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I. RESUMEN

El envenenamiento por mordedura de serpiente es un problema médico grave en diferentes
areas del mundo. En América Latina, la mayor prevalencia se debe a las serpientes de la
familia Viperidae, donde se incluyen las serpientes de cascabel (Crotalus). Estos venenos
producen veneno hemotdxico que causa sangrado, degradacion de los tejidos y necrosis.
Cada veneno presenta varias actividades enzimaticas, lo que hace que sus efectos clinicos
sean dificiles de estudiar, ademas, la comparacion entre las moléculas de veneno es dificil
cuando se usan diferentes técnicas y, por lo tanto, su identificacién/caracterizacion por la
misma metodologia es necesaria. En este trabajo, se realizo la caracterizacion bioquimica
de veneno de serpiente en cuanto a serin proteasas (SVSP), fosfolipasas A, (SVPLA;),
metaloproteasas (SVMP) y hialuronidasas (SVHA) de Crotalus aquilus (Ca), Crotalus
polystictus (Cp) y Crotalus molossus nigrescens (Cmn). Se observaron diferencias en el
patrén de proteinas, el contenido de enzimas y las actividades enzimaticas. Todos los
venenos mostraron una alta actividad de SVPLA2, SVSP de alto peso molecular y una
amplia variedad de formas de SVMP y SVHA. Ca y Cp mostraron las actividades
enzimaticas mas altas de SVMP y SVSP tipo tripsina y quimotripsina, mientras que Cmn
mostrd la mayor actividad de la SVHA y SVPLA,, similar a Ca. Todos los venenos
mostraron péptidos con una masa molecular similar a la de las miotoxinas tipo crotamina.
No se cuenta con informacion previa sobre la caracterizacion de veneno de C. aquilus y no
existen analisis previos que incluyan estas cuatro familias de proteinas en estos venenos de

Crotalus.
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II. SUMMARY

Snakebite envenoming is a serious medical problem in different areas of the world. In
Latin America, the major prevalence is due to snakes of the family Viperidae, where
rattlesnakes (Crotalus) are included. They produce hemotoxic venom which causes
bleeding, tissue degradation and necrosis. Each venom has several enzymatic activities,
producing different effects in the envenoming, which makes difficult to determine the role
for each one of these enzymes. On top of this, doing its clinical effects difficult to study,
also, comparison between different venoms molecules is difficult” when different
techniques to measure their activities, therefore, their identification/characterization by the
same methodology is necessary. In this work, a general biochemical characterization of
snake venom serine proteases (SVSP), snake venom phospholipases A, (SVPLA;), snake
venom metalloproteases (SVMP) and snake venom hyaluronidases (SVHA) of Crotalus
aquilus (Ca), Crotalus polystictus (Cp) and. Crotalus molossus nigrescens (Cmn) was
done. Differences in protein pattern, enzyme content and enzymatic activities were
observed. All the venoms showed high SVPLA, activity, high molecular weight SVSP,
and a wide variety of SVMP and SVHA forms. Ca and Cp showed the highest enzymatic
activities of SVMP and SVSP trypsin-like and chymotrypsin-like, whereas Cmn showed
the highest SVHA and similar SVPLA, activity with Ca. All the venoms showed peptides
with similar molecular mass to crotamine-like myotoxins. To our knowledge, no previous
biochemical characterization of C. aquilus has been reported and there are not previous

analyses that include these four protein families in these Crotalus venoms.

Key words: Crotalus, hyaluronidases, metalloproteases, phospholipases, serine proteases,

snake venom.
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1. INTRODUCCION

Los venenos de serpiente son mezclas biologicas complejas de proteinas, péptidos y
componentes organicos responsables de su efecto hemotdxico y neurotoxico (Bieber,
1979). En Centro y Sudamérica, Estados unidos, Australia, India y Africa, cerca de 2.5
millones de personas al afio, sufren accidentes por mordedura de serpientes y, de estos
casos, mas de 100,000 resultan fatales (Chippaux, 1998; Fry, 2018; Kasturiratne y col.,
2008).

Las serpientes de la familia Viperidae son unas de las responsables del mayor numero de
mordeduras en América latina (Peterson, 2006). Dentro de esta familia se encuentran
distintas especies pertenecientes al género Crotalus, las cuales se caracterizan por tener
mayoritariamente un veneno hemotoéxico (Chippaux, 1998; Trape y col.,, 2001; WHO,
1981; Winkel y col., 1998). Dentro de la composicion enzimatica en estos tipos de veneno
se encuentran enzimas tipo serin proteasas; metaloproteasas, fosfolipasas y hialuronidasas
(Braud y col.,, 2000; Xiong y Huang, 2018), proteinas tipo lectina tipo C y otros

componentes menores (Calvete, 2011).

Los efectos fisiologicos en el envenenamiento incluyen manifestaciones tanto a nivel local
como sistémico, hemorragias, necrosis, edema, hipovolemia, nefrotoxicidad, coagulopatia y
shock cardiovascular (Sartim y col., 2017). Sin embargo, el mecanismo de accion de los
componentes del veneno, es poco conocido, ademds, la composicion y los sintomas
provocados por los venenos puede ser variable. Dicha variacion se ha reportado en
organismos de diferentes grupos taxonomicos, organismos de distintas edades e inclusive

entre organismos de una misma especie ubicados en diferentes zonas geograficas.

Es necesario el estudio continuo de las moléculas que componen los venenos de serpiente,
con el fin de comprender mejor los sintomas ocasionados por este tipo de accidentes, asi
como mejorar las terapias clinicas existentes. Las enzimas del veneno de serpiente pueden
tener distintos papeles en los efectos generales del envenenamiento, por lo que, la

caracterizacion y purificacion individual de los componentes del veneno, es necesaria en la



toxicologia para poder conocer y analizar la serie de eventos que ocurren durante el

envenenamiento.

Por lo anterior, en este trabajo se analizaron algunas de las principales actividades
enzimaticas asociadas al dafio hemotdxico (serin proteasas, metaloproteasas, hialuronidasas
y fosfolipasas Aj,) del veneno de Crotalus polystictus, Crotalus molossus y Crotalus
aquilus, llevando a cabo una purificacion parcial de éstas mediante filtracién en gel y un

analisis por espectrometria de masas.

. JUSTIFICACION

Actualmente no se ha informado de una caracterizacion bioquimica previa que incluya las
cuatro principales familias de enzimas de serpientes del género Crotalus, particularmente
C. aquilus y C. polystictus. Se debe prestar atencidon a'la alta variabilidad debida a las
diferencias en la forma en que se obtienen las muestras, su conservacion, tipo y
concentracion de sustratos utilizados para determinar sus actividades, asi como la
metodologia utilizada, ya que estas pueden influir en los resultados (Moss, 1970; Roy y

col., 2018).

En este trabajo, mostramos datos nuevos sobre las actividades enzimaticas para SVSP,
SVPLA,, SVMP y SVHA de los venenos de las tres especies de serpiente y un analisis de
HPLC-MS y MALDI-TOF-MS. La comparacion entre los venenos de Crotalus, utilizando
la misma metodologia, proporcionara conocimiento sobre la composicion. Lo que podria
ayudar en el desarrollo de tratamientos especificos para la mordedura de serpiente

(Mackessy, 2010a).



3. ANTECEDENTES
3.1. Accidente ofidico

El accidente ofidico o mordedura de serpiente, es un problema grave a nivel mundial,
considerado por la Organizacion Mundial de la Salud como uno de los principales
padecimientos desatendidos en zonas tropicales (Gutiérrez y col., 2006). Las estadisticas
sobre este tipo de accidentes son variables, a nivel mundial se estima que anualmente 2.5
millones de personas sufren accidentes de este tipo, de las cuales 125 mil resultan en
muerte y alrededor de 100 mil resultan con pérdida de miembros o secuelas permanentes

(Chippaux, 1998; Fry, 2018; Kasturiratne y col., 2008).

América latina ocupa la tercera posicién en este tipo de accidentes, después de Africa y
Asia (Chippaux, 1998). En México este tipo.de accidentes no representa uno de los
problemas sanitarios mas graves, sin embargo, es un problema comuin en algunas zonas, en
donde los géneros Bothrops y Crotalus, pertenecientes a la familia Viperidae, son los

causantes principales del accidente ofidico (Zuiiiga y Caro, 2013).

