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RESUMEN

Las serpientes venenosas presentan una mezcla compleja de toxinas de
origen proteico con diferentes actividades farmacoldgicas. Un mecanismo de
resistencia que las serpientes y otros organismos presentan contra estas toxinas
es la sintesis de inhibidores plasmaticos que neutralizan las actividades de estas
toxinas. En este estudio se utilizé un enfoque basado en cromatografia,
electroforesis y proteGmica para separar e identificar una fraccion de inhibidores
a partir del plasma de la serpiente cascabel neotropical, Crotalus simus. También
se utilizd una bateria de pruebas para probar si tienen actividad neutralizante
contra las actividades del veneno de esta serpiente. Y por ultimo se comparé la
actividad neutralizante de estos inhibidores con el suero antiofidico comercial
Polival-ICP. Se obtuvo una fraccibn de proteinas plasmaticas que se
identificaron parcialmente por espectrometria de masas en tandem como
inhibidores de fosfolipasa Az tipo gamma (yPLI). Esta fraccién neutralizé las
actividades letal, miotdxica y coagulante del veneno de C. simus, pero no las
actividades desfibrinogenante, hemorragica ni proteolitica. En comparacion con
el suero PoliVal-ICP, los inhibidores son mas potentes en neutralizar la actividad
letal del veneno, si se considera la masa de proteina inyectada en los ratones.
Pero el suero es mas versatil que los inhibidores, ya que neutraliza todas las
actividades del veneno. Se concluye que los inhibidores de fosfolipasa A2
identificados son eficaces en neutralizar la letalidad del veneno de esta especie
de serpiente porque neutralizan las fosfolipasas A2z responsables tanto de la

actividad miotdxica como de la actividad letal.
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Introduccion

De las 143 especies de serpientes presentes en Costa Rica, 23 de ellas
presentan un veneno lo suficientemente toxico como para tener relevancia
clinica en seres humanos y animales domésticos o de granja (1). Las dos
especies de mayor importancia en cuanto a envenenamiento son las serpientes
terciopelo, Bothrops asper, y cascabel neotropical, Crotalus simus (previamente
Crotalus durissus durissus), ya que provocan la mayor cantidad de los accidentes
ofidicos en el pais (2,3).

Los venenos de serpientes son una mezcla de proteinas con propiedades
farmacoldgicas que causan un envenenamiento en la victima o en la presa. Para
el caso de cascabeles (géneros Crotalus y Sistrurus), sus venenos se pueden
clasificar en tipo | o tipo Il. Los venenos tipo | presentan una alta concentracion
de metaloproteinasas de veneno de serpiente (SVMPSs) y una menor actividad
letal. Mientras que los venenos tipo Il tienen una baja concentracién de SVMPs,
alto contenido de fosfolipasas Az (PLA2) y una mayor actividad letal (4,5). En los
venenos tipo | se presentan hemorragias como su efecto principal, causadas
principalmente por los altos niveles de SVMPs; mientras que para los venenos
tipo 1l se presenta neurotoxicidad y miotoxicidad, debido a la presencia de
crotoxina y crotamina, respectivamente (6).

El veneno de C. simus se clasifica diferente entre individuos adultos y
neonatos, donde los neonatos presentan un veneno tipo Il, pero al pasar a la
adultez, sufren un cambio ontogenético en su veneno en el que hacen una
transicion a un veneno tipo | (6,7,8). Es por esto que el envenenamiento por
mordedura de individuos adultos de C. simus causa hemorragia, edema y
desfibrinacion, pero tiene letalidad y miotoxicidad bajas. Por otro lado, en
modelos murinos, los individuos neonatos causan un cuadro de envenenamiento
diferente al de adultos, en el que se evidencia neurotoxicidad y miotoxicidad altas

(7,8); aunque no hay reportes de que esto se dé en humanos.

La toxicidad de los venenos se da por actividades bioquimicas particulares
de familias especificas de proteinas. La actividad proteolitica esta causada por

serina proteasas de veneno de serpiente (SVSPs) y por SVMPs (9,10,11). Las
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SVSPs contribuyen en la protedlisis de proteinas relacionadas con la
coagulacion, por lo que tienen un efecto sobre la hemostasis, que puede causar
trombosis (12). Estas pueden tener actividad fibrinogenolitica, fibrinolitica o
ambas, pero cortan los factores de la cascada de coagulacion en lugares que no
son los usuales, lo que resulta en formacion de coagulos no-funcionales que se
desagregan facilmente (13). Esto causa que se utlicen los factores de
coagulacion de manera inapropiada, por lo que no se forma el codgulo y genera
la hemorragia. Otras SVSPs tienen actividad anticoagulante indirecta al activar
proteinas plasmaticas cuya funcién es impedir la formacion de coagulos (14,15),

por lo que inducen hemorragia.

Las SVMPs se conocen como hemorraginas, ya que son las principales
responsables de los efectos hemorragicos. Estan subclasificadas en SVMPs P,
PIl, Plll o PIV, siendo estas ultimas las menos comunes (16). Su actividad
consiste en degradar componentes de la matriz extracelular en la membrana
basal de los vasos sanguineos, principalmente el colageno tipo 1V, lo que causa
la ruptura de los vasos sanguineos, conllevando a la hemorragia (10,11).

También hay SVMPs con actividades coagulantes (17) y anticoagulantes (18).

En el género Crotalus, el componente de mayor relevancia del grupo de
las fosfolipasas A2 (PLA2) es una B-neurotoxina llamada crotoxina, la cual es un
complejo heterodimérico de dos proteinas, una &cida y otra basica (19,20). El
componente acido se conoce como crotoxina A, crotapotina o CA, y no tiene
actividad enzimatica ni toxicidad; mientras que el componente basico, conocido
como crotoxina B o CB, es una fosfolipasa Az con actividad neurotédxica (19,20).
Si bien la CB presenta actividad neurotdxica por si misma, existe una sinergia
cuando ésta se encuentra en complejo con el componente CA, que aumenta su
actividad (21,22).

La crotoxina impide la liberacion de vesiculas de acetilcolina de la neurona
presinaptica a la sinapsis neuromuscular, bloqueando la transmision de sefales
nerviosas a la fibora muscular (23,24,25); otras investigaciones han apuntado a

gue también hay una actividad de bloqueo post-sinaptico (26,27). Ademas de
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tener actividad neurotdxica, también se ha visto que la crotoxina presenta
cardiotoxicidad (28), miotoxicidad (29,30,31) y nefrotoxicidad (32).

Dada la complejidad en composicion y la peligrosidad de los venenos de
serpiente, se necesita de un antidoto ante una mordedura. Para esto, se
administra de manera intravenosa el suero antiofidico, que es la Unica terapia
aprobada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para el
envenenamiento por mordedura de serpiente (33). Este suero consiste en una
preparacion terapéutica de inmunoglobulinas G (IgG) completas o fragmentadas
enzimaticamente (Fab o F(ab’)2), las cuales tienen especificidad contra el veneno
de la serpiente responsable de la mordedura. Estas se generan por medio de la
hiperinmunizacién de un animal. Para esto, normalmente se inmunizan caballos
(34), pero en otros casos se utilizan burros, camellos, conejos, llamas u ovejas
(35,36,37,38). Para hacer la inmunizacion, se puede utilizar el veneno de una
sola especie de serpiente (suero antiofidico monoespecifico) o el de varias

especies de serpientes (suero antiofidico poliespecifico o polivalente) (33,39,40).

Para eliminar la region Fc de los anticuerpos, las IgGs completas pueden
ser sometidas a una digestién enzimatica con pepsina o papaina, y asi obtener
solo una molécula de F(ab’)2 o Fab, respectivamente, que también son capaces
de neutralizar las toxinas (41,42). En ambos casos, al no tener la region Fc, la
respuesta anti-lg equina por parte del paciente se reduce levemente (41). De
manera alternativa, se ha estado desarrollando la posibilidad de usar anticuerpos
monoclonales contra proteinas especificas asociadas a una actividad toxica (43),
con la desventaja de que se tendria que crear al menos un anticuerpo

monoclonal para cada familia de proteinas presentes en el veneno.

Debido a que los venenos son mezclas complejas de toxinas y, en ciertos
casos, de muy alta peligrosidad, surge la duda de cual es el mecanismo mediante
el cual las serpientes resisten su propia toxicidad, ya que podria proveer una
alternativa o un complemento a la terapia actual. Al respecto, se han descrito
varios mecanismos que han desarrollado estos organismos para resistir un auto

envenenamiento y que se describiran a continuacion.
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El aparato glandular productor de veneno almacena las toxinas, de
manera que funge como una barrera fisica al impedir la salida de las toxinas a
otros compartimentos (44). Ademas, se sintetizan compuestos de baja masa
molecular que inhiben las actividades de las proteinas dentro de la glandula;
entre ellos esté el citrato, que es un agente quelante de cationes, algunos de los
cuales son indispensables para algunas enzimas del veneno (45,46); y
tripéptidos que inhiben especificamente a SVMPs (47,48,49,50). Otra manera de
evitar que las enzimas funcionen dentro de la glandula es sintetizarlas como
zimoOgenos, cuya actividad se inhibe a través de una secuencia conservada que

bloquea la activacion del dominio catalitico (51,52,53).

En el caso de que si se dé una filtracion de las toxinas a algun
compartimento, las serpientes también poseen mecanismos de proteccion contra
un envenenamiento. Uno de ellos es la modificacidn estructural de los receptores
blanco de algunas de las toxinas, lo que impide la unién de éstas a los
receptores; como es el caso del receptor nicotinico de acetilcolina (hAAChR) en
fibras de musculo esquelético de Naja haje (54,55). Este presenta una arginina
N-glicosilada en la posicién 189 del nAChR, y cuya glicosilacion impide la union
de la toxina al receptor. Pero también existen factores humorales de origen
proteico que se consideran parte de la inmunidad innata ante sus propias toxinas
(56,57,58,59). Estos factores humorales se conocen como inhibidores
enddgenos plasmaticos, y son sintetizados en el higado (60,61) y en las
glandulas de veneno (62,63).

