas afines por la fase maévil en la que hay un mayor porcentaje de agua que de
acetonitrilo, teniendo un 5% de acetonitrilo para la fraccion de Oa 5 minutos y del 10 al
18% para la fraccion de 20 a 50 minutos. Mientras que en la fraccion del minuto 115 al 175
las proteinas separadas son menos polares y por ende mas afines a la porcion de la fase
movil que presenta un porcentaje entre el 40 y 70% de acetonitrilo en comparacion a las

otras dos fracciones.

En los cromatogramas de las dos muestras de Bothrocophias sp se encuentran una serie
de picos similares para las 4 fracciones analizadas, en la fraccion de 0 a 5 minutos
especificamente entre el minuto 1.7 y 2.7 siendo el pico del minuto 1.737 de la muestra 2
de Bothrocophias sp el de mayor concentracion, entre el minuto 4 y 4.5 también hay un
pico en comun para las muestras de este género. De igual forma en la fraccion comprendida
del minuto 20 al 50 hay 9 picos comunes para las muestras de Bothrocophias sp, estos
corresponden a los minutos 23, 25, 30, 35.5 y 36 a 37 el cual es el de mayor concentracion,
seguido del pico obtenido en el minuto 38, y los otros 3 picos se encontraron en los minutos
39, 41 y 48 respectivamente. En la fraccion del minuto 90 al minuto 110 se obtuvieron 2
picos comunes para este género y uno que solo se presento en la muestra 1, los picos
comunes se encuentran entre el minuto 98 y el minuto 100 el primero y el segundo entre el

minuto 102 al 110, siendo este el de mayor concentracion en especial para la muestra 1 de
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Bothrocophias sp, mientras que solo en la muestra 2 se observd un pico de baja
concentracion al minuto 97. La ultima fraccion va desde el minuto 115 al 160, en esta se
observa un pico comun para las dos muestras de Bothrocophias sp presente en el minuto
120, mientras que en los minutos 144 a 160 se observan una serie de picos en las dos

muestras pero la resolucion de estos no es ptima.

Los cromatogramas de las muestras de veneno de Crotalus sp para la fraccion del minuto
0 al 5 evidenciaron entre el minuto 1.7 al 3 hay una serie de picos similares para ambas
muestras siendo los picos del minuto 2 y 2.9 los de mayor concentracién para la muestra 1
y los del minutos 2.3 y 2.6 los de mayor concentracion para la segunda muestra, mientras
que en el minuto 3.9 se obtuvo un pico que solo esta presente en la muestra 1. Para la
fraccion entre los minutos 20 y 50 solo se encontrd un pico comun para las dos muestras en
el minuto 35 y el cual es de mayor concentracion para la muestra 1, en esta muestra hay un
total de 15 picos mientras que en la muestra 2 solo se observan dos picos. En la fraccion del
minuto 90 al 110 solo se observaron picos de concentracion para la muestra 1 estos
corresponden al minuto 100 y 104 de los cuales el del minuto 100 es el de mayor
concentracion. En la dltima fraccion comprendida entre los minutos 115 a 175 no se
obtuvieron picos en comun para las dos muestras de Crotalus sp, en el cromatograma de la
muestra 1 se obtuvieron picos desde el minuto 120 hasta el minuto 154, siendo este ultimo
el de mayor concentracion para ambas muestras, mientras que en el cromatograma de la

muestra 2 los picos se encontraron a partir del minuto 160 hasta el 170.

Por ultimo en los cromatogramas para la muestra de Bothrops sp, en la fraccion de 0 a 5
minutos se obtuvieron 6 picos siendo el presente en el minuto 2,6 el de mayor

concentracion para esta fraccion, entre el minuto 20 y 50 se pudieron observar 6 picos
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siendo el de mayor concentracion el del minuto 36, en la fraccion del minuto 90 al 110 solo
se obtuvo un pico en el minuto 100, y finalmente en la fraccion de los 115 a los 175
minutos se evidenciaron 2 picos uno en el minuto 160 y que es el de mayor concentracion y

el dltimo en el minuto 170.

Los picos comunes para las 5 muestras correspondientes a los 3 géneros se encuentran en
los minutos 1.7 y 2.6 para la fraccion de 0 a 5 minutos, siendo el correspondiente al minuto
2, 6 de la muestra 2 de Crotalus sp el de mayor concentracion para las 5 muestras, con
respecto a la fraccion del minuto 20 al 50, hay un pico en comdn para las 5 muestras que se
observo al minuto 35 de todos los cromatogramas, de estos cinco picos el evidenciado en la
muestra 1 de Crotalus sp es el de mayor concentracion, para las 2 muestras de
Bothrocophias sp, la muestra 1 de Crotalus sp y la muestra de Bothrops sp hay un pico
comdn en el minuto 36 el cual es de mayor concentracion para las muestras de

Bothrocophias sp.

Por otro lado en la fraccién del minuto 90 al 110 se observaron picos comunes en el
minuto 100 para la muestra de Bothrops sp y la muestra 1 de Crotalus sp mientras que un
pico similar se observa en el minuto 98 de los cromatogramas de las muestras de
Bothrocophias sp, al igual que en el minuto 105 hay un pico comun para las 2 muestras de
Bothrocophias sp y la muestra 1 de Crotalus sp de los cuales es el correspondiente a la
muestra 1 de Bothrocophias sp es el de mayor concentracion para esta fraccion analizada.
Por ultimo entre los minutos 115 y 175 de los cromatogramas se obtuvieron picos comunes
en los minutos 120 y 155 para las muestras de Bothrocophias sp y la muestra 1 de Crotalus
sp siendo esta ultima muestra la que presenta el pico con mayor concentracion de las 3, al

igual se obtuvieron picos comunes para la muestra de Bothrops sp y la muestra 2 de
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Crotalus sp en los minutos 160 y 170 de los cuales el de la muestra 2 de Crotalus sp es el

de mayor concentracion mientras que los picos del minuto 170 no presentan una resolucion

Optima.

8. Conclusiones
La muestra 2 del género Bothrocophias es la que presenta mayor porcentaje de

proteina.
El veneno proveniente de las serpientes del género Bothrocophias es el que presentd
proteinas con mayor peso molecular evidenciadas en la electroforesis con bandas de
hasta 190K Da.
Las proteinas mas representativas de los venenos de las serpientes pertenecientes a
la familia Viperidae presentan pesos moleculares de 15 20 y 50KDa, y también se
encuentran proteinas altamente polares separadas en los minutos 1.7 y 2.6 y una
proteina medianamente polar en el minuto 35 de los cromatogramas analizados, de
manera que se requiere los ensayos de actividades bioldgicas con el fin de
establecer como criterio de control de calidad de la materia prima ( venenos), para
la produccion de sueros antiofidicos.

9. Recomendaciones
Realizar el fraccionamiento de las proteinas mediante cromatografia de exclusion de
masas y colectar fracciones de importancia para analizar mediante electroforesis
para tener una caracterizacion bioguimica mas especifica de las proteinas presentes

en los venenos.
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Realizar pruebas de actividades biologicas para los venenos teniendo asi una
caracterizacion tanto bioquimica como biologica de los venenos, de manera que se
establezca la correlacion entre entra estas variables.

Tener mucho cuidado y utilizar los elementos de seguridad y de trabajo adecuados

para la correcta manipulacion de las muestras.
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