3.2. Venenos de serpiente

El veneno de serpientes es considerado como una secrecion que puede ser muy compleja,
cuya funcion incluye el inicio de la digestion extracelular de sus presas, asi como,
funciones de defensa (Campbell y Lamar, 2004a). Contienen alrededor de un 25% de
solidos totales, de los cuales entre un 70 a 90% estan constituidos por proteinas y
polipéptidos de alta masa molecular, responsables de la mayoria de los efectos
farmacolégicos. El resto de los componentes (10 a 30%) lo forman sustancias organicas de
baja masa molecular (Bieber, 1979). Los venenos de serpiente pueden ser clasificados de
manera muy general como neurotoxicos, hemotdxicos, necrotoxico, cardiotoxico y
nefrotoxico. Los venenos de los miembros de la familia Elapidae son principalmente
neurotoxicos, mientras que los de la familia Viperidae y Crotalidae son hemotdxicos y
necrotdxicos (Adukauskiené y col., 2011). Los principales componentes de los venenos
hemotdxicos en serpientes del genero Crofalus son serin proteasas, metaloproteasas,

fosfolipasas y hialuronidasas (Braud y col., 2000; Xiong y Huang, 2018). El veneno de



serpientes del genero Viperidae o serpientes de foseta, es producido en una glandula
especializada que incluye una glandula de secrecion y una denticidon especializada que
permite la inyeccion profunda del veneno sobre la presa (Figura 1). Los colmillos de los
vipéridos estan articulados de modo que pueden ser retraidos cuando no estan en uso, este
tipo de denticidn se conoce como solenoglifa (Vidal, 2002; Vonk y col., 2008). En las
serpientes el aparato de envenenamiento consiste en un par de glandulas. bilaterales
especializadas (glandula de Duvernoy) localizadas en la parte media superior de las
escamas labiales, en la parte posterior a las escamas nasales y por debajo de los ojos. En las
serpientes de foseta este aparato es una glandula larga de veneno con un largo lumen basal,
donde ocurre la activacion mayoritaria de los zimogenos (enzimas inactivas) a enzimas
activas, entre ellas las metaloproteasas (Portes y col., 2014), lo que permite el
almacenamiento del veneno para su secrecion inmediata, a menudo por un conducto
primario que se conecta a una glandula accesoria'y un conducto secundario que conecta la
glandula con el colmillo hipodérmico. La contraccion de un musculo compresor presuriza
la glandula especializada y proporciona el envio de veneno bajo una presion moderada en

los tejidos del receptor (Mackessy, 2010b).
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Figura 1. Glandula de veneno de vipéridos. El veneno se almacena en el lumen, los
musculos compresores presionan la glandula de veneno para su inoculacion a través de los

colmillos (Mackessy, 2010b).
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3.2.1.Serin proteasas

Distintas serin proteasas han sido aisladas de venenos de serpientes del grupo de los
vipéridos (Matsui y col., 2000), éstas son denominadas como serin proteasas de venenos de
serpiente (SVSP, por sus siglas en ingles), se caracterizan por ser multifuncionales y
presentar una triada catalitica compuesta por los aminodcidos histidina, acido aspartico y
serina (HDS) (Barrett y Rawlings, 1995). Las serin proteasas pertenecen a la familia S1 de
la quimotripsina del clan SA, la cual es la familia mas grande de peptidasas (Rawlings y
Salvesen, 2012). Las SVSP son estructuralmente similares a sus homologas presentes en
mamiferos, manteniendo conservada la triada catalitica (Zelanis 'y col., 2015). Estas
enzimas se encuentran entre las enzimas mejor caracterizadas de los venenos y afectan
diferentes componentes de la cascada de coagulacion, ademads de los sistemas fibrinolitico y
de calicreina-cinina, causando un desbalance del sistema hemostatico de la presa

(Markland, 1997; Pirkle, 1998).

Las SVSP son sintetizadas como  zimégenos (peptidasas inactivas) de 256-247
aminodacidos, con un péptido sefial putativo de 18 aminoécidos y una sefial peptidica de
activacidon de 6 residuos de aminodcidos (Gln-Lys-Ser-Ser-Glu-Leu) (Serrano y Maroun,
2005). Estas peptidasas contienen 12 residuos de cisteinas, 10 de los cuales forman puentes
bisulfuro (Itoh y col., 1987), las dos cisteinas restantes forman un puente disulfuro tnico y
conservado entre las SVSP (Parry y col., 1998). Muchas serin proteasas son glicoproteinas
que muestran un niamero variable de N- u O-glicosilaciones en posiciones no conservadas

de las secuencias de aminoacidos (Itoh y col., 1987).

Los pesos moleculares de las SVSP varian entre los 26 y 67 kDa y estan disponibles mas de
50 secuencias de aminoacidos en las bases de datos (Serrano y Maroun, 2005). Algunas de
las SVSP son similares a la trombina, una enzima multifuncional que juega papeles clave
en la coagulacion sanguinea (la cual corta tanto el fibrinopéptido A (FPA) como el B (FPB)
del fibrindgeno, mediante dos sitios activos hidrofobicos independientes) (Stubbs y Bode,
1993). Este tipo de serin proteasas son denominadas enzimas tipo trombina del veneno de
serpiente (SVTLEs, por sus siglas en inglés) (Pirkle, 1998) y son clasificadas como

enzimas coagulantes; la mayoria de las SVSP pertenecen a este grupo de enzimas cortando

11



en su mayoria solamente el fibrinopéptido A (FPA, por sus siglas en inglés). La actividad
de las SVTLEs sobre el fibrinogeno, difiere de la a trombina, ya que al liberar solo un
fibrinopeptido, producen mondmeros de fibrina que no son estabilizados por otros factores
coagulantes (XIII), haciendo que los coagulos sean rapidamente dispersados (Stocker y
col., 1982). En la Figura 2 se muestran algunos alineamientos entre SVSP y SVTLEs asi
como otros grupos de enzimas tipo serina de venenos que actian en otras partes de la
cascada de coagulacién, como son enzimas tipo calicreina (KN), ‘activadores del

plasmindgeno (PA), enzimas tipo proteina C y activadores del factor V (Koh y col., 2006).

Numerosas estructuras primarias de SVSP han sido originadas directamente de la
secuenciacion de proteinas o de secuencias de cDNAs, las cuales muestran homologia en
las secuencias de aminodcidos aun cuando existen una especificidad hacia diferentes
sustratos macromoleculares (Serrano y Maroun, 2005). Aun dada su alta similitud de
secuencias, que va de 50 a 70%, las SVSP presentan una alta especificidad hacia distintos
sustratos (Marsh y Williams, 2005). Esto puede observarse a su vez en el alineamiento de
secuencias de la Figura 2 entre SVSP (Miyagui y col., 2013) de serpientes de la familia
Viperide, entre las que se agrupa las serpientes de cascabel (Chippaux, 1998; Trape y col.,
2001; WHO, 1981; Winkel y col., 1998). Las SVSP que se han reportado en los venenos de
serpiente del genero Crotalus son enzimas tipo Gyroxin B2.1, B1.3, B1.4, B1.5, B1.7 de
Crotalus durissus terrificus, Crotalase una enzima tipo trombina de Crotalus adamanteus,
SVSP-1 una serin proteasa de veneno de Crotalus adamanteus, Catroxase-1 y Catroxase-2
de Crotalus atrox, enzimas tipo calicreina, que presentan una alta homologia con serin

proteasas de otros venenos de serpientes (Serrano y Maroun, 2005).

12
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Figura 2. Alineamiento de serin proteasas del veneno de serpiente. 1-5)I Itipo Gyroxin
B2.1, B1.3, Bl1.4, B1.5, B1.7 de Crotalus durissus terrificus (Q58G94, BOFXMI,
BOFXM?2, EU360953, BOFXM3, respectivamente). 6) Bilineobin de Agkistrodon bilineatus
(QI9PSN3). 7) Crotalase de Crotalus adamanteus. 8) Ancrod de Agkistrodon rhodostoma
(P26324). 9) Analogo de Gyroxin de Lachesis muta muta (P33589). 10) Acutobin de
Agkistrodon acutus (Q918X2). 11) Calobin de Agkistrodon caliginosus (Q91053). 12) KN-
BJ de Bothrops jararaca (013069). 13) SVSP-1 serin proteasa de veneno de Crotalus
adamanteus (Q8UUK2). 14) Catroxase-1 de Crotalus atrox (Q8QHK3). 15) ACC-C
activador de proteina C de Agkistrodon contortrix contortrix (P09872). 16) CPI enzima de
Agkistrodon caliginosus (042207). 17) Dav-PA de Agkistrodon acutus (Q918X1). 18)
Catroxase-2 de Crotalus atrox (Q8QHK?2). 19) PA-BJ de Bothrops jararaca (P81824). 20)
TSV-PA de Trimeresurus stejnegeri (Q91516). 21) LV-PA de Lachesis muta muta
(P84036). 22) Batroxobin de Bothrops atrox (P04971). Los niimeros de acceso indicado
son de la base de datos Swissprot. Las lineas indican los puentes bisulfuro y la triada

catalitica (His, Asp and Ser) es representada por un asterisco (*).Tomado de (Miyagui y

col., 2013).
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3.2.2. Metaloproteasas

Las metaloproteasas dependientes de Zinc, son componentes comunes de los venenos de
serpientes del grupo de los vipéridos (Braud y col., 2000; Mackessy, 2010a). Las
metaloproteasas del veneno de serpientes (SVMP, por sus siglas en ingles), pertenecen a la
familia M12, basado en la secuencia consenso de residuos de aminoacidos del sitio
catalitico (HEXXHXXGXXH seguido de una metionina) llamadas metzicinas, se agrupan
dentro de las reprolisinas (subfamilia B), basados en estructuras cristalograficas de
miembros representativos de estas familias (Fox y Serrano, 2005). Las metaloproteasas
muestran un sitio activo altamente conservado que contiene tres histidinas (Stocker y col.,
1995) unidas a zinc en el sitio catalitico y una metionina conservada que se encuentra

debajo del sitio activo (Zhang y col., 1994).