Los inhibidores enddgenos plasmaticos se dividen en inhibidores de
PLAzs (o PLIs) e inhibidores de SVMPs (o SVMPIs). Hasta el momento no se
han identificado inhibidores enddgenos plasmaticos de SVSPs. El modelo de
neutralizacion propone que hay una unién no-covalente del inhibidor con su
toxina respectiva, de manera que esta Ultima pierde su capacidad de producir
dafio (64). Para el caso de los PLIs, se sabe que son proteinas de fase aguda
positivas, ya que en la serpiente Gloydius brevicaudus su expresion en el higado
aumenta cuando se inyecta veneno intramuscularmente en individuos de esta

misma especie (65).
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Los PLlIs son glicoproteinas oligoméricas sin actividad proteolitica. Tienen
una estructura cuaternaria mediada por interacciones no-covalentes de tres a
seis subunidades. Los PLIs tienen una masa de entre 75y 120 kDa y se clasifican
como tipo a, B o y, basandose en las estructuras que las conformen (66). Los
tipo-a tienen similitud con Dominios de Reconocimiento de Carbohidratos o
CRDs (Carbohydrate Recognition Domain) de lectinas tipo C, con una masa de
entre 75y 120 kDa, tienen entre tres y seis subunidades de 20 a 25 kDa cada
una, e inhiben PLA2zs &cidas (66,67,68). Los tipo-3 contienen repeticiones ricas
en leucina o LRR (Leucine-Rich Repeats), son trimeros de 50 kDa por
subunidad, e inhiben PLA2s basicas (66,69,70). Los tipo-y son glicoproteinas
acidas con estructuras de tres dedos, cuyas secuencias contienen dos patrones
en tandem de residuos de cisteinas y dos motifs de tres dedos; tienen una masa
de entre 90 y 130 kDa, conformadas por entre tres y seis subunidades de 20 a
31 kDa (66,68,70).

En cuanto a los SVMPIs plasmaéticos, éstos son glicoproteinas acidas, con
puntos isoeléctricos de menos de 3.5 a 5.4, y con una alta estabilidad térmica y
de pH (71,72). Su clasificacibn se puede hacer de acuerdo con su masa
molecular nativa o a la familia proteica a la que pertenecen. Con respecto a la
masa molecular nativa, se encuentran dos grupos: uno con proteinas de baja
masa molecular (entre 40 y 95 kDa) y otro de alta masa molecular (entre 700 y
1090 kDa). Con respecto a la familia proteica, se encuentran cuatro familias: el
grupo de las fetuinas/superfamilia de las Cistatinas, la superfamilia de los genes
de las IgG, la familia lectina P35 ficolina/opsonina y una proteina a la cual todavia
no se le ha asignado una familia (59). Pero de éstas, solo el grupo de las
fetuinas/superfamilia de las Cistatinas y la proteina sin familia asignada (73) se

encuentran en serpientes.

Se han realizado estudios funcionales que demuestran la capacidad
neutralizante que estos inhibidores enddgenos plasmaticos de serpientes tienen
sobre el veneno de éstas en modelos in vivo e in vitro (67,68,74,75,76,77). En
Costa Rica se reporta el aislamiento, a partir de plasma de Bothrops asper, de
un PLI tipo-a (BaMIP) de PLA2 miotOxica; éste neutraliza la actividad PLA2 de las

miotoxinas | y Ill, y las actividades miotdxica, edematizante y citolitica contra las
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cuatro isoformas de miotoxina presentes en el veneno (76). Ademas, también se
reporta el aislamiento de dos PLIs de Cerrophidion sasai (previamente
Cerrophidion godmani), uno tipo-a y otro tipo-y, de PLA2 miotoxicas. El inhibidor
tipo-a (CgMIP-Il) neutraliza las actividades PLA2, miotoxica, edematizante y
citolitica de la miotoxina |; mientras que el tipo-y (CgMIP-I) neutraliza

selectivamente la toxicidad de la miotoxina Il (68).

Por otra parte, si bien el suero antiofidico es el Unico tratamiento
aprobado, éste es reconocido por el cuerpo del paciente como un antigeno, lo
que resulta en una respuesta contra las inmunoglobulinas del suero. Esta
respuesta se puede dar de dos maneras: 1) como una reaccion inmediata (0
reaccion anafilactica) y 2) como una reaccioén tardia (o enfermedad del suero)
(78). En la primera se da una reaccion al momento de la administracién del
antiveneno, que puede consistir en urticaria, broncoespasmos e hipotension
(79,80). Mientras que la segunda se da entre una a dos semanas después, y
puede incluir fiebre, urticaria, picazon, y en algunos casos linfadenopatia, dafio

renal por proteinuria y dolor en las articulaciones (35,80).

A pesar de que los inhibidores enddgenos también son proteinas
heter6logas, éstas son mas pequefias, lo que podria causar que pasen
desapercibidas ante el sistema inmune. Ademas, no precipitan cuando se unen
a las toxinas del veneno (81), como si lo hacen los anticuerpos del suero
antiofidico (82), lo que podria reducir la probabilidad de enfermedad del suero.
Por ello, elucidar detalles sobre el funcionamiento de los inhibidores endégenos
de serpientes es atractivo para utilizarlos como alternativa o complemento al

método tradicional para el tratamiento contra las mordeduras de serpientes.



Hipotesis
El plasma sanguineo de serpientes Crotalus simus presenta un conjunto de

proteinas plasmaticas con propiedades inhibitorias contra su propio veneno.

Objetivo General

Identificar y caracterizar mediante técnicas bioquimicas y biologicas el conjunto
de proteinas plasmaticas de C. simus que tengan posibles propiedades
inhibitorias del veneno de esta misma especie para determinar su actividad

biologica en la serpiente.

Objetivos especificos

1. Aislary purificar por medio de técnicas cromatogréficas y electroforéticas
el conjunto de proteinas plasmaticas de C. simus que tengan posibles
propiedades inhibitorias del veneno de esta misma especie.

2. Caracterizar bioquimicamente mediante técnicas protedmicas el conjunto
de proteinas plasméaticas de C. simus que tengan posibles propiedades
inhibitorias del veneno de esta misma especie.

3. Caracterizar bioldgicamente por medio de pruebas in vitro e in vivo en un
modelo murino la posible actividad neutralizante del conjunto de proteinas
plasmaticas de C. simus para determinar si poseen propiedades
inhibitorias del veneno de esta misma especie.

4. Comparar la eficacia neutralizante de proteinas plasmaticas de C. simus
con propiedades inhibitorias con la eficacia del antiveneno comercial
producido en el Instituto Clodomiro Picado.



Materiales y métodos

Serpientes

Se utilizé 30 individuos adultos de ambos sexos de Crotalus simus que
cumplieron con los siguientes requisitos: sobrepasar los 90 cm de longitud
corporal, haber completado el proceso de cuarentena, haber sido adaptados
satisfactoriamente a las condiciones de cautiverio del serpentario del Instituto
Clodomiro Picado (ICP) (individuos entre 1 y 5 afios en cautiverio) y estar en
buen estado de salud sin lesiones aparentes. Individuos con presencia de
ectoparasitos, malnutricion evidente, deshidratacion, enfermedad y/o estado de
gravidez en hembras, se excluyeron del estudio. Los individuos se mantuvieron
en un recinto con temperaturas entre los 27-31 °C con una humedad relativa
entre los 66-88%.

El uso experimental de las serpientes fue aprobado por el Comité Institucional
de Cuido y Uso de Animales (CICUA) bajo el permiso CICUA-007-2020.

Obtencién de muestras bioldgicas

Antes de sangrar a los individuos, primero se inmovilizaron al insertar cada
uno dentro de un tubo de PVC transparente, desde la cabeza hasta alrededor de
la mitad del cuerpo, dejando libre la cola para realizar la colecta de muestra. Se
tomaron muestras de sangre con jeringas de 3 mL y agujas calibre 20G a partir
de la vena coccigea por la region caudal de cada individuo; se procuré no
sobrepasar el 0.8% del peso corporal de las serpientes (83), que es
aproximadamente 1 mL en individuos adultos. Las muestras se depositaron en
tubos con heparina de litio, para no interferir con factores bioquimicos
plasmaticos. Las muestras se centrifugaron a 3000 r.p.m. por 5 min y los plasmas
se recuperaron en un tubo cénico para obtener una mezcla de todos los
individuos sangrados. Por ultimo, se hicieron alicuotas en tubos para

microcentrifuga de 1.5 mL y éstos se guardaron a -20 °C hasta su posterior uso.



Separacion de proteinas plasmaticas con potencial inhibitorio

Separacion de las proteinas por técnicas cromatograficas

Cromatografia por afinidad

Se utilizé una columna para cromatografia por afinidad con esferas de
Sepharosa acopladas con veneno de Crotalus simus. La columna se confeccioné
siguiendo el protocolo descrito por Lomonte (84). El conjunto de plasmas se paso
por esta columna por medio de un sistema de cromatografo abierto Bio-Rad
BioLogic LP y utilizando el software LP Data View v1.03. El plasma se corrié en
la columna siguiendo el protocolo descrito por Lomonte (84). La deteccidn de las
proteinas se hizo a 280 nm. Se colecté las fracciones no-unida y unida, donde la
fraccion unida es la parte de la muestra que se consideré como la fraccion con
potencial inhibitorio, ya que interacciona de manera no-covalente con las toxinas
en la columna. La fraccidon no-unida se descart6. A la fraccidén unida se le ajusté
el pH con NaOH 1 M directamente sobre la fraccidon; se buscé mantener el pH
de esta fraccion alrededor de 6, para evitar precipitacion. Para eliminar el exceso
de sales y concentrar las proteinas de la fraccién unida, ésta se centrifugd y
diafiltr6 con agua MilliQ a 3000 g por 15 min por ciclo en filtros para centrifuga
Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Unit con una membrana con tamafio de poro
de 10 kDa. Se conservo el retenido y se descarto el permeado. Al retenido se le
considera la fraccion de posibles inhibidores plasmaticos de veneno, de ahora

en adelante llamados solamente inhibidores.