Las SVMP son los factores primarios responsables de hemorragias a nivel local y sistémico
(Takeda y col., 2012), degradan componentes de la membrana basal y afectan
principalmente los capilares de las células endoteliales, causando disrupcion de las paredes
de los vasos sanguineos y provocando el escape de sangre hacia el estroma (Gutiérrez y
col.,, 2005), ademas de actuar sobre componentes del sistema hemostatico (Kamiguti y col.,
1996). Las SVMP que requieren-zinc en su sitio activo son clasificadas en 4 clases (PI a
PIV), basados en su organizacion de multidominios. Las metaloproteasas de la clase PI, con
una masa molecular de 20-30 kDa, se componen de una péptido sefial (pre) y un
prodominio, ademas del dominio de metaloproteasa (M), son la clase mas simple de estas
enzimas (Ramos y Selistre-de-Araujo, 2006). A su vez, las SVMP de la clase P-II, de masa
molecular de 30-60 kDa, contienen el domino de metaloproteasa seguido de un dominio
desintegrina (D). Las SVMP de la clase P-III S, de masa molecular alta con rangos de 60—
100 kDa, se conforman del domino M, dominio tipo desintegrina (D) y un dominio rico en
cisteina (C). La clase P-IV son SVMP heterodiméricas y contienen adicionalmente un
dominio tipo-lectina tipo C de serpiente (snaclec) (Clemetson y col., 2009). De acuerdo a la
base de datos PDB (Protein Data Bank) existen 136 secuencias de metaloproteasas
reportadas para el género Crotalus, el alineamiento multiple de algunas de estas secuencias

de aminoécidos se muestra en la Figura 3, observandose una alta homologia. Basados en la
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similitud de sus secuencias, las metaloproteasas muestran un sitio activo altamente
conservado (HEXXHXXGXXH, mostrado en verde) que contiene tres histidinas seguido
de una metionina (Stocker y col., 1995).
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Figura 3. Alineamiento miultiple de la metaloproteasas. 4 de Crotalus adamanteus
(g1|338855316), metaloproteasa PII de Crotalus durissus collilineatus (gi|224038264),
metaloproteasa del veneno de serpiente atrolisina-C (gi|82216950), precursor de
metaloproteasa de Crotalus molossus molossus P-I (gi|20530313), metaloproteasa P-1 de
Crotalus durissus durissus P-1 (gi|89519389) y los precursores de metaloproteasas de
Crotalus molossus molossus P-1 (gi|20530317; g1|20530319). El sitio activo del dominio
metaloproteasa se muestra en verde. Las lineas azules muestran los puentes bisulfuro. *
Secuencias de aminoacidos conservados en todas las secuencias analizadas. clustalo
versionl.2.1.

3.2.3.Fosfolipasas A,

Las fosfolopiasas A, (PLA;) son una stiper familia de proteinas que hidrolizan el enlace
éster de los glicero-fosfolipidos en la posicion sn-2. Se pueden dividir en 4 grupos

principales: fosfolipasas secretorias (sSPLA;), fosfolipasas citosélicas (cPLA,), fosfolipasas
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independientes de Ca2 (iPLA,) y fosfolipasas asociadas a lipoproteinas (LpPLA;) (Burke y
Dennis, 2009). Las sPLA, fueron las primeras en ser reportadas y se encuentran en venenos
de serpiente, abeja, avispas y escorpiones (Kini y Koh, 2016), contienen de 5 a 8 puentes
disulfuro y necesitan de la presencia de calcio para llevar a cabo su funcién enzimatica. Su
mecanismo de accion es similar al de las SVSP, donde una molécula de agua funciona
como nucledfilo mediando el ataque hacia el enlace que serd hidrolizado (Kang y col.,

2011).

Las fosfolipasas de veneno de serpiente (SVPLA;) son un componente principal de los
venenos de las familias Colubridae y Viperidae. Sus principales efectos fisioldgicos pueden
ser neurotoxicos, como es el caso de la toxina de mojave y la crotoxina presentes en
Crotalus scutulatus y Crotalus durissus, respectivamente, sin embargo pueden presentar
efecto miotdxico, dafiando las fibras musculares (French y col., 2004). Las SVPLA,
miotdxicas de serpientes de la familia Viperidae generalmente inducen dafio tisular a nivel
local y junto con metaloproteinasas hemorragicas, generan patologia tisular compleja y
generalizada, ademas pueden provocar en algunos casos miotoxicidad sistémica asociada a

mioglobinuria e insuficiencia renal aguda (Gutiérrez y Lomonte, 2013).

3.2.4. Hialuronidasas

Las hialuronidasas de los venenos de serpiente (SVHA, por sus siglas en ingles), tienen
pesos moleculares en el rango de 33 a 110 kDa (Kemparaju y col., 2009). Son conocidas
como un factor de dispersion para los demds componentes de los venenos, degradando el
hialuronano  (dcido hialuronico, acido D-glucoronico, N-acetil-D-glucosamina),
polisacarido estructural de la matiz extracelular (El-Safory y col., 2010). Su actividad de
difusién o dispersion, se relaciona con un efecto sinérgico junto con SVMP, en la
promocion del efecto hemorragico, ocasionado por su accion sobre la integridad estructural
de la matriz extracelular, debido a la degradaciéon del 4cido hialurénico (Girish y col.,
2004), que a su vez tiene efecto sobre la degradacion de secciones del tejido muscular

(Anai y col., 2002).
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3.3. Efectos fisioldgicos y variabilidad en los venenos de serpiente

El veneno de la familia Viperidae, es principalmente hemotdxico, actia sobre las células y
el sistema hemostatico causando extensas lesiones locales, hemorragias y una variedad de
alteraciones sobre la coagulacion sanguinea por contener componentes procoagulantes y
anticoagulantes (Maruiiak y col., 2005). El envenenamiento se caracteriza por prominentes
alteraciones a nivel local, incluyendo edema y necrosis, efectos que pueden resultar en
secuelas permanentes de muy rapido desarrollo (Ledon y col.,, 2000). Las enzimas
responsables de estos efectos son enzimas tipo serina, metaloproteasas y fosfolipasas

(Braud y col., 2000).

Después de la mordedura de serpiente, el veneno se activa por la temperatura corporal de la
presa y por el cambio de pH. La enzima hialuronidasa destruye los constituyentes de la
pared intersticial favoreciendo la permeabilidad y permitiendo la dispersion del veneno. La
mayoria de los vipéridos (serpientes de foseta) causan dolor dentro de los primeros 5 min
después de la mordedura y rapidamente provocan hinchazon. Estos venenos hemotoxicos
provocan disminucion de los niveles de fibrindogeno y disminucién del nimero de plaquetas
en el torrente sanguineo hasta dos semanas después del envenenamiento. Las reacciones
sistémicas ocasionadas por los venenos incluyen sindromes similares a la coagulacion
intravascular diseminada, falla renal aguda, shock hipovolémico y muerte (Boyer y col.,
1999; Sartim y col., 2017). Si bien el veneno de la familia Viperidae es principalmente
hemotdxico, hay que tener en cuenta que dicha clasificacidn sirve para definir de alguna
forma el veneno de serpiente sin embargo, se deben considerar las limitaciones de la
clasificacion, ya que los venenos de serpiente afectan multiples sistemas y organos,
generando efectos diversos ya que son mezclas complejas de proteinas y péptidos
(Adukauskiené y col., 2011). Existe una alta variacion en los componentes del veneno, la
cual se ha observado a distintos niveles taxondmicos entre familias, géneros, especies,
subespecies; variacidon entre organismos de la misma especie, dimorfismo sexual variacion
geografica, cambios dependientes de la edad y variacion por ubicacion geografica
(Chippaux y col., 1991). Las variaciones geograficas pueden deberse a factores ecoldgicos

(mantenimiento de moléculas que permiten la captura mas rapida de la presa) y
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divergencias en poblaciones cercanas por simpatria -diferenciacion de poblaciones que
habitan en areas comunes- (Safran y Nosil, 2012). Se ha observado que en algunas especies
de serpientes, como Crotalus durrisus y sus diferentes subespecies, poseen variabilidad en
la composicion de sus venenos y en el efecto fisiologico de los mismos, ya que organismos
que habitan en Brasil y otras partes de Sudamérica, poseen venenos caracterizados por
ocasionar un grave dafio neurotoxico y dafio miotoxico, en contraste con. accidentes
causados por estas especies en América central, los cuales son menos severos a nivel
sistémico y provocan mayormente dafio a nivel local, edema, hemorragia, necrosis y
alteraciones sistémicas moderadas como coagulopatias (Castro y col.; 2013; Saravia y col.,
2002). La caracterizacion del veneno de serpiente es una de las principales vias para
conocer con mayor detalle su composicion y es una de las estrategias en toxicologia para
analizar la sintomatologia que ocurre durante el envenenamiento (Angulo y Lomonte,
2009). Estas consideraciones hacen necesario el estudio continuo de los venenos de
serpiente, con el fin de obtener datos mas precisos de su composiciéon y conocer las

diferencias que puedan llegar a presentarse entre ellos.

3.4. Modelo de estudio

En este trabajo se analizd la composicion enzimatica de los venenos de las serpientes C.
molossus nigrescens (Cmn), subespecie que se distribuye en el altiplano mexicano, desde el
sur de Chihuahua hasta el norte de Oaxaca (Campbell y Lamar, 2004b) asi como C. aquilus
(Ca) y C. polystictus (Cp), especies endémicas al centro de México (Campbell y Lamar,
1989; McCranie, 1976) (Figura 4).
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C. aguilus C. polvstictus C. molossits migrescens

Figura 4. Serpientes de genero Crotalus. Organismos utilizados para la extraccion de
veneno.

Algunos componentes enzimaticos de estas especies han sido reportados. En el caso de
Crotalus molossus molossus (serin proteasas, metaloproteasas y fosfolipasas), ya se han
estudiado basadas principalmente en el peso molecular determinado por SDS-PAGE
(Mackessy, 2010a) ademads, se ha reportado una serin proteasa tipo trombina (Ramirez y
col., 1990) y un analisis de la variacién ontogenética, que indica la presencia de crotamina,
SVSP, SVMP, actividad proteolitica, coagulante y fibrinogenolitica, analizada por RP-
HPLC y Western blot (Borja y col., 2018). En el caso de Cp, hay un trabajo de
caracterizacion por LC-MS/MS vy actividades enzimaticas para SVMP, SVSP,
fosfodiesterasa y L-aminoécido oxidasa (LAAO) (Mackessy y col., 2018). Sin embargo,
para Ca, solo se ha identificado la actividad proteolitica de su veneno (Rivas y col., 2017) y

no hay suficientes datos sobre la composicion del mismo.
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4. HIPOTESIS
Los venenos de las tres especies de serpientes estudiadas presentan enzimas asociadas con
venenos hemotdxicos pero con diferentes actividades, lo que permitira establecer la
importancia de contar con los datos de la caracterizacion bioquimica para futuras

estrategias terapéuticas.

5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar bioquimicamente las principales actividades enzimaticas del veneno de

Crotalus molossus, Crotalus polystictus y Crotalus aquilus.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analizar cualitativa y cuantitativamente la actividad enzimatica de serin proteasas del
veneno de serpiente

¢ Cuantificar e identificar la actividad enzimatica de hialuronidasas del veneno de serpiente.
e Determinar la actividad enzimética de fosfolipasas del veneno de serpiente.

e Cuantificar de manera cualitativa y cuantitativa la actividad de metaloproteasas del
veneno de serpiente.

e Purificar parcialmente serin proteasas y fosfolipasas del veneno de serpiente mediante
filtracion en gel e intercambio i6nico.

¢ Analizar las enzimas mediante espectrometria de masas
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Obtencidn del veneno de serpiente

El veneno se obtuvo por extraccion manual (ordefia) de 4 organismos de la especie
Crotalus aquilus (30 cm de largo), 4 de la especie C. polystictus (30 cm de largo) y 10
organismos de la especie Crotalus molossus (65 cm largo), sin distincion de sexo entre
2015 y 2018. La extraccion del veneno se realizé mediante la contencion fisica del ejemplar
y colocando frente a la boca de la serpiente un frasco de precipitado cubierto con parafilm
para permitir al animal morder y de esta manera se colecto el veneno. El recipiente con la
muestra fue colocado inmediatamente en hielo seco, liofilizado y almacenado a -70 °C
hasta su uso. Se dejaron 20 dias de reposo entre cada extraccion para evitar el estrés en los
organismos. Los especimenes se encuentran en la Unidad de Manejo Ambiental Herpetario
de la Universidad Autéonoma de Querétaro, que esta regulada bajo la Ley General de Vida

Silvestre. El protocolo fue aprobado por el Comité de Bioética de la FCN-UAQ.

6.2 Determinacion de la concentraciéon proteica y perfil proteolitico del veneno de

serpiente mediante electroforesis

Las muestras de veneno fueron diluidas en agua tridestilada y la cantidad de proteina fue
estimada con base al método de Bradford (1976) utilizando diluciones de un estdndar de
proteina (ASB), a diferentes concentraciones (Bradford, 1976). Se utilizaron 20 pg de
proteina de veneno diluido con 10 pL de buffer de muestra y se analizaron por SDS-PAGE
con base a la metodologia de Laemmli (1970). Las muestras se analizaron bajo condiciones
no reductoras y reductoras (buffer de muestra con [ mercaptoetanol calentadas a
temperatura de ebullicion durante 5 min) en geles homogéneos de acrilamida-bisacrilamida
al 10 y/o 12%, se utilizé una camara Miniprotean II (BioRad). Terminada la incubacion se
tifio el gel con azul de Coomassie durante toda la noche y posteriormente se destifio con
una solucion de metanol al 40% y acido acético al 10% o tinciones con azul de Coomassie
calentadas hasta comenzar a hervir y posteriormente incubadas durante 10 min en donde los

geles fueron destefiidos utilizando agua hirviendo.
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6.3 Zimografias
6.3.1 Zimografia de serin proteasas sobre sustratos cromogénicos

Las muestras fueron analizadas mediante SDS-PAGE al 10% de poliacrilamida, 50y 100
ug de proteina de veneno fueron utilizados para el analisis de serin proteasas tipo tripsina y
quimotripsina, respectivamente. Posteriormente se detectd la actividad proteolitica usando
una membrana de nitrocelulosa previamente embebida durante 30 min en el sustrato
especifico para cada serin proteasa: sustratos BApNA para enzimas tipo tripsina (N-
Succinyl -Arginine-p-nitroanilide) y SAAPFpNA para enzimas tipo quimotripsina (N-
Succinyl  alanine-alanine-proline-phenylalanine-p-nitroanilide), = los  cuales fueron
preparadas a 20 mM en dimetilformamida (DMF) y diluidos 1:20 en buffer Tris-HC1 0.1 M
pH 8, para obtener una concentracion final de 1 mM. El sustrato impregnado en la
membrana de nitrocelulosa fue incubado sobre el gel de poliacrilamida por 2 h (o hasta
observar coloracion amarilla en alguno delos carriles) a 37° C y se lavd con Na,NO3 0.1%,
sulfato de amonio y con N-1-naftiletilendiamina por periodos consecutivos de 5 min, para
revelar la actividad enzimatica (Ohlsson y col., 1986; Vinokurov y col., 2005). Terminada

la incubacion el gel se tifio con azul de Comassie y posteriormente fue destefiido.

6.3.2 Zimografia de metaloproteasas

Para la deteccion de metaloproteasas, se analizaron 20 pug de proteina de veneno por SDS-
PAGE al 10% co-polimerizado con gelatina al 0.12 % como sustrato. Una vez terminada la
electroforesis el gel se agitd durante 1 h en una solucion con Tritén X-100, 0.02% (v/v) y
cistina-cistefna 0.001 M para eliminar el SDS. Después se lavé durante 30 min en un buffer
renaturalizante cistina-cisteina y finalmente se incubo 2 o 2.5 h a 37° C, en un buffer
compuesto por tris HCI 0.05 M pH 7.4. Tris-HCI 0.05 M, pH 8, NaCl 0.2 M, CaCl, 0.02 M.
A su vez, se utilizaron muestras de veneno incubadas por 30 min con EDTA al 10, 50 y 100
mM utilizando un buffer sin CaCl,, para confirmar la presencia de metaloproteasas (Rice y
col., 2001). Terminada la incubacion se tefiira el gel con azul de Comassie durante 1 h y
posteriormente se destifid con una solucion de metanol-acido acético al 40% y 10%,

respectivamente. Las bandas claras indicaron actividad proteolitica.
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6.3.3 Zimografia de SVPLA,

Se analizaron 20 6 40 pg de muestras de veneno en un gel SDS-PAGE al 10% bajo
condiciones no reductoras, el gel fue lavado una hora con una solucion de Triton X-100
2.0% (v/v) y Tris—HC1500 mM, pH 7.4 (Rossignol y col., 2008). Posteriormente, el gel fue
lavado 30 min en una soluciéon NaCl140 mM, CaCl, 2.5 mM  Tris—HCl 50 mM pH 7.4 ¢
incubado 2.5 h a 37° C con un gel de agarosa al 1% co-polimerizado con una solucion de
50 mM Tris—HCL, pH 7.4, 140 mM NacCl, 2.5 mM CaCl, y yema de huevo al 2%. Las

zonas claras indicaron la presencia de SVPLA,,

6.3.4 Zimografia de actividad enzimatica de hialuronidasas

Se utilizaron 100 pg de las muestras de veneno en geles SDS-PAGE al 10% co-
polimerizados con d4cido hialurénico. Terminada la electroforesis en condiciones no
reductoras, el gel fue lavado 30 min con una solucidén compuesta de acetato de sodio 0.2 M,
NaCl 0.15 M pH 6 y triton X-100 al 2.5 % (v/v) y posteriormente incubado por 2.5 h a3 h
a 37° C en un buffer compuesto de acetato de sodio 0.2 M y NaCl 0.15 M pH 6. El gel se
tiflo con colorante Alcian Blue al 0.5 % (p/v) y posteriormente fue destefiido con una
solucién de metanol/acido acético al 40% y 10% respectivamente, con base al método de

Guntenhoner y col., (1992)