Cromatografia Liquida de Alto Desempefio en Fase Reversa (RP-HPLC)

Fraccionamiento por RP-HPLC de los inhibidores

Se midio la concentracion de los inhibidores en un NanoDrop 2000c. De ser
necesario, se diluyd en solucion A (0.5% acetonitrilo y 0.1% acido
trifluoroacético), de manera que la concentracion de proteina quedara entre 2 y
5 pg/uL. Cada muestra se centrifugd por 5 min a 10000 r.p.m. y 200 yL del
sobrenadante se inyectaron en un cromatégrafo Agilent 1200 Series empleando
un bucle de 200 pL y una columna C18 Agilent Zorbax Eclipse Plus (4.6 x 250

mm, 5-micrones). Se utilizé un gradiente lineal de solucién A (5% acetonitrilo,
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0.1% acido trifluoroacético) a solucion B (95% acetonitrilo, 0.1% acido
trifluoroacético) a un flujo de 1 mL/min con un detector de luz UV a una longitud
de onda de 215 nm. Primero se utilizaron las siguientes condiciones de corrida
(Protocolo 1): 0-10% B de 0-10 min; 10-50% B de 10-40 min; 50-70% B de 40-
60 min; y de 70-80% B de 60-90 min. Luego se refind el protocolo y se utilizaron
las siguientes condiciones de corrida (Protocolo 2): 0-15% B de 0-5 min; 15-40%
B de 5-50 min; 40-60% B de 50-85 min; y 60-80% B de 85-90 min. Los picos
(fracciones) se colectaron en tubos de vidrio, se secaron en un concentrador al
vacio Thermo Scientific Savant SpeedVac SPD1030. Por ultimo, se almacenaron

a 4 °C hasta su uso.

Interaccion entre inhibidores plasmaticos y veneno de C. simus

Se incub6 por 30 min a 37 °C una solucién de veneno de C. simus con una
solucion de inhibidores (a una relacion 1:2) con una concentracion final de 10
pg/uL para el veneno y 1.35 ug/pL para los inhibidores. Posterior a ello, se
inyectaron 200 pL de la solucién veneno en un cromatografo Agilent 1100 Series
empleando un bucle de 200 uL y una columna C18 Agilent Zorbax Eclipse Plus
(4.6 x 250 mm, 5-micrones). Se utiliz6 un gradiente lineal de solucion A (5%
acetonitrilo, 0.1% acido trifluoroacético) a solucion B (95% acetonitrilo, 0.1%
acido trifluoroacético) a un flujo de 1 mL/min y con un detector de luz UV a una
longitud de onda de 215 nm. Las condiciones de corrida fueron las siguientes:
0% B 0-5 min; 0-15% B de 5 a 15 min; 15-45% B de 15 a 75 min; 45-70% B de
75-85 min; 70% B de 85-94 min. Como controles, se realizaron dos corridas bajo
las mismas condiciones, pero con una solucion de veneno a 10 pg/pL sin
inhibidores y una de inhibidores sin veneno. Se colectaron las fracciones
mayoritarias de la corrida de los inhibidores incubados con veneno de C. simus
y se compararon con las reportadas por Calvete et al. (6) para adultos de C.

simus.

Separacion de proteinas por electroforesis de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La concentracién proteica, ya sea en plasma o fracciones (de afinidad o RP-

HPLC) se midi6 por medio de un NanoDrop 2000c. El plasma fue diluido de
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manera que se cargaran =15 ug de proteina. Para el caso de las fracciones
cromatograficas se cargé un maximo de 15 ug de proteina por pocillo en geles
SDS-PAGE a concentraciones de 15% de acrilamida. Las fracciones de RP-
HPLC de inhibidores se trabajaron bajo condiciones reductoras (5 min a 100 °C,
con 2-mercaptoetanol como agente reductor) y no-reductoras, mientras que las
de interaccién inhibidores y veneno, solo bajo condiciones no-reductoras. La
tincion de los geles se realizé con Azul de Coomassie R-250. La digitalizacién de
los geles se hizo con un equipo Bio-Rad® Molecular Imager ChemiDoc XRS
System™ vy el analisis por densitometria se realizé con el software Image Lab

version 2.0.1.

Identificacion de proteinas por espectrometria de masas en tandem
(MS/MS)

Para determinar la masa y la secuencia parcial de las proteinas, se utiliz6 el
protocolo descrito por Alfaro-Chinchilla et al. (85). Brevemente, las fracciones de
inhibidores obtenidas a partir de RP-HPLC fueron separadas por un SDS-PAGE
al 15%. Las bandas presentes en el SDS-PAGE se cortaron del gel y se
sometieron al siguiente procedimiento: reduccién automatizada con ditiotreitol 10
mM, alquilacion con yodoacetamida 50 mM y digestién en gel a 37 °C por toda
la noche con tripsina porcina pancreética de grado para secuenciacion. Los
péptidos resultantes se identificaron por medio de un espectrometro de masas
Q-Exactive Plus® (Thermo).

De cada muestra digerida, se cargaron 12 pyL en una columna PepMap de 2
cm X 75 pm, se separaron en un cromatografo nano-Easy® 1200 con una
columna analitica C18 Easy-spray® de 2 cm x 75 pum con un tamafio de particula
de 3 ym a un flujo de 200 nL/min. Se utilizé un gradiente lineal de solucién A
(acido formico al 0.1%) a solucién B (acetonitrilo al 80% con acido férmico al
0.1%) bajo el siguiente esquema: 1-5% B de 0 a 1 min, 5-26% B de 1 a 26 min,
26-79% B de 26 a 30 min, 79-99% B de 30 a 31 min, y 99% B de 31 a 35 min.
Los espectros de masas se hicieron en modo positivo a 1.9 kv, con una
temperatura capilar de 200 °C, con escaneo a 400-1600 m/z, 100 ms como

tiempo maximo de inyeccion, meta de AGC de 3 x 108, y una resolucién orbitrap
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de 70,000. Los 10 iones mas altos con 2-5 cargas positivas se fragmentaron con
una meta de AGC de 1 x 10°, con 110 mseg como tiempo maximo de inyeccion,
una resolucion de 17,500, conteo en bucle de 10, ventana de aislamiento de 1.4
m/z y un tiempo de exclusién dinamica de 5 s. Espectros MS/MS se procesaron
por asignacion de péptidos asociados a familias proteicas por similitud con
secuencias contenidas en la base de datos UniProt/SwissProt (Serpentes, marzo
y diciembre 2020), utilizando Peaks X®.

Una vez obtenida la identificacion parcial de los inhibidores, se tomo el
identificador de la proteina mas cercanay se inserto en la herramienta Compute
pl/Mw de ExXPASy para obtener un posible punto isoeléctrico teérico de cada

inhibidor basandose en los identificados en la base de datos.

Actividades bioldgicas y bioquimicas

Cada una de estas actividades consisti6 en dos partes: 1) comprobar la
inocuidad de inhibidores y 2) determinar si éstos tienen la capacidad de

neutralizar las actividades biolégicas del veneno de C. simus.

Para comprobar la inocuidad, se utiliz6 la misma bateria de pruebas
biolégicas que se utilizan para la descripcion de las actividades de los venenos
de serpientes y su respectiva neutralizacion; es decir, se utilizaron los
inhibidores, sin la presencia del veneno, y asi verificar que su uso no tiene un
efecto deletéreo en los ratones o que causan interferencia en las pruebas. A esto

se le llam6 control de interferencia.

Para determinar si los inhibidores tienen la capacidad de neutralizar el veneno
de C. simus, se realiz6 la neutralizacion de las actividades descritas para este
veneno. Para las neutralizaciones de las actividades del veneno se utilizé la
fraccion unida entera proveniente de la cromatografia por afinidad sin fraccionar.
Como punto de comparacion de la neutralizacion de las actividades, se utilizo el
suero antiofidico PoliVal-ICP, ya que incluye el veneno de C. simus dentro de la

mezcla de inmunizacion (86).
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Andlisis bioldgicos in vivo utilizando un modelo murino

En el caso de C. simus, las actividades recomendadas por Gutiérrez et al.
(87) y la Organizaciéon Mundial de la Salud (33) corresponden a las actividades
letal, hemorragica, miotoxica y desfibrinogenante. Se utilizaron ratones CD-1 de
diferentes pesos dependiendo de la prueba. Como recomendacion de la OMS,
se utiliz6 un minimo de 4 o 5 ratones (dependiendo de la prueba) por
concentracion de muestra para que cada prueba sea estadisticamente
significativa (33). Con el fin de cumplir con las tres Rs de la investigacion en
animales (Reemplazar, Reducir y Refinar), se utilizaron valores de referencia
publicados para las actividades del veneno de C. simus, ya que con esto se
redujo el uso de ratones. Pero para hacer una comparacion estadistica entre la
capacidad neutralizante del suero PolivVal-ICP y la fraccién de inhibidores (los
antivenenos), si se realizaron las pruebas de neutralizacion en los ratones. En
los casos donde los inhibidores no presentaron actividad neutralizante para una
prueba, no se realizo la neutralizacion con suero PoliVal-ICP para reducir el uso
de ratones, ya que la actividad neutralizante de este suero se ha descrito

previamente.

Para determinar si las proteinas plasmaticas tienen capacidad
neutralizante, se realizdé la neutralizacion de las actividades del veneno
mencionadas anteriormente de acuerdo con la metodologia usada por Rojas et
al. (88). Brevemente, se utilizé una dosis “reto” de veneno constante incubada a
37°C por 30 min con concentraciones variables de antiveneno o inhibidores.
Dependiendo de la prueba, la neutralizacion se representé como Dosis Eficaz
50% (DEso) o como Dosis Eficaz (DE). Como control positivo, un grupo de
ratones se inyect0 solamente con la dosis reto de veneno. Por ultimo, para
verificar que las proteinas de los inhibidores son inocuas sobre el modelo murino,
se hizo un control de “interferencia”, donde se inyectd a un grupo de ratones con
la dosis mas alta de inhibidores disuelta en PBS y sin veneno.