6.4 Ensayos de actividad enzimatica
6.4.1 Actividad de serin proteasas

Se determiné mediante el método de Erlanger y col. (1961), utilizando 50 ug de proteina de
los venenos para la medicion de serin proteasas tipo tripsina (sustrato BApNA), tipo
quimotripsina (sustrato SAAPFpNA) y tipo elastasa (sustrato N-Methoxysuccinyl-Ala-Ala-
Pro-Val p-nitroanilide) a una contraccion de 0.01 M, en DMSO. La reaccion se llevé a un
volumen final de 120 pL con buffer Tris 0.1 M, pH 8 y se agregaron 10 pL de cada
sustrato. El aumento de absorbancia por la liberacion p-nitroanilida fue medida a 405 nm.
Se utilizaron como controles positivos 50 pg de quimotripsina y tripsina bovina, asi como,

elastasa porcina, respectivamente.
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6.4.2 Actividad proteolitica

La actividad proteolitica fue determinada de acurdo a Gutiérrez y col. (2008) y a Ponce-
Soto y col. (2007) con modificaciones. Cien pug de proteina de veneno fueron agregados a
500 pL de una mezcla compuesta con 2% (p/v) caseina (Sigma-Aldrich) y 0.1 mM Tris—
HCI (pH 7.4) y 0.15 M NaCl. Después de 2.5 h de incubacion a 37° C, la reaccion fue
detenida agregando 500 pL de acido tricloroacético al 5% (p/v) a 37° C o temperatura
ambiente, posteriormente se dejé reposar durante 30 min y se centrifugd a 12,000 g durante
15 min y la hidrdlisis del sobrenadante fue medida a 280 nm en un espectrofotometro de
placas de 96 pozos. Se utilizd agua como control negativo. Muestras de veneno fueron
incubadas con 50 mM de EDTA (Sigma-Aldrich) durante 30 min a temperatura ambiente,
antes de ser agregadas a la mezcla con caseina, para confirmar la actividad proteolitica de
metaloproteasas. La actividad proteolitica fue reportada como unidades de actividad
(UA)/proteina (png), donde una unidad de actividad corresponde al incremento de 0.01 de

absorbancia a 280 nm.

6.4.3 Actividad de fosfolipasa A,

La actividad de fosfolipasa A, (SVPLA,) de 100 ng veneno se analizdé mediante un ensayo
colorimétrico utilizando el kit Cayman Chemical, Ann Arbor, MI USA. El ensayo utiliza
como sustrato analogo el 1,2-ditio diheptanoil fosfatidilcolina. Los tioles generados por
hidrélisis del enlace tioester son detectados utilizando el reactivo DTNB [(5,5°-ditio-bis-
(dcido 2-nitrobenzodico)]. El aumento de absorbancia fue medido mediante un
espectrofotometro (Benchmark Plus, Bio-Rad, USA) a 414 nm cada minuto por 10 min. Se
utilizé6 como control positivo 10 pg de PLA, de veneno de abeja. La actividad enzimatica

se expreso en pmol de sustrato hidrolizado/min/pg de proteina.

6.4.4 Actividad de hialuronidasa
Se siguio el método de Di Ferrante, (1956) utilizando concentraciones de 10 a 200 pg de
proteina de los venenos. Se agregaron 100 pL de buffer pH 6 de acetato de sodio 0.2 M y

NaCl 0.15 M, 100 pL de sustrato (Img/mL de &cido hialurénico de Streptococcus equi),

llevados a un volumen final de 250 pL. Una vez hecha la mezcla, se incub6 durante 15 min
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a 37° C. Posteriormente se agregd 1 mL de bromuro de hexadeciltrimetilamonio al 2.5% en
NaOH al 2%, se dejo reposar durante 30 min y se leyo la turbidez a una longitud de onda de
400 nm en un lector de placas (Benchmark Plus, Bio-Rad, USA), utilizando como control

una hialuronidasa tipo IV-S de testiculos bovinos.

6.5 RP-HPLC

Para el andlisis se utilizaron 200 pg de proteina de veneno de Ca, Cp y Cmn, se separaron
por RP-HPLC utilizando una columna symmetry C18 (150 x 4,6 mm. tamafio de particula
3.5 um) equilibrada con solucion A (H,O al 0,1% con acido trifluoroacético (TFA, por sus
siglas en ingles), utilizando un cromatografo Agilent 1200. La eluciéon se realizé a 1
mL/min usando un gradiente generado con la solucion B (CH3CN al 0.1% con TFA) como
sigue: B al 0% por 5 min, B al 0-60% durante 60 min. La absorbancia fue medida a 280

nm.

6.6 MALDI-TOF-MS

Las muestras de venenos de Ca, Cp y Cmn se analizaron utilizando 70 pg de veneno
diluido con 3 pL de matriz de 4cido sinapinico (10 mg/mL en ddH,0), se mancharon en
placas objetivo MALDI y se analizaron utilizando un espectrometro de masas Ultraflex-
TOF/TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania). La abundancia de iones se obtuvo en
modo reflector, utilizando un voltaje de aceleracion de 20 kV. El software Bruker Daltonics

Flexcontrol (Bremen, Alemania) se utilizo para el andlisis de datos.

6.7 Purificacion parcial del veneno de serpiente

Los venenos de Ca y Cmn fueron parcialmente purificados mediante filtracion en gel,
utilizando 50 mg de muestra, diluidos en buffer de bicarbonato de amonio 0.02 M y se
cargaron en una columna de Sephadex G-75, equilibrada con 0.02 M de bicarbonato de
amonio. Las fracciones con actividad enzimatica contra serin proteasas tipo tripsina,

quimotripsina y SVPLA, fueron concentradas y liofilizadas. Posteriormente estas muestras
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fueron purificadas por intercambio anioénico con una columna Bio-Scale Mini Macro-Prep

High Q Cartridge de Bio-Rad, Campos y col. (1997), con modificaciones.

6.8 Analisis estadistico

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado. Los datos se analizaron utilizando
el software GraphPad Prism V5.0 de ANOVA (Tukey p <0.05) para evaluar las diferencias

entre las actividades enzimaticas de los venenos.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Patrén de bandeo de proteinas

Los venenos de serpientes de la familia Viperidae pueden tener hasta 100 componentes
proteicos, incluidos 10 tipos de familias distintas de proteinas, siendo mezclas complejas de
proteinas y péptidos (Serrano y col., 2005). Los venenos de las especies C. aquilus, C.
polystictus y C. molossus nigrescens contienen un patréon de bandeo con proteasas de pesos
moleculares aparentes similares bajo condiciones no-reductoras y reductoras, sin embargo,
en el altimo caso se detectd la presencia de bandas de proteinas adicionales, resultantes del
desdoblamiento de las proteinas bajo estas condiciones. Las proteinas de los venenos
abarcan un rango de pesos molecular aparente (PMA) desde los 6 kDa hasta los 180 kDa,
con patrones de bandas proteicas que presentan similitud con algunas diferencias entre
ellos, indicando la alta variabilidad en la composicidon de los venenos de serpiente (Figura
5). Los patrones de proteina encontrados para Cmn y Cp fueron similares a los reportados
por (Borja y col., 2018) y (Mackessy y col., 2018). Los venenos analizados presentaron una
coloracion amarilla, la cual estd relacionada con la presencia de L-amino acido oxidasas
(LAAO), una familia de enzimas con un peso molecular reportado 50 kDa. En el presente
trabajo, los venenos de las tres especies mostraron bandas de proteina con este peso
molecular, sin embargo, los andlisis para LAAO son necesarios para confirmar su

presencia.

7.2 Zimografia y actividad enzimatica de serin proteasas del veneno de serpiente (SVSP)

Usualmente las SVSP son reportadas en un rango de peso molecular de 25-76 kDa
(Serrano, 2013) sin embargo, las bandas de proteasas de los venenos de Ca y Cmn, fueron
detectadas en un rango de 15 a 95 kDa, para serin proteasas tipo tripsina y de 40 y 80 kDa,
para tipo quimotripsina (Figura 6), lo que podria ser atribuido a su grado de glicosilacion
(Serrano y Maroun, 2005). En el zimograma con sustrato SAAFpNA se observd un menor
numero de proteasas en comparacion con las del zimograma con sustrato BApNA, el cual
puede ser reconocido por serin proteasas tipo trombina de venenos de serpiente, asi como

serin proteasas tipo tripsina (Castro y col., 2004) asociadas con la activacion de zimdgenos
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de metaloproteasas (Khan y James, 1998), lo cual podria favorecer su presencia en un

mayor numero de formas.

Figura 5. Patron de bandeo de proteina del veneno de C. aquilus (Ca), Crotalus
polystictus (Cp) and C. molossus nigrescens (Cmn). Veinte ug de proteina del veneno
analizado por SDS-PAGE al 10% bajo condiciones NR (no-reductoras) y R (reductoras).
Marcadores de peso molecular (MPM) en kDa. La variabilidad en las bandas de proteasas
estd marcada con cuadros rojos.
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Figura 6. Actividad proteolitica de serin proteasas del veneno de C. aquilus (Ca), C.
polystictus (Cp) y C. molossus nigrescens (Cmn). (A) Gel de SDS-PAGE 10% y (B)
zimografia. Proteasas tipo tripsina utilizando 50 pg de proteina de veneno con sustrato
BApNA, andlisis de proteasas tipo quimotripsina utilizando 100 pg de proteina de veneno
con sustrato SAAFpNA. Después de la electroforesis una membrana de celulosa con el
sustrato para cada serin proteasa fue colocado sobre el gel e incubado 2.5y 5 h a 37° C,
respectivamnete. Marcadores de peso molecular (MPM) en kDa. La variabilidad en las
bandas de proteasas estd marcada con cuadros rojos.

Los venenos de Ca 'y Cmn mostraron diferencias en SVSP tipo tripsina en el rango de los
70 kDa, mientras que el veneno de Cp no presentd actividad en este rango de peso
molecular. Ademas, Cmn y Cp mostraron tres bandas de proteasas en el rango de 14 a 25
kDa, las cuales estuvieron ausentes en el veneno de Ca. Para las SVSP tipo quimotripsina,
el veneno de Ca presentd dos bandas de proteasas de 40 y 80 kDa, mientras que Cmn no

presentd la segunda banda y en el veneno de Cp, ambas bandas no fueron detectadas.

29



Algunas de las bandas de proteinas fueron observadas débilmente marcadas en el gel de
SDS-PAGE utilizado para la zimografia de serin proteasas tipo tripsina, esto puede ser
ocasionado por las condiciones de incubacidén o la utilizacion de una baja cantidad de
proteina, sin embargo, la actividad enzimatica si fue detectada por zimografia, debido a la
alta sensibilidad de deteccion de la técnica (Wagner y col., 1985). Estas bandas de
proteasas si se lograron observar en el patron de proteinas observado en gel de SDS-PAGE
y en el gel de SDS-PAGE usado para la zimografia de serin proteasas tipo quimotripsina, la

cual fue hecha con una mayor cantidad de proteina de veneno (100 pg).

En ambos venenos, la actividad de serin proteasas registré una mayor actividad amidolitica
sobre el sustrato BApNA (220 UA/mL) en comparacion de la actividad sobre el sustrato
SAAFpNA (100 a 150 UA/mL) y el sustrato utilizado para identificar enzimas tipo elastasa.
Las SVSP tienen mayor afinidad hacia sustratos que contienen Arginina en la posicion P1,
similares a los reconocidos por la tripsina bovina y enzimas tipo trombina de venenos de
serpiente, las cuales son componentes abundantes de éstos y reconocen el sustrato BApNA
(Castro y col., 2004). Lo anterior podria favorecer la alta actividad de proteodlisis sobre este
sustrato. Cp mostré los valores mas altos de actividad enzimatica tipo tripsina y

quimotripsina, mientras que Ca mostré el valor mas bajo de actividad tipo elastasa (Figura
7).
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Figura 7. Actividad proteolitica de serin peptidasas del veneno de C. aquilus (Ca), C.
polystictus (Cp) y C. molossus nigrescens (Cmn). (A) enzimas tipo tripsina, utilizando
tripsina bovina como control positivo; (B) tipo quimotripsina, usando quimotripsina bovina
como control positivo; (C) enzimas tipo elastasa, utilizando elastasa porcina como control
positivo. La actividad enzimatica fue expresada en unidades de actividad (UA/pg de
proteina). Las letras pequefias muestran diferencias significativas (Tukey p <0.05) entre las
muestras para cada enzima, sin comparacion con los controles positivos (Pc).

7.3 Zimografia de actividad enzimatica sobre gelatina y actividad sobre caseina de

SVMP

La actividad proteolitica de metaloproteasas de los venenos de serpientes ha sido analizada,
mediante la ruptura de componentes proteicos de la membrana basal La actividad
proteolitica del veneno de estas especies sobre gelatina se muestra en la Figura 8. El veneno
de Ca mostro la mayor actividad caseinolitica, seguido del veneno de Cp y Cmn. Cuando la
misma actividad enzimatica fue analizada en presencia de EDTA, los venenos de Ca y Cmn

no tuvieron actividad, mientras que el veneno de Cp mantuvo un 40% de actividad. Esto
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puede ser debido a la presencia de serin proteasas que reconozcan la caseina como sustrato,
como ha sido reportado por Krogdahl y Holm (1983) en serin proteasas de mamiferos y

aves.
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Figura 8. Zimografia de gelatina en geles de poliacrilamida al 10% y actividad
proteolitica utilizando sustrato de caseina. (A) Diez microgramos de proteina de veneno
de C. aquilus (Ca), C. polystictus (Cp) y C. molossus nigrescens (Cmn) incubados después
de la electroforesis durante 2,5 horas a 37° C. marcadores de peso molecular (MPM) en
kDa. (B) Actividad proteolitica de 100 pg de muestras de veneno en presencia/ausencia de
EDTA 50 mM incubado con caseina como sustrato durante 2,5 horas a 37° C. Control
negativo (Nc). La variabilidad en las bandas de proteasas estd marcada con cuadros rojos.
Las letras pequefas muestran diferencias significativas (Tukey p <0.05) entre las muestras,
ya sea con o sin acido etilendiaminotetraacético (EDTA).

Estos resultados coinciden con la alta actividad enzimatica tipo tripsina y quimotripsina del
veneno de Cp. El decremento en la actividad debido al efecto quelante del EDTA indica
que la actividad proteolitica principal utilizando caseina como sustrato, corresponde a

metaloproteasas. La zimografia de actividad gelatinolitica mostré que Ca contiene el mayor
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nimero de metaloproteasas, seguido por los venenos Cmn y Cp (Baramova y col., 1989;
Sanchez y col.,, 2017). Estas enzimas son capaces de romper fibronectina, laminina,

colageno tipo IV y gelatina tipo I, IIT and V (Bjarnason y Fox, 1994).

Debido a que la actividad de todas las SVMP son dependientes de Zinc ((Bjarnason y Fox,
1994; Fox y Serrano, 2008), su presencia en ambos venenos se confirmd utilizando EDTA,
(Figura 9).

A B - C
EDTA EDTA EDITA

MPAE Ca  10mdl SOmd 100 mhd bt U Cp lomb  $0md 100 mb MEPM Ciont 10mh  S0mA 100 mM

({{]i]

BO

Figura 9. Zimografia de SVMP en SDS-PAGE al 10 % de acrilamida co-polimerizado
con gelatina. Diez microgramos de proteina de veneno de (A) C. aquilus (Ca), (B) C.
polystictus (Cp)y (C) C. molossus nigrescens (Cmn) incubados durante 30 min con 10, 50
y 100 mM de EDTA y analizados por electroforesis e incubados posteriormente 2,5 horas a
37 °C. Las flechas rojas indican la inhibicion de SVMP por EDTA, asteriscos rojos (*)
muestra bandas no compartidas entre los venenos, los cuadros rojos muestran bandas de
proteasas con actividad gelatinolitica no afectadas por el EDTA. Marcadores de peso
molecular (MPM) en kDa.

Las proteasas de todos los venenos corresponden a bandas de proteina con un PMA entre
30-200 kDa, las cuales fueron inactivadas utilizando EDTA en concentraciones de 10 a 50
mM, indicando que se trata de SVMP. En la especie Cp, la mayoria de las SVMP perdieron

su actividad bajo las condiciones usadas mientras que, en Ca algunas proteasas de PMA de
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40, 50 y 70 kDa permanecieron activas y en Cmn, las proteasas de 70 y 90 kDa,
mantuvieron su actividad enzimadtica. Dichas bandas pueden pertenecer a enzimas tipo
trombina, algunas de las cuales en pueden hidrolizar gelatina (Zaqueo y col., 2014), sin
embargo, la mayoria de las serin proteasas detectadas por zimografia para Cp y las de peso

molecular menor a 25 kDa para Ca y Cmn, no mostraron actividad gelatinolitica.

En la subespecie C. molossus molossus, Sénchez y col. (2001) y Chen & Rael (1997)
reportaron 2 metaloproteasas, una de 26 kDa y otra de 25 kDa, respectivamente. Ademas,
(Ramirez y col., 1990) report6 el aislamiento de una proteasa y una serin proteasa tipo
trombina del veneno de Cmn, y Mackessy en 2010a, basado en €l peso molecular reportado
en literatura para SVMP, reportdé metaloproteasas de PMA de 21 y 45 kDa para C.
molossus molossus. En este estudio Cmn se observaron al menos seis SVMP de 30, 120 y
170 kDa y dos de 200 kDa, lo que muestra diferencias en la composiciéon de veneno
comparado con la subespecie C. molossus molossus. Por otro lado, en la especie Ca y Cp se
identificaron SVMP de 50, 75, 180 y 190 kDa, distintas a las MP de 20 y 50 kDa,
reportadas anteriormente por espectrometria de masas para Cp (Mackessy, 2010a;

Mackessy y col., 2018); en el caso de Ca no existen reportes previos de SVMP.

En algunos de los venenos de serpiente de cascabel, los componentes mas abundantes son
SVMP y SVSP (Mackessy, 2010c). En Ca, Cp y Cmn la mayoria de las proteinas de alto
peso molecular detectadas corresponden a estos dos tipos de proteasas. Esto puede ser dado
por la presencia de complejos proteicos que formen homodimeros o heterodimeros. Este
fenomeno esta reportado para SVMP de la clase P-III, los cuales son complejos formados
con una unidad extra que interactia a través de interacciones covalente y no-covalentes y
exhiben mayor actividad farmacoldgica comparado con los componentes individuales,
jugando un papel importante el efecto patofisioldgico durante el envenenamiento. Este tipo
de complejos esta reportado también para SVPLA,, LAAO y toxinas three-finger (enzimas
no proteicas) (Doley y Kini, 2009) . La identificacion de SVMP y SVSP (tipo trombina) en
los venenos de serpientes es de particular interés, ya que ambas tienen efectos sinérgicos y
en conjunto provocan fuertes sangrados, cuyo efecto es de dificil manejo durante el

tratamiento clinico (Gutiérrez, 2010; Gutiérrez y col., 2010).
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Los venenos de Cp y Ca mostraron valores altos de estos dos tipos de actividades
enzimaticas, similar o incluso mayor a las actividades de este tipo para el veneno de Cmn,
el cual ha sido descrito como altamente hemorragico y hemolitico (Macias-Rodriguez y
col., 2014; Meléndez-Martinez y col., 2017). Para el veneno de Cmn, al menos dos. SVSP
han sido reportadas como los componentes principales asociados con la letalidad
determinado a través de andlisis de toxicidad utilizando el veneno fraccionado (Borja'y col.,

2018).