El uso experimental de los ratones fue aprobado por el Comité
Institucional de Cuido y Uso de Animales (CICUA) bajo el permiso CICUA-007-
2020.
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Neutralizacion de la actividad letal

Para la actividad letal se utilizo el protocolo descrito por Solano et al. (89).
Brevemente, se inyectaron grupos de cinco ratones de 16-18 g con soluciones a
diferentes concentraciones de inhibidores o suero incubadas a 37°C por 30 min
con dosis reto de dos Dosis Letales 50% (DLso) de veneno de C. simus. Cada
DLso corresponde a la dosis que mata el 50% de los ratones, que para C. simus
equivale a 7.1 pug de veneno/raton, segun Gomez et al. (90). Un grupo de ratones
se inyectd con la dosis reto (control positivo) y otro con PBS (control negativo).
A cada raton se le inyectd6 0.5 mL de la solucién respectiva por la via
intraperitoneal y a las 48 h se contabilizaron los ratones muertos. La
neutralizacion se representdé como DEso, que se expreso como la proporcion de
uL Polival-ICP/mg veneno o uL inhibidores/mg veneno que reducen la actividad
de la dosis de veneno en un 50%. También se calculé como pug PoliVal-ICP/mg
veneno o pg inhibidores/mg veneno. La DEso se calculé por medio del método
de Probitos (91).

Dadas las diferencias de concentracion proteica entre el suero PoliVal-ICP y
los inhibidores que hacen dificil comparar su capacidad neutralizante de la
actividad letal del veneno, las neutralizaciones también se expresaron en
términos de potencia. La dosis efectiva media (DEso), es usada como una
expresion para el evaluo de la potencia (P) del antiveneno, siguiendo la siguiente

formula;

P =((n—1) * DL50)/DE50
Ecuacion 1
Donde P es la cantidad de veneno, expresado como masa o el numero de
dosis efectivas medias, que es completamente neutralizado por una unidad de
volumen de antiveneno (inhibidor o suero). Ademas, P es independiente de n
(nimero de DLso), basandose en la diferencia entre la razén de DLso/DEso, por lo
gue es recomendada para expresar valores de neutralizacién considerando las

variaciones intrinsecas de la técnica (92).
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Neutralizacion de la actividad hemorragica

Para esta prueba se utilizé el protocolo descrito por Gutiérrez et al. (93).
Brevemente, se inyectaron grupos de cuatro ratones de 18-20 g con soluciones
a diferentes concentraciones de inhibidores o suero incubadas a 37 °C por 30
min con una dosis reto de 5 Dosis Hemorragica Minimas (DHM) de veneno. Cada
DHM corresponde a la dosis de veneno que crea una lesion de 10 mm de
diametro, que para C. simus equivale a 6.1 ug, segun Segura et al. (86). Un
grupo de ratones se inyectd con la dosis reto (control positivo) y otro con PBS
(control negativo). A cada ratébn se le inyect6 0.1 mL de la solucién
correspondiente por la via intradérmica en la region abdominal. A las 2 h de la
inyeccion, se sacrificaron los ratones mediante inhalacion de COz, se les removi6
la piel y se midi6 el area hemorragica en la parte interna de ésta. El diametro de
la lesién se calculé mediante la férmula d= 2 x (V(area hemorréagica/r)). Con los
valores de didmetro de la lesion y las diferentes proporciones de pL
inhibidores/mg veneno, se prepard una curva dosis-respuesta; mediante ésta, se
calculdo la Dosis Eficaz Media (DEso), definida como la razon de pL
antiveneno/mg veneno o pL inhibidores/mg veneno en la que el diametro de la
lesion hemorragica corresponde a la mitad del diametro producido por el control

de veneno.

Neutralizacién de la actividad desfibrinogenante

Para la actividad desfibrinogenante se utilizé el protocolo descrito por Gené et al
(94). Brevemente, se inyectaron grupos de cuatro ratones de 18-20 g con
soluciones a diferentes concentraciones de inhibidores o suero incubadas a 37
°C por 30 min con una dosis reto de dos Dosis Desfibrinogenante Minima (DDM).
Cada DDM corresponde a la dosis que induce incoagulabilidad de la sangre de
los cuatro ratones inyectados con esa dosis, que para C. simus equivale a 2
pg/raton segun Segura et al. (86). Un grupo de ratones se inyectd con la dosis
reto (control positivo) y otro con PBS (control negativo). A cada ratdn se le inyect6
0.2 mL de la solucion correspondiente por la via intravenosa en la vena caudal.
Al transcurrir 1 h de la inyeccion, se anestesiaron a los ratones por la via

inhalatoria con un algodén con isofluorano en un recipiente cerrado.
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Seguidamente, los ratones se sangraron por medio de puncion cardiaca para
obtener al menos 0.2 mL de sangre que se colocaron en tubos de ensayo; luego
de 2 h, se verifico si se formd o no un coagulo. La capacidad neutralizante de la
actividad desfibrinogenante se expresé como DE, que es la razon de L
antiveneno/mg veneno o L inhibidor/mg veneno en que todas las muestras de

sangre de ratones inyectados coagulan.

Neutralizacion de la actividad miotdxica

Para la actividad miotoxica se utilizo el protocolo descrito por Gené et al. (94)
con algunas modificaciones tomadas de Segura et al. (86). Brevemente, se
inyectaron grupos de cuatro ratones de 18-20 g con soluciones a diferentes
concentraciones de inhibidores o suero incubadas a 37 °C por 30 min con una
dosis reto de tres Dosis Miotdxica Minimas (DMM). Cada DMM corresponde a la
dosis de veneno que causa que la actividad creatina kinasa (CK) plasméatica
aumente cuatro veces en los ratones inyectados con veneno, con respecto a los
inyectados con PBS. De acuerdo con Segura et al. (86), 3 DMM equivale a 100
pg/ratén. A cada raton se le inyectd 50 pL de la solucién correspondiente, por la
via intramuscular en el gastrocnemio de la pata derecha. Un grupo de ratones
se inyectd con la dosis reto (control positivo) y otro con PBS (control negativo).
A las 3 h después de la inyeccién, se sangraron los ratones. Para ello, éstos se
colocaron en un sistema de restriccion de movimiento, se les cort6 el extremo de
la cola con un bisturi y se colectdé alrededor de 25 yL de sangre en tubos
heparinizados, que luego se sellaron con plasticina en un extremo. Los ratones
se sacrificaron mediante inhalacion de CO.. Los tubos capilares se centrifugaron
para obtener el plasma y se determiné la actividad CK de éste por medio del kit
comercial CK-NAC Unitest (Wienner, St Ingbert, Alemania). Los valores de la
actividad CK se expresaron como U/L. Se prepard una curva dosis-respuesta
con los valores de los pg antiveneno/mg de veneno o g inhibidor/mg de veneno
y la actividad CK en plasma. Por medio de ésta se calcul6 la DEso, que es la
proporcion de pg antiveneno/mg de veneno o ug inhibidor/mg de veneno que
reduce la actividad en un 50% la actividad CK plasmatica de los ratones

inyectados con la dosis de veneno.
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Andlisis bioquimicos in vitro mediante ensayos enzimaticos

Al igual que con las pruebas in vivo, se probd que los inhibidores no
interfirieran con la prueba y luego la capacidad neutralizante. El analisis
enzimatico in vitro que la OMS recomienda utilizar para C. simus es el de la
actividad coagulante con plasma humano citratado (94), pero también se
incluyeron la actividad fosfolipasa Az por el método de Holzer & Mackessy (95) y
de Dole (96), y la actividad proteolitica (97). Para estas pruebas, si se describi6
cada actividad del veneno y luego se hizo la neutralizacion de la actividad
respectiva con sus respectivos controles. Los ensayos de neutralizacion del
veneno se realizaron incubando el veneno con suero Polival-ICP o con los
inhibidores por 30 min a 37 °C. Los controles positivos de la neutralizacion se
realizaron con la dosis reto del veneno sin antiveneno, mientras que los
negativos se hicieron con el buffer respectivo. Asimismo, un grupo control
consistio en incubar la solucion de inhibidores con el buffer respectivo de la

prueba. Para todas las pruebas, cada nivel se realizo por triplicado.

Actividad procoagulante

Para la actividad coagulante se utilizé el protocolo descrito por Gené et al.
(94). En el primer método, se agregd 0.2 mL de plasma humano citratado a tubos
de vidrio y se incub6 5 minutos a 37°C. Luego, a cada tubo se le agregaron 0.1
mL de una de varias concentraciones de veneno disuelto en PBS. Cada
concentracion se trabajo por triplicado. Para el control negativo se agregé 0.1
mL de PBS a los 0.2 mL de plasma humano citratado; también se realiz6 por
triplicado. Una vez agregado el veneno o el PBS al plasma, se determiné el
tiempo de coagulacion de éste con un cronémetro. Por dltimo, se prepar6 una
curva dosis-respuesta con los valores de dosis de veneno y de tiempo de
coagulacion; mediante ésta se calculd la Dosis Coagulante Minima-Plasma
(DCM-P), que corresponde a la dosis de veneno que causa que el plasma

coagule en un tiempo de 60 s.

Para la neutralizacion de la actividad coagulante se utilizaron dos DCM-P
(0.06 pg/uL) como dosis reto en 0.1 mL. Se incubaron a 37 °C por 30 min varias
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dosis de antiveneno o de inhibidores con una dosis reto de veneno. Esta se
representd como DE (Dosis Efectiva) que, en este caso, corresponde a los puL
antiveneno/mg veneno o pL inhibidores/mg veneno en que el tiempo de
coagulacion del plasma citratado se prolonga tres veces en comparacion con las

muestras que solamente tienen veneno.

Actividad fosfolipasa Az

Para la actividad fosfolipasa A2 se utilizaron los protocolos descritos por
Holzer & Mackessy (95) y por Dole (96). Brevemente, en el protocolo de Holzer
& Mackessy, se agregaron en una placa de microtitulacion de 96 pozos 200 uL
de buffer (Tris-HCI 0.01 M, CaCl2 0.01 M, NaCl 0.1 M, pH 8), 25 uL de sustrato
4-NOBA (&cido 4-nitro-3-octanoiloxi-benzoico) a 1 mg/mL (disuelto en
acetonitrilo) y 25 pL de veneno a diferentes concentraciones. Como blanco, se
utilizé 225 L de buffer con 25 pL de sustrato. Como controles se utilizaron 200
uL de buffer con 25 pL de veneno a dosis reto y 25 puL de sustrato (control
positivo); 200 uL de buffer con 25 L de inhibidores y 25 pL de sustrato (control
de interferencia de inhibidores); 200 pL de buffer con 25 pL de PolivVal-ICP y 25
uL de sustrato (control de interferencia de PoliVal-ICP). Esto se incubé a 37 °C
por 60 min y se ley6é a 425 nm. Se prepar6 una curva dosis-respuesta y a partir
de ella se calculd la actividad fosfolipasa Az, que es la dosis a la que se produce
un cambio en la absorbancia de 0.1.

Para el protocolo de Dole, en tubos de vidrio con 1 mL de una solucion de
yema de huevo se agregaron 0.1 mL de una de varias concentraciones de
proteina disuelta en PBS y se incubaron a 37°C por 30 min. Luego, a la solucién
de yema con la muestra de proteina se le agregé 5 mL de mezcla de extraccién
(40:10:1 de isopropanol:heptano:H2SO4 concentrado) y se esperé 10 min a
temperatura ambiente. Seguidamente, se agregaron 2 mL de heptano, 3 mL de
agua y se agitaron. Se tomaron 2 mL de la fase superior resultante y se
trasladaron a tubos limpios. A esta fase superior se le agregd 1 mL de la muestra
de titulacién (10:1 de etanol absoluto:azul de timol al 0.1% en agua). Luego, se
titul6 con NaOH al 0.018 N hasta que se dio un viraje de color amarillo a verdoso.
Con estos datos se construy6 una curva de pL de NaOH consumidos por cada
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pg/100 pL de veneno de C. simus y de esta forma se determind la dosis de
veneno que provocO un consumo de NaOH promedio. Por ultimo, la actividad
PLA:2 se expresO como los pEquivalentes (UEq) de acidos grasos liberados con
base en el NaOH consumido por unidad de tiempo y masa de enzima (UEq de

acidos grasos liberados/mg/min).

Para la neutralizacion de la actividad fosfolipasa Az se incubaron, a 37°C
por 30 min, diferentes concentraciones de inhibidores o suero con una cantidad
constante de veneno. Luego, se sigui6 el protocolo descrito para la actividad
fosfolipasa A2 respectiva anteriormente descritos y se hicieron las respectivas
curvas de dosis-respuesta. La neutralizacion de esta actividad se expresé como
DEso que es la proporcion de pL de antiveneno/mg veneno a la que la actividad

fosfolipasa Az se redujo en un 50%.

Actividad proteolitica

Para la actividad proteolitica se utilizd el protocolo descrito por Wang et
al. (97). Brevemente, se afiadieron 20 pL de una de las diferentes
concentraciones de veneno a 100 pL de sustrato (10 mg/mL de azocaseina
disuelta en Tris 50 mM, NaCl 0.15 mM, CaCl2 5 mM, pH 8). Una vez que esta
mezcla se incubd a 37°C por 90 min, se detuvo la reaccién con 200 uL de acido
tricloroacético 5%, y se centrifugd a 2000 rpm por 5 min. Del sobrenadante se
tomaron 150 pL, se le agregaron 150 pL de NaOH 0.5 mM y se midid la
absorbancia a 450 nm. Se preparé una curva dosis-respuesta y se calculé la
actividad proteolitica, la cual se expresé como unidades/mg de proteina, donde

un cambio de 0.2 en la absorbancia por minuto corresponde a una unidad.

Para la neutralizacion de la actividad proteolitica se utiliz6 el método
descrito por Gutiérrez et al. (93) aplicado al de Wang et al. (97). Para esto, se
incubaron a 37°C por 30 min diferentes concentraciones de PolivVal-ICP o
inhibidores con una dosis reto de 0.5 pug/pL. Luego, se sigui6 el protocolo descrito
para la actividad proteolitica (97) y se hicieron las respectivas curvas de dosis-

respuesta. La neutralizacion de esta actividad se expres6 como DEso, que es la
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proporcion de pL antiveneno/mg veneno o pL inhibidores/mg veneno a la que la

actividad proteolitica se redujo en un 50%.

Analisis estadistico

Las actividades in vitro se presentaron como media + desviacidn estandar;
mientras que las actividades in vivo se presentaron como media e Intervalos de
Confianza al 95% (IC95%). Diferencias en los valores de las DEsos de la
neutralizacion de la actividad letal fueron consideradas significativas cuando no
se evidencio traslape en los IC95%. Para los casos de la neutralizacién de la
actividad miotoxica y procoagulante, se compararon por medio de un Analisis de
Varianza (ANOVA) de una via los niveles méas altos de cada antiveneno con
respecto al control positivo y se hizo un analisis post-hoc de Dunnett. Para la
actividad miotoxica se eliminaron dos ratones del andlisis. Se utilizé un criterio
estadistico de decision de a= 95%, por lo que los valores de probabilidad (P) <
0.05 se consideraron como estadisticamente significativos. Para realizar las

pruebas estadisticas se utilizé el paquete estadistico IBM SPSS Statistics 20.
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Resultados

Separacion de proteinas plasmaticas con potencial inhibitorio

Separacion de proteinas por técnicas cromatograficas

Cromatografia por afinidad

A partir de la cromatografia de afinidad se colectd una fraccion de
proteinas plasmaticas que interacttan con el veneno (Fig. 1, pico B). Esta
fraccion es la que se consideré como los inhibidores plasmaticos de veneno. Se
hicieron dos corridas por sesion y se concentraron las fracciones unidas,
obteniendo una concentracion de entre 2.40y 5.98 pg/pL. Sin embargo, se eligié
trabajar a concentraciones de 3.00 pug/uL o menos, ya que a concentraciones

mayores las proteinas precipitaron.
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Figura 1. Cromatograma de fraccionamiento de plasma de C. simus por
cromatografia de afinidad con una columna de Sepharosa acoplada con veneno
de C. simus. Pico A: fraccion no-unida. Pico B: fraccion unida (inhibidores). La

absorbancia esta expresada como AU.
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RP-HPLC

Fraccionamiento por RP-HPLC de los inhibidores
Luego de obtener los inhibidores (Fig. 1, pico B), éstos se fraccionaron por

medio de RP-HPLC (Fig. 2) para obtener fracciones méas simples que permitieran

una mayor pureza a la hora de someterlas a SDS-PAGE. Se observé la

presencia de cinco picos en el cromatograma, dos a mayor concentracion (Fig.

2, picos Ay B) y tres minoritarios (Fig. 2, picos C, Dy E).
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Figura 2. Cromatograma de fraccionamiento por RP-HPLC de los inhibidores.
Los tiempos de retencién de las fracciones se encuentran en el Anexo 1. La

absorbancia esta expresada como mAU.

Interaccién entre los inhibidores plasmaéticos y el veneno de C. simus
En el cromatograma de los inhibidores plasmaticos pre-incubados con el

veneno de C. simus (Fig. 3), se observo un aumento de la absorbancia de

fracciones H a la O con respecto a las fracciones equivalentes en la corrida
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control del veneno de C. simus. También se observo la aparicion de una nueva

fraccion (Fig. 3C, pico K) y un aumento en los picos Q a S.

Utilizando como referencia los picos e identificaciones generadas por
Calvete et al. (6), se compararon los picos del cromatograma de interaccion
inhibidores-veneno y el del control de solo veneno (Fig. 3C, 3B,
respectivamente). En ellos se observo que la fraccion correspondiente a las PLA2
presentd un aumento junto con la aparicion de una nueva fraccion (Fig. 3C, picos
Jy K). Ademas, se observo un aumento en la region de las SVSPs (fracciones L
a 0), L-aminoécido oxidasas (fraccion P), SVMP P-I (fracciones Q a R) y SVMP
P-11l (fracciones Sy T) (6). Para verificar que el aumento en estas fracciones es
por la presencia de los inhibidores y no por variaciones entre las corridas, se
comparo el patron electroforético de las bandas de los inhibidores (Fig. 5, carril
Inh) con los carriles correspondientes. Las bandas de los inhibidores se
observaron en los carriles correspondientes a las fracciones Jy K (PLA2), L a O
(SVSPs), P (L-AAO), Q aR (SVMP P-l),y Sy T (SVMP P-lII).
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fraccionamiento por RP-HPLC. A fraccion de

inhibidores, B interaccion entre inhibidores y veneno de C. simus. Los tiempos

de retencion de las fracciones se encuentran en el Anexo 2.
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Separacion de proteinas por medio de SDS-PAGE

Luego de colectar y secar las fracciones de RP-HPLC de los inhibidores,
éstas se disolvieron en 50 pL de agua MilliQ y se les midié su concentracion de
proteina en un NanoDrop a una absorbancia de 280 nm para calcular y cargar
un méaximo de 15 pg de proteina por carril. Para las fracciones A hasta la D de
RP-HPLC de los inhibidores se observé que hay pocas diferencias de masa
molecular entre las bandas de las muestras reducidas y no-reducidas (Fig. 4A,
carriles Ay B; Fig. 4B, carriles Cy D), donde las proteinas mayoritarias presentan
una masa molecular aparente de entre 15 y 30 kDa. Solamente se dio la
aparicion de bandas de menor masa molecular, pero sin cambiar la migracion de
las bandas mas concentradas. En este caso, la masa aparente de las bandas
bajo condiciones reductoras se observo entre los 15 y 30 kDa (Fig. 4A, carriles
Ay B; Fig. 4B, carriles Cy D).

Unicamente la fraccién E presenté un cambio entre condiciones no-
reductoras y reductoras, donde se observdé una banda de =250 kDa bajo
condiciones no-reductoras (Fig. 4, carril E-NR), pero bajo condiciones reductoras
ésta desaparecio y aparecieron dos bandas de entre 50 y 70 kDa (Fig. 4, carril

E-R); lo que indica una estructura cuaternaria mediada por enlaces disulfuro.
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Figura 4. SDS-PAGE 15% de las fracciones de RP-HPLC de los inhibidores
plasméticos (Fig. 2). MM= Marcador Molecular PageRuler Broad Range
Unstained Protein Ladder de Thermo Fisher Scientific; P= Plasma C. simus bajo
condiciones no-reductoras; Inh= inhibidores; A-E= fracciones del cromatograma

de la Fig. 2; NR= condiciones no-reductoras; R= condiciones reductoras.

Para las fracciones del experimento de la interaccion entre los inhibidores
y el veneno de C. simus, en los SDS-PAGE se observo la presencia de bandas
correspondientes a las de los inhibidores (Fig. 5, carriles Inh e InhV) en los

carriles correspondientes a los picosJaNy Q a T (Fig. 5).
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Figura 5. Fraccionamiento por RP-HPLC de veneno de C. simus incubado por 30 min a 37 °C con los inhibidores. MM= Marcador
Molecular PageRuler Broad Range Unstained Protein Ladder de Thermo Fisher Scientific. Inh= inhibidores; V= veneno; InhvV=
inhibidores incubados con veneno. Las letras A a L corresponden a las fracciones de la Fig. 3 (ver Anexo 1 para tiempos de retencion).

Todas las fracciones fueron corridas bajo condiciones no-reductoras. Continda.



28

C D
koa MM Inh V InhV. M _N O P kba MM Inh V_InhV Q R S T

128- - smmm Smam 200 === =aw mas
100 =/ S— 100 = S—
0= 70 = .
- w - A .- e
40 = - 40- : -
30= 30 =

-— - - -

-- - ---

#- - A

— - il
10 = - 10 -

-- —

§5= 5=

Figura 5. Fraccionamiento por RP-HPLC de veneno de C. simus incubado por 30 min a 37 °C con los inhibidores. MM= Marcador
Molecular PageRuler Broad Range Unstained Protein Ladder de Thermo Fisher Scientific. Inh= inhibidores; V= veneno; InhV=
inhibidores incubados con veneno. Las letras M a T corresponden a las fracciones de la Fig. 3 (ver Anexo 1 para tiempos de

retencién). Todas las fracciones fueron corridas bajo condiciones no-reductoras. Continda.
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Figura 5. Fraccionamiento por RP-HPLC de veneno de C. simus incubado por 30 min a 37 °C con los inhibidores. MM= Marcador
Molecular PageRuler Broad Range Unstained Protein Ladder de Thermo Fisher Scientific. Inh= inhibidores; V= veneno; InhvV=
inhibidores incubados con veneno. Las letras U a Y corresponden a las fracciones de la Fig. 3 (ver Anexo 1 para tiempos de

retencién). Todas las fracciones fueron corridas bajo condiciones no-reductoras.
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Identificacion de proteinas por medio de espectrometria de masas en
tandem (MS/MS)

Para la identificacion parcial de proteinas por MS/MS, se utilizé el
Protocolo 1 de fraccionamiento por RP-HPLC (Fig. 6). Las fracciones obtenidas
se corrieron en un SDS-PAGE al 15% (Fig. 6, inserto), donde las bandas se
sometieron a digestion en gel y los péptidos resultantes se identificaron por
MS/MS (Cuadro 1). Todas las proteinas se identificaron parcialmente como
inhibidores de fosfolipasa A2 tipo gamma (yPLI) de dos especies diferentes: una
de Bothrops jararacussu (codigo A8I4M3) y la otra de Protobothrops elegans
(codigo DON4B9). No se identificd ningun otro tipo de inhibidor. Ambas proteinas
identificadas se reportan con una masa molecular de alrededor de 22 kDa. Sin
embargo, en el SDS-PAGE se observé que las bandas 2, 5, 7 y 8 tienen una
masa aparente de < 22 kDa, las 1 y 4 tienen una masa aparente de entre 25y

37 kDa, y las 3 y 6 tienen una masa aparente = 250 kDa.
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Figura 6. Cromatograma de fraccionamiento de inhibidores por RP-HPLC
(Protocolo 1). Inserto: SDS-PAGE al 15% con fracciones colectadas de la corrida
mostrada; todas las muestras se corrieron bajo condiciones no-reductoras. Los

nameros en el inserto representan las bandas cortadas para identificacion por

MS/MS.
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Cuadro 1. Identificacion de familias de proteinas a partir de bandas de SDS-
PAGE de inhibidores detectadas por MS/MS Q-Exactive Plus® (Thermo).

Péptidos mas Masa
lones
Banda representativos molecular pl Familia de s
| identificad teori tedri tei Codigo
en ge m/z 7 identificados edrica edrico proteinas
en cada banda? (kDa)
TVHKNCFSSSI Phospholipase
1 784.3690 2 22178 5.79 . A8l14M3
CK Az Inhibitor
TVHKNCFSSSI Phospholipase
2 784.3694 2 22178 5.79 A814M3
CK Az Inhibitor
Phospholipase
3 551.7343 2 NCFSSSICK 22178 5.79 A8l14M3
Az Inhibitor
Gamma
GCATESLCTLL
4 740.8591 2 oK 22148 5.24 Phospholipase DIN4B9
Az Inhibitor
TVHKNCFSSSI Phospholipase
5 784.3624 2 22178 5.79 A814M3
CK Az Inhibitor
Gamma
GCATESLCTLL )
6 804.9100 2 OKK 22148 5.24 Phospholipase D9N4B9
Az Inhibitor
Gamma
GCATESLCTLL .
7 804.8093 2 OKK 22148 5.24 Phospholipase D9N4B9
Az Inhibitor
Gamma
GCATESLCTLL .
8 804.9088 2 22148 5.24 Phospholipase D9N4B9
QKK -
Az Inhibitor

aTodos los péptidos identificados de cada banda se encuentran en el Anexo 3.

Actividades bioldgicas y bioquimicas

En las pruebas biologicas in vivo, se demostr6é que los inhibidores tienen
una capacidad neutralizante significativa sobre la actividad letal (IC95%) y
miotoxica (F= 22.768 (2; 10, p< 0.0001), pero no presentaron capacidad
neutralizante sobre las actividades hemorragica y desfibrinogenante (Cuadro 3).
En estas pruebas, el suero PoliVal-ICP se encontraba a una concentracion de
entre 60-77 pg/uL y los inhibidores entre 2-2.62 ug/pL El analisis de potencia de
su capacidad neutralizante sobre la actividad letal se hizo tanto por medio de

masa de antiveneno inyectada (g antiveneno/mg veneno) como por medio de
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volumen de antiveneno inyectado (UL antiveneno/mg veneno). Bajo esta
premisa, se observé que los inhibidores tuvieron una potencia mas alta en
comparacion con el suero PoliVal-ICP cuando se realiz6 el andlisis por medio de
masa de antiveneno inyectada; pero el suero PoliVal-ICP present6 una potencia
mas alta cuando se hizo el calculo por medio de volumen de antiveneno

inyectado (Cuadro 3).

De las pruebas bioquimicas in vitro, los inhibidores si presentaron una
capacidad neutralizante significativa (F= 19.928 (2; 26), p< 0.0001) sobre la
actividad coagulante del veneno, y su DE fue mas baja en comparacion con el
suero PoliVal-ICP (Cuadro 3). En cuanto a la actividad fosfolipasa A2 (PLA2) por
el método de Holzer y Mackessy, se logro calcular la actividad PLA2 del veneno,
pero la neutralizacidén de este no se pudo calcular para los inhibidores ni para el
suero PoliVal-ICP (Cuadro 3; Fig. 7). Bajo el método de Dole, tampoco se logré
determinar si los inhibidores presentan una actividad neutralizante o no de la
actividad PLA2, por una posible interferencia, pero si se logré para el suero
PoliVal-ICP (Cuadro 3; Fig. 8B). Los inhibidores no demostraron tener capacidad

neutralizante sobre la actividad proteolitica del veneno (Cuadro 3).

Cuadro 2. Actividades toxicas in vitro e in vivo del veneno de C. simus.

Actividad Valor de referencia o calculado
In vivo
Letal (ug/ratdn) 9.2 [4.7-18.1]*
Hemorragica (ug) 6.1+ 0.4*
Desfibrinogenante (ug) 2*
Miotoxica (U/L) 803 + 236*
In vitro
Coagulante (ug) 4.18 £0.23
Fosfolipasa A, Dole (LEg/mg/min) 22.72+1.21
Fosfolipasa A, Holzer & Mackessy (ug/pL) 0.331+£0.06
Proteolitica (U/mg) 6.52 £ 0.02

* En apego a las recomendaciones del ARRIVE y las 3Rs de la OMS, los valores de las actividades letal,

hemorragica, desfibrinogenante y miotoxica fueron tomados como referencia de Segura et al. (86).
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Cuadro 3. Neutralizacion de actividades toxicas in vitro e in vivo del veneno de

C. simus con suero PoliVal-ICP e inhibidores plasmaticos de C. simus.

Actividad

Neutralizaciéon con PoliVal-ICP  Neutralizacién con inhibidores

DE o DEs¢? Potencia® DE 0 DEs? Potencia®
In vivo
1612.19
119.05 [43.38-
Letal (uL/mg)¢ 0.077 [621.89- 0.006
172.12]
9433.96]
7381.1 3758.06
Letal (ug/mg)°© [2689.56- 0.001 [1449- 0.002
10671.44] 21981.13]
Hemorréagica
NE NA NN NA
(HL/mg)
Desfibrinogenante
NE NA NN NA
(ML/mg)
Miotoxica (uL/mg) 8.55+1.79 NA 19.83 + 18.63 NA
] ] 615.94 +
Miotoxica (ug/mg) NA 51.96 + 48.81 NA
129.11
In vitro
Coagulante (uL/mg) 188.6 + 104.75 NA 16.38 + 7.52 NA
Fosfolipasa A»
método Dole 30.67 + 3.26 NA NR/NC NA
(ML/mg)
Fosfolipasa A2
método Holzer & NR/NC NA NR/NC NA
Mackessy (uL/mg)
Proteolitica (uL/mg) 634.91+11.96 NA NN NA

@ DE expresada como la proporcién de pL de antiveneno/mg de veneno en la que el tiempo de coagulacion

se prolonga tres veces con respecto al tiempo de coagulacion del veneno solo. DEsp expresada como g

antiveneno que neutraliza el 50% de la actividad respectiva (Cuadro 2). En ambos casos, los valores se

expresaron como promedio [IC 95%].

b Expresada como la proporcion de DLso que es neutralizada por pg de antiveneno.
NA: No Aplica; NE: No Evaluada; NN: No Neutraliza; NR/NC: No Reportada y No Calculable bajo las

metodologias utilizadas.

¢ Se utilizaron 2 DLso como dosis reto.
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En la actividad PLA2 del veneno de C. simus, se obtuvieron dos curvas:
una para el método de Holzer y Mackessy, que emplea el sustrato 4-NOBA (Fig.
7A), y otra para el de Dole, que usa yema de huevo como sustrato (Fig. 8A). A
partir de estas curvas, se eligieron las dosis reto para la neutralizacion bajo cada
meétodo: 2.50 pug/pL (62.5 pg/pozo) para el de Holzer y Mackessy, y 0.0625 pg/uL
(6.25 pg/pozo) para el de Dole.

Con el método de Holzer y Mackessy, no se obtuvo una clara
neutralizacion sobre el veneno por parte del suero PoliVal-ICP (Fig. 7B) ni de los
inhibidores (Fig. 7C). Los controles de suero e inhibidores presentaron una
absorbancia baja, mientras que el control positivo con veneno presentd una

absorbancia alta (Fig. 7D).
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Figura 7. Actividad fosfolipasa A2 del veneno de C. simus (A) sobre el sustrato 4-
NOBA y sus neutralizaciones con suero PoliVal-ICP (B) e inhibidores de C. simus
(C). D) Controles de veneno, suero PolivVal-ICP (1925 pg/pocillo) e inhibidores
(73.5 pug/pocillo). Los valores encima de cada barra corresponden a las
absorbancias a 425 nm de cada control. Cada valor es la absorbancia promedio

del triplicado menos la absorbancia promedio del triplicado del blanco.
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Con el método de Dole, se observé una neutralizacion por parte del suero
PolivVal-ICP (Fig. 8B), pero no se observo ninguna neutralizacion por parte de los
inhibidores (Fig. 8C). Sin embargo, en los controles se observa que no hay una
cantidad relevante de uL de NaOH consumidos con el suero PoliVal-ICP, pero si
hay una cantidad relevante de uL de NaOH consumidos con solo los inhibidores,

gue es similar a la del control positivo (Fig. 8D).
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Figura 8. Actividad fosfolipasa A2 del veneno de C. simus (A) sobre yema de
huevo como sustrato y sus neutralizaciones con suero Polival-ICP (B) e
inhibidores de C. simus (C). D) Controles de sélo: veneno, suero PoliVal-ICP
(15400 pg/tubo) e inhibidores (796 ug/tubo). Los valores encima de cada barra
corresponden a los pL de NaOH 0.018 N consumidos en cada control. Cada valor
corresponde a los pL de NaOH 0.018 N consumidos promedio del triplicado de
cada control menos los pL de NaOH 0.018 N consumidos promedio del triplicado

del blanco.
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Discusion
Dado que estos inhibidores son proteinas de fase aguda que se
encuentran a baja concentracion en sangre en condiciones de homeostasis (65)
y que las serpientes que se eligieron para este estudio presentaban un buen
estado de salud, es de esperarse que se obtenga poca cantidad de inhibidores
plasmaticos a partir de la fraccion unida de la cromatografia por afinidad (Fig. 1).
Estas proteinas tampoco aumentan debido al estrés por manipulacién durante el
sangrado, ya que el mecanismo propuesto para el aumento en sangre de estos

inhibidores involucra la formacién de un complejo inhibidor:PLA2 y su interaccién

con los hepatocitos de la serpiente (65).

Por su parte, los inhibidores presentaron una inestabilidad proteica al
precipitar en solucion. Para mejorar esto, se utilizaron los datos de protedmica
para obtener el punto isoeléctrico tedrico de los inhibidores. Los inhibidores
presentaron puntos isoeléctricos tedricos acidos de 5.24 y 5.79, pero estos
puntos isoeléctricos son de los polipéptidos de las proteinas en la base de datos,
pero no necesariamente de los inhibidores identificados para C. simus ya que la
secuencia puede variar entre ellos y, por ende, su punto isoeléctrico. A partir de
esta informacion, se ajusto el pH a 6.0 posterior a la cromatografia por afinidad.
Esto redujo la precipitacion de las proteinas en solucion y aumenté la
concentracion de entre =1.5y 3 pg/uL a =3-6 pg/uL.

Cada una de las fracciones de RP-HPLC de estos inhibidores (Fig. 2; Fig.
6) mostraron tener el mismo patrén electroforético de bandas bajo condiciones
no-reductoras como reductoras (Fig. 4), por lo que se determiné que no hay
enlaces disulfuro mediando la estructura cuaternaria de las subunidades de la
proteina nativa. Esto se ajusta a lo reportado para yPLI: a) una estructura
cuaternaria mediada por interacciones no-covalentes, y b) subunidades con una
masa de 20 a 31 kDa (66,68,70). Solamente se encontré una proteina a baja
concentracion (Fig. 4B, carriles E-NR y E-R; Fig. 6 inserto, carriles D, E 'y F,
bandas 3 y 6), que si presentaba estructura mediada por enlaces disulfuro, ya
gue su estructura bajo condiciones no-reductoras paso de tener una masa por

encima de 250 kDa (Fig. 4B, carril E-NR), a presentar dos bandas de entre 50 y
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70 kDa (Fig. 4B, carril E-R). Sin embargo, dos de estas proteinas (Fig. 6 inserto,
carriles D y E, bandas 3 y 6) contenian secuencias que se encuentran en yPLIs
de 22 kDa (Cuadro 6).

Los yPLI plasmaticos presentdé una interaccion con las toxinas a nivel in
vivo, ya que si se observo un efecto neutralizante de la fraccion de los inhibidores
sobre la letalidad del veneno en ratones (Cuadro 3); por lo que se confirma que
hay una interaccién inhibidores-veneno, y que ésta logra neutralizar la actividad
letal del veneno. Cabe destacar que los inhibidores neutralizaron la actividad letal
a pesar de estar a una menor concentracion inicial que el suero PolivVal-ICP (2.8
Mg/uL para los inhibidores vs 62 pg/uL para el suero). Hay que recalcar que los
datos de neutralizacion del suero PoliVal-ICP sobre la letalidad en este trabajo
son congruentes con los de otros reportes (86). También, por medio del andlisis
de potencia se demostré que son mas neutralizantes que el suero Polival-ICP
sobre la letalidad del veneno (Cuadro 3) si se considera solamente la masa de
proteina inyectada. Sin embargo, se reporta que los anticuerpos neutralizantes
especificos contra las toxinas del veneno presentes en el suero Polival-ICP
rondan entre 10 y 40% (98); por lo que el suero PolivVal-ICP presenta una
potencia superior a la calculada, si se consideran solo los anticuerpos

especificos contra el veneno de C. simus.

A pesar de esto, se recomienda usar mas DLsos para probar hasta dénde
llega la capacidad neutralizante de los inhibidores plasméaticos sobre el veneno,
ya que en este estudio se utilizaron 2 DLses, mientras que en otros estudios
normalmente se utilizan 4 DLsos (86). Asimismo, estabilizar los inhibidores en
solucién para obtener una mayor concentracién seria de utilidad para probar
dosis reto mas altas y equiparar la concentracion con la del suero Polival-ICP y

hacer una comparacién mas apropiada entre ambos.

Dos enfoques que se podrian probar serian: 1) utilizar los inhibidores en
conjunto con el suero PolivVal-ICP y comparar su capacidad neutralizante en
comparacion con los inhibidores y suero PoliVal-ICP por separado; y 2) utilizar
estos inhibidores contra venenos de otras especies de Crotalus u otros venenos

ricos en PLA2, para comprobar si hay reactividad cruzada.
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Por otro lado, no se identificaron inhibidores de SVMPs (SVMPIs). Esto
es contrastante con el perfil de toxinas en el veneno de serpientes C. simus
adultas, ya que éste contiene un porcentaje de 7.6% de PLA:z (de los cuales solo
el 4.1% del total del veneno representa a la neurotoxina crotoxina) y un 71.7%
de SVMPs (6); lo que quiere decir que es un veneno tipo | con alto contenido de
SVMPs (4, 5). También se reporta que hay una variabilidad intraespecifica
bastante amplia en cuanto al porcentaje de abundancia de la familia de las PLA2
en el veneno de C. simus de diferentes regiones geograficas, donde el porcentaje
varia entre 4.1 y 28.7% (90). A pesar de esto, el veneno de C. simus sigue
presentando un perfil de veneno tipo I, por o que no era esperable que este fuera
neutralizado con solamente inhibidores de fosfolipasa Az.

Lo anterior se puede explicar por la presencia de la crotoxina que, si bien
esta en poca cantidad en el veneno de C. simus adultos, es la toxina responsable
de la inmovilizacion/incapacitacion (por neurotoxicidad) y letalidad de las presas
en el veneno de las especies del género Crotalus sp (99). Esto se sabe tanto por
diferentes valores de letalidad en diferentes subespecies de C. simus dada por
la variacion en el contenido de PLA:2 (99), como por ensayos donde la
inactivacion de PLA2 con pBPB (un inhibidor sintético de PLA2) reduce la
letalidad del veneno de C. simus (86). Para la crotoxina purificada de C. simus
se reportan valores de letalidad de entre 0.18 y 0.65 pg/g de raton, donde
ademas se observa en tres especies de Crotalus sp. que entre mas porcentaje
de crotoxina en el veneno, mas letal es éste (100). Esto explica por qué las
actividades letal y miotoxica fueron las Unicas en neutralizarse, ya que las PLA2
del veneno del género Crotalus sp. son las responsables de las actividades
neurotoxica y miotdxica (100). Mientras que la actividad desfibrinogenante y la
hemorragica estan causadas por SVSPs y SVMPs, respectivamente (86);

familias para las cuales no se identificaron inhibidores plasmaticos (Cuadro 1).

Una posible explicacion de por qué no se encontraron SVMPIs es que se
ha propuesto que las SVMPs pueden tener funciones accesorias a la letalidad.
Dentro de ellas se mencionan funciones mas enfocadas en la predigestion de las
presas y la evasion de depredadores, antes que de letalidad (101,102). Con

respecto a esto, se ha observado que ratones inyectados con 8.75 pg/g de raton
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de la toxina CsH1, una SVMP P-Illl de C. simus, desarrollan una hemorragia
sistémica pulmonar, y éstos mueren hasta que son sacrificados a los 360 min de
haber sido inyectados (103); en comparacién con la crotoxina, que tiene DLsos
de entre 0.18 y 0.65 pg/g de raton (100). Esto no solo provee diversidad funcional
a un mismo grupo de toxinas, sino que también da la oportunidad de alimentarse
de diferentes grupos taxonomicos de presas al tener diferentes blancos
moleculares (102). Por lo que probar los tiempos de muerte en diferentes
organismos con diferentes grupos de toxinas aisladas de cada género y/o

especie de serpiente, podria ser de utilidad para poner a prueba esta hipotesis.

Otra posibilidad es que, al haber un cambio ontogenético en neonatos de
veneno tipo Il (alta letalidad, bajo contenido de SVMPS) a tipo | (baja letalidad,
alto contenido de SVMPs) en adultos (6), este cambio ontogenético no se
replique a nivel de inhibidores. Esto puede deberse a que hay otros mecanismos
para neutralizar la accion de las SVMPs dentro de la glandula de veneno (e.g.
compuestos quelantes (45,46) y péptidos inhibidores (47,48,49,50) o sintesis de
SVMPs en forma de zimégenos (51,52,53)); mientras que las PLA2 no tienen
estos mecanismos en el aparato glandular de veneno, por lo que su escape de

la glandula tiene que ser abordado por otros mecanismos.

Con tal de aclarar esta pregunta, se pueden tomar dos abordajes: 1)
filogenético: para determinar los tiempos en que surgieron los inhibidores vy el
cambio ontogenético en el perfil de las toxinas, y observar si el surgimiento de
este cambio se da antes o después del surgimiento de los PLIs; y 2) de
bioprospeccion: donde se haga un estudio mas profundo o con un enfoque
experimental diferente para comprobar si en realidad hay una ausencia de
SVMPIs o si la metodologia utilizada en este estudio no fue capaz de

encontrarlos.

Dentro de los experimentos in vitro, las bandas de las fracciones J a L del
experimento de interaccion inhibidores-veneno son las que presentaron mayor
concentracion con respecto al control de veneno. Dado que la identificacion por
MS/MS indic6 que los inhibidores son del tipo yPLI, se espera que estos tengan
una interaccion con las PLAz (Fig. 3, picos J y K; Fig. 5, carriles J y K). Sin
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embargo, el pico J (las PLA2) de veneno de C. simus sale a un porcentaje de
acetonitrilo de alrededor de 40% (Fig. 3), el cual es similar al porcentaje de
acetonitrilo del pico A de los inhibidores (Fig. 2), por lo que podria ser una
coincidencia en los tiempos de elucidn y no una verdadera interaccion entre los

inhibidores y las PLA:.

De la misma manera, cada subunidad de los inhibidores tiene una masa
molecular de =22 kDa (Cuadro 1), que es similar a la de la subunidad CB de la
crotoxina (14-16 kDa) reportada para C. simus (6), por lo que las bandas se
verian muy cercanas en el SDS-PAGE. Debido a que tanto los tiempos de
retencion por RP-HPLC como la posicion de las bandas en los geles podrian
darse por coincidencias en hidrofobicidad y masa, la interaccién entre inhhibidor-

PLA:2 se deberia comprobar por metodologias mas robustas.

Una tecnologia que podria ayudar a elucidar si en realidad hay una
interaccion entre ellas es la Resonancia de Plasmones de Superficie (0 SPR, por
sus siglas en inglés), ya que demostré que hay una interaccién no-covalente de
muy alta afinidad entre la toxina jararhagina de Bothrops jararaca y la antitoxina
plasmética DM43 de Didelphis aurita (104).

De las actividades bioquimicas in vitro, destaca la presencia de una
neutralizacion por parte de los inhibidores sobre la actividad coagulante en
plasma (Cuadro 3), a pesar de no haber neutralizacion de la actividad
desfibrinogenante en ratones (Cuadro 3). Aunado a esto, hay una ausencia de
inhibidores de SVMPs y de SVSPs (Cuadro 1), que son las toxinas responsables
de los efectos procoagulantes en este veneno (86). Ademas, los efectos
hemostaticos reportados para las PLA2s son anticoagulantes, no procoagulantes
(105,106,107), por lo que la presencia de yPLIs no explicaria la neutralizacién de

la actividad coagulante en plasma.

Sin embargo, existe la posibilidad de que las proteinas identificadas como
inhibidores de fosfolipasa A2 también tengan interaccion con otras proteinas. En
la Fig. 3 se observa que las fracciones asociadas a las SVSPs (6) presentan un
aumento cuando se incuba el veneno con los inhibidores (Fig. 3C, fracciones L

a 0), lo cual podria indicar una posible interaccién entre los inhibidores y las
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SVSPs. Para comprobar esta hipétesis se podria utilizar la técnica de SPR ya
mencionada (104), y realizar la prueba de neutralizacion de los inhibidores sobre
veneno completo y sobre SVSPs purificadas; asimismo, se podria neutralizar con
PMSF, un inhibidor de SVSPs ya descrito (108), y comparar los tiempos de
coagulacion con los de los inhibidores. De ser el caso que los inhibidores si sean
los responsables de neutralizar la actividad coagulante del veneno, no se
encontr6 una neutralizacion por parte de ellos sobre la actividad
desfibrinogenante. Esto podria ser por la cantidad de inhibidor que se utilizo para
realizar la neutralizacion de la prueba, por lo que intentar con concentraciones

mas altas de inhibidor es otra alternativa.

Con respecto a la actividad PLA2, si bien se obtuvo una neutralizacion de
la actividad miotdxica (de la cual las PLA2 son responsables) por parte de los
inhibidores, no se obtuvo una clara neutralizacién de la actividad PLA2 bajo
ninguno de los dos métodos in vitro (Fig. 7C; Fig. 8C). Sin embargo, a pesar de
que si se observo una neutralizacion de esta actividad con el suero PolivVal-ICP
bajo el método de Dole (Fig. 8B), tampoco se logré observar una neutralizacion
bajo el método de Holzer & Mackessy (Fig. 7B). Esto indica que el método de
Holzer & Mackessy no es apropiado para probar la capacidad neutralizante del
antiveneno o los inhibidores. En cuanto al método de Dole, no se puede
descartar la capacidad neutralizante de los inhibidores, ya que el control de sélo
los inhibidores indica que hay un alto consumo de NaOH, inclusive similar al del
veneno (Fig. 8D). Esto quiere decir que, de haber un efecto neutralizante, éste
estaria siendo enmascarado por el consumo de NaOH visto en la solucién control

de los inhibidores.

Dado que el efecto neutralizante podria estar enmascarado por debajo del
consumo de NaOH del control de los inhibidores (Fig. 8D), se podria intentar con
una dosis reto de veneno mas alta. Esto podria causar un consumo de NaOH
mayor al generado por el control de los inhibidores, dando la posibilidad de
observar si hay una curva de neutralizacion. Otra alternativa seria probar con
otras metodologias que no estén basadas en pH o espectrofotometria. Una

opcion seria el método de hemodlisis indirecta, que consiste en medir los halos
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de hemodlisis producidos por el veneno sobre geles de agarosa con eritrocitos y
yema de huevo (109); esto permitiria comparar el dafio generado por el veneno
cuando es neutralizado con el suero PolivVal-ICP y con los inhibidores.

Conclusiones

La metodologia utilizada fue util para separar, a partir de plasma,
proteinas identificadas como inhibidores de fosfolipasa Az tipo gamma. A pesar
de que solo se identificd este tipo de inhibidor, no se descarta la posibilidad de
la existencia de otros tipos de inhibidores dirigidos contra otras toxinas que

podrian ser aislados bajo otra metodologia.

Dado que las PLAz son las responsables de la actividad miotoxica y letal
en el veneno de C. simus, se confirmé que los inhibidores aislados en este
estudio tienen una actividad neutralizante contra estas toxinas, ya que lograron
neutralizar ambas actividades. Sin embargo, aunque estén identificados como
inhibidores de PLA2, existe la posibilidad que estén dirigidos a mas de un tipo de
blanco, ya que se presentd neutralizacion de la actividad coagulante. Se
necesitan hacer mas pruebas para determinar si los inhibidores son exclusivos
de un blanco (solamente PLA2) o si también pueden neutralizar otro tipo de

toxinas.

En comparacioén con el suero antiofidico comercial PoliVal-ICP, la fraccion
de inhibidores aislados en este estudio presenta una mejor neutralizacién de las
actividades letal y miotoxica, siempre que se tome en cuenta la cantidad de
proteina inyectada. Pero el suero, al estar mas concentrado, presenta una mejor
neutralizacion basandose en el volumen inyectado. Por otro lado, hay que
considerar que el suero PoliVal-ICP también neutraliza otras actividades
importantes en el tratamiento por envenenamiento ofidico, como la
desfibrinogenante y hemorragica, que no