7.4 Zimografia y actividad enzimatica de fosfolipasas A2

En el veneno de la subespecie Crotalus molossus nigrescens se observaron dos bandas de
proteasas de 10 y 17 kDa, similares a las dos proteasas de 15.7 y 17 kDa reportadas por
Ferlan y col. (1983), y de 13.7 y 13,6 kDa, reportadas por Tsai y col. (2001), analizadas por
espectrometria de masas. Para Ca se encontrd una SVPLA, de 14 kDa y para Cp una de 15
kDa, que estan dentro del rango de peso molecular (13—18 kDa) reportado para SVPLA,
(Zhou y col., 2009). En este estudio, la composicion encontrada de PLA; en los venenos de
Ca, y Cmn, fue diferente (Figura 10), sin embargo, los valores de actividad de SVPLA,
entre Ca y Cmn fueron similares, y los mas bajos en Cp, a su vez, estos valores de
actividad, comparados con la fosfolipasa de abeja utilizada como control, presentaron una
mayor actividad enzimética de este tipo, lo cual podria estar relacionada con el dafio
miotdxico sobre las fibras musculares (Oliveira y col., 2018). En el veneno de Cmn, el
efecto hemolitico ha sido relacionado con la actividad de SVPLA,, las cuales se asocian

con degradacién de la membrana plasmatica (Meléndez-Martinez y col., 2017).
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Figura 10. Zimografia y actividad enziméatica de SVPLA,. (A) SDS-PAGE al 12%, (B)
zimograma en gel al 4% agarosa co-polimerizado con yema de huevo utilizando 20 pg de
proteina de veneno de C. aquilus (Ca), C. polystictus (Cp) y C. molossus nigrescens (Cmn).
Después de la electroforesis, el gel fue incubado durante 2 horas a 37 °C. Marcadores de
peso molecular (MPM) en kDa. (C) Actividad enzimatica de fosfolipasa de 10 pg de
veneno de abeja (BPLA,) usada como control positivo y 100 ng de venenos de Ca, Cp y
Cmn. Las letras pequefias (a, b) indican diferencia estadistica (Tukey p <0.05) entre las
muestras, no se compard el control positivo. Las flechas rojas muestran bandas con
actividad SVPLA,, y el asterisco rojo muestra bandas no compartidas entre los venenos.

7.5 Zimografia y actividad enzimadtica de hialuronidasas

Las hialuronidasas de los venenos (SVHA) tienen pesos moleculares en el rango de 33 a
110 kDa (Kemparaju y col., 2009). En el veneno de C. molossus nigrescens no se habian
logrado detectar previamente (Ramirez y col., 1990) y en el veneno de Cp, han sido
analizadas mediante RHPLC/MS (Mackessy y col., 2018), mientras que para Ca, no existen
reportes previos de este tipo de enzimas. En este estudio, en los venenos de Ca, Cp y Cmn

se observo el patron de enzimas con actividad de hialuronidasa, con un rango de pesos
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moleculares de 10 a 150 kDa (Figura 11), algunas de ellas no son compartidas entre las tres
especies, sin embargo, cuando se comparan los porcentajes de turbidez del acido
hialurénico en presencia de los venenos, los valores son similares, aun cuando en cada
especie, el nimero de proteasas de este tipo fue distinto.

A B
MPM_ Ca Cp  Cmm

HE
1% Ci

44

Ciny
- RCIE

Turludez ®a)

¢
D T T T L 4 ]

il A JELT] 1] 2003 250

Frodema de verenao (e

Figura 11. Actividad de SVHA. (A) Zimografia en SDS-PAGE co-polimerizado con
acido hialurénico de 100 pg de proteina de veneno, incubada después de la electroforesis
durante 2.5 horas a 37° C. Marcadores de peso molecular (MPM) en kDa. (B) Actividad
enzimatica de SVHA de los venenos de C. aquilus (Ca), C. polystictus (Cp) y C. molossus
nigrescens (Cmn), utilizando concentraciones de 20 a 200 pg de proteina de veneno. En el
ensayo de turbidez se usd como control positivo la hialuronidasa de testiculos bovinos
(BHA). Los rectangulos rojos indican variabilidad entre las hialuronidasas de los venenos.
Las letras pequefias muestran diferencias estadisticas entre las muestras (Tukey p <0.05),
sin comparacidn contra el control positivo.

En cuanto a los valores de actividad enzimadtica, el veneno de Cp presentd la mayor
actividad de SVHA (menor porcentaje de turbidez), seguido por los venenos de Ca y Cmn.
Estas actividades fueron menores que la actividad de la hialuronidasa de testiculos bovinos,
usada como control positivo. Las hialuronidasas de venenos de serpiente son usualmente

conocidas como factores de dispersion del veneno, ya que degradan el 4cido hialurénico de
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la matriz extracelular, lo cual puede potenciar indirectamente la induccidon de hemorragias
junto con MP y el dafio miotdxico de SVPLA, favoreciendo un efecto sinérgico sobre el
efecto necrético a nivel de la mordedura, sin embargo, hasta ahora se les ha dado poca
importancia y existen pocos estudios sobre su caracterizacion (Girish y col., 2004;
Kemparaju y col., 2009). En los venenos analizados de Ca, Cp y Cmn, las hialuronidasas se
encuentran presentes en un elevado nimero de formas, las cuales no habian sido reportadas
anteriormente en estas especies. Estas y otras de las proteasas analizadas presentaron PMA
distintos a los rangos de peso molecular usualmente reportados y representan proteasas de

interés para una posterior caracterizacion individual

7.6 RP-HPLC

El fraccionamiento de los venenos de las tres especies por RP-HPLC (Figura 12) mostrd
perfiles de elucidn similares, sin embargo, las concentraciones entre ellos fueron diferentes.

e encontraron abundantes picos ( 10)entre 40 y 55 min, donde se determinaron tiempos de
elucidon para proteinas como las fosfolipasas A2 (35-45 min) (Marangoni y col., 2013),
metaloproteasas y hialuronidasas (=50 min) (Menaldo y col., 2012). os picos que
aparecieron a los 20 y 30 min fueron menos abundantes ( 6), esos picos presentaron
tiempos de elucion similares a los reportados previamente para algunas serin proteasas
(Lomonte y Calvete, 2017). El ultimo grupo de componentes, probablemente péptidos
pequetios, se eluyd entre 5 y 10 min. El veneno de Ca presentd dos picos a los 36 min,
ausente en los venenos de Cp y Cmn, mientras que el veneno de Cmn mostré dos picos a
los 50 y 51 min no compartidos con las dos especies restantes. A los 5 min, las fracciones
mas hidrofilas eluyeron en los venenos de Ca y Cmn. El veneno de Cmn mostré6 mayor
variabilidad en picos eluidos entre los 25, 47 y 50 min, seguidos de los venenos de Ca y Cp
con un nimero menor de fracciones. Los tiempos de retencion de elucion son consistentes
con los datos obtenidos para las fosfolipasas A,, serin proteasas y péptidos pequefios
(detectados por zimografia y ensayos enzimaticos), y podrian indicar su presencia, sin
embargo, los tiempos de retencion para las metaloproteasas y las hialuronidasas no

correspondieron con los tiempos de retencion informados. Para otros venenos, sin embargo,
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la identificacion mediante andlisis enzimdaticos o el andlisis MALDI-TOF-MS-MS es
necesaria, aunque las fracciones no se detectaron después de 60 min.
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Figura 12. Fraccionamiento de los venenos por RP-HPLC. Pools de los venenos de A)
C. aquilus (Ca); B) C. polystictus (Cp) y C) C. molossus nigrescens (Cmn). Las flechas
rojas muestran picos no compartidos entre los venenos. Picos correspondientes a SVSP
(serin proteasas de veneno de serpiente), SVPLA, (fosfolipasas de veneno de serpiente),
SVMP (metaloproteasas de veneno de serpiente) y SVHA (hialuronidasas del veneno de
serpiente) determinados con base a los tiempos de elucion reportados en la literatura, son
indicados. Unidades de absorbancia (UA) a 280 nm.

7.7 MALDI-TOF-MS
En Cmn estd reportada una miotoxina (familia de proteinas pequefias no enzimaticas de
aproximadamente 4,8 kDa determinada por SDS-PAGE) tipo crotamina de 10 kDa que

produce un efecto de pardlisis espastica en las extremidades posteriores de ratones y

necrosis en las células musculares, ademas de siete isoformas de miotoxinas tipo crotamina,
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con pesos moleculares entre 4.9 y 5.1 kDa determinadas por espectrometria de masas ESI-
MS (Borja y col., 2018). En la Figura 13 muestra el analisis mediante espectrometria
MALDI-TOF, donde todos los venenos analizados mostraron moléculas de peso molecular

bajo (6, 7 kDa y 11 kDa), que podria indicar la presencia de miotoxinas tipo crotamina.

Para el veneno de Cmn, se han reportado cuatro SVPLA, con pesos moleculares entre 13.6
y 17 kDa (Ferlan y col., 1983; Meléndez-Martinez y col., 2017). En este estudio se
encontraron cinco picos entre 13 y 16 kDa para el veneno de Cmn y un pico de 13.9 kDa
para el veneno de Ca. En el caso del veneno de Cp, se ha reportado una SVPLA, de 13.9
kDa (Mackessy y col., 2018), mientras que en los resultados obtenidos se observan dos
picos de 12.4 y 16.2 kDa. Los picos de los tres venenos estaban en el rango de pesos
moleculares de SVPLA, (Zhou y col., 2009) y son consistentes con los informes anteriores

de SVPLA,, mostrando la mayor intensidad paralos venenos de Cp y Cmn.

En el caso de las SVMP, se ha reportado una proteasa de peso molecular de 22.6 kDa para
el veneno de Cmn (Borja y col., 2018); en este trabajo se observd un pico de 22.7 kDa para
Cmn, posiblemente la misma enzima y para los venenos de Ca y Cp se encontraron picos
de 23.2 y 23 kDa. Ademas, se observaron picos de 46.3 kDa para el veneno de Ca y 48 kDa
para los venenos de Cp y Cmn, estos pesos moleculares son consistentes con los pesos
moleculares reportados para SVMP en venenos de Cmn y Cp (Borja y col., 2018;
Mackessy y col., 2018).

Las SVSP se han reportado entre 24-30 kDa para el veneno de Cp (Borja y col., 2018), en
este trabajo se determind un pico de 27 kDa para el veneno de Ca, cinco picos entre 24 y 32
kDa para el veneno Cp y cuatro picos entre 24 y 31 kDa para el veneno de Cmn, todos ellos
en el rango de peso molecular para el SVSP (Serrano, 2013), los cuales fueron los picos
mas abundantes para los venenos de Cp y Cmn. Para el veneno de Cmn, al menos dos
SVSP han sido reportados como los principales compuestos asociados con la letalidad del
veneno, basados en andlisis de toxicidad del veneno fraccionado, ademas de la presencia de
proteinas y péptidos inferiores a 20 kDa con bajo o nulo reconocimiento por parte de dos

antivenenos (Borja y col., 2018). Estos componentes podrian jugar un papel similar en los
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venenos de Ca y Cp ya que todos los venenos mostraron perfiles de proteinas y péptidos
con similitudes en algunos picos de SVSP y péptidos en pesos moleculares similares a
miotoxinas tipo crotamina, observados por zimografia, R-HPLC y espectrometria de masas,
sin embargo, también se observaron picos diferenciales entre los tres venenos, 36.5 kDa
(SVSP) y 46.3 kDa (SVMP) para el veneno de Ca; 12.4 (SVPLA,) y 29 kDa para el veneno
de Cp (SVSP) y 28.6 kDa (SVSP) para el veneno de Cmn. El veneno de Cp mostrd mayor

abundancia de picos, seguido de los venenos de Cmn y Ca.
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Figura 13. Analisis por MALDI-TOF-MS de los venenos de serpientes. 100 pg de los
pools de venenos de A) C. aquilus (Ca); B) C. polystictus (Cp) y C) C. molossus nigrescens
(Cmn) fueron usados. Los asteriscos rojos indican picos no compartidos entre los venenos.
MYO (Miotoxinas), SVSP (serin proteasas de veneno de serpiente), SVPLA, (fosfolipasas
de veneno de serpiente), SVMP (metaloproteasas de veneno de serpiente). El numero de
picos para SVPLA, y SVSP esté indicado en la figura.

El veneno de Ca mostr6 la mayor actividad SVMP con un mayor numero alto de bandas de
peso molecular. El veneno de Cp mostrd un mayor contenido de bandas de SVSP, asi como
la mayor actividad de SVHA. El veneno de Cmn presentd un valor de actividad similar para

las SVSP (tipo elastasa), comparado con Ca y Cp, y s6lo una mayor actividad de SVPLA,;
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que el veneno de Cp, pero con bandas de SVMP de bajo peso molecular menos abundantes.
La actividad enzimatica SVPLA, fue alta en todos los venenos. El veneno de Cmn es
altamente hemorragico y hemotoxico (Macias-Rodriguez y col., 2014; Meléndez-Martinez
y col., 2017), y ya que estas actividades se relacionan mayoritariamente con la actividad de
SVMP, SVSP y SVPLA, (Gutiérrez y col., 2010; Meléndez-Martinez y col., 2017), se
esperaba que estas actividades enzimaticas fueran mas altas en esta especie, sin embargo,
unicamente presento mayor actividad de SVPLA, que Cp, mientras que las actividades de
SVMP y SVSP (tipo tripsina y quimotripsina), fueron menores que las presentadas en los
venenos de Ca y Cp. Estas actividades sugieren que los venenos de Ca y Cp podrian tener

los mismos efectos hemorragicos y hemotdxicos altos que se han reportado para Cmn.

7.8 Purificacion parcial del veneno de serpiente

Los venenos de Ca y Cmn fuero fraccionados mediante filtracion en gel, separando
muestras con actividad de serin proteasas tipo tripsina y quimotripsina y con actividad de
SVPLA, (Figuras 14 y 15). La actividad de hialuronidasa no se logro detectar, sin embargo,
ambos venenos presentan este tipo de actividad en zimografia. El andlisis por filtracion en
gel permitié la separacidon entre serin proteasas tipo tripsina y quimotripsina asi como,
SVPLA,, por lo que fue posible la deteccion de un nimero mayor de picos mediante RP-
HPLC en comparacion con muestras de veneno sin fraccionamiento previo, analizadas por
el método anterior. Las muestras separadas por filtracidon en gel se utilizaran para analisis

siguientes de toxicologia y obtencion de secuencias por MALDI-TOF-MS-MS.

42



2500 1200
X000 - 2 —i— Act proteolitica bpo 1000
2 Erpsing
2 [0
Eam i A | S = At prvealivica o E
é i quimairigsing asm S
= f., oo . . rl
= 1000 i ! '-'i. J i —=—IMam - 5
& " f [IalN k
LT :.I‘J'I & f L
500 J 4+ | \ ! S 300
AL ~4 -t
oy - o L fL 0 4 — SR
1] a1} A &l 8 100 120 140
Fracciones coleciadas

Figura 14. Veneno de C. aquilus fraccionado por filtracion en gel G75. Treinta mg
cargados de proteina de veneno utilizada. P1, P2, P3, P4, P5 y P6 indican los rangos de las
fracciones colectadas.
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Figura 15. Veneno de C. molossus nigrescens fraccionado por filtracion en gel G75.
Treinta mg de proteina de veneno usados. P1, P2, P3, P4, P5 y P6 indican los rangos de las
fracciones colectadas.
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8. CONCLUSIONES

El andlisis de los venenos de las tres especies de Crotalus: Crotalus aquilus (Ca), Crotalus
polystictus (Cp) y Crotalus molossus nigrescens (Cmn) muestra que estos son
principalmente hemotoxicos ya que presentan los principales grupos de familias de enzimas
que generalmente se encuentran en el veneno de la familia Viperidae: metaloproteasas,
serin proteasas, fosfolipasas A, y hialuronidasas. Se encontraron diferencias entre especies
para el nimero y la concentracidon de las enzimas estudiadas, patrones diferenciales en los
distintos rangos de peso molecular y diferencias en sus actividades enzimaticas. Algunas de
las proteasas encontradas presentaron altos pesos moleculares no reportados previamente,
que podrian estar relacionadas con la formacion de oligomeros de enzimas, sin embargo las

pruebas que validen su presencia son necesarias.

El veneno de Cmn se ha reportado como altamente hemorragico y hemotdxico. Debido a
que las actividades enziméticas, asi como los resultados de zimografias, RP-HPLC y
espectrometria de masas, mostraron patrones similares entre los venenos, se sugiriere que
los venenos de Ca y Cp podrian tener un efecto similar al del veneno de Cmn. En el caso
del veneno de Cmn, las serin proteasas son un componente directamente asociado con su
letalidad, ademds de presentar miotoxinas tipo crotamina, no reconocidas por algunos

antivenenos, estos péptidos y enzimas podrian estar presentes en los venenos de Ca 'y Cp.

Finalmente, la presencia de una amplia gama de enzimas hidroliticas en los venenos
estudiados puede jugar un papel importante en su efecto toxico. El conocimiento de la
variabilidad del veneno podria ser util para desarrollar estrategias mas efectivas en la
terapia antiveneno ademads, las proteasas en si, tienen un potencial importante para su
posible aplicacidén biotecnoldgica. En estudios posteriores, utilizando las fracciones de los
venenos de Ca y Cmn, se determinard la secuencia peptidica de las enzimas principales
para cada veneno de serpiente con el fin de para tener un mejor conocimiento sobre ellos y
el posible desarrollo de antidotos terapéuticos, asi como sus posibles aplicaciones

biotecnoldgicas.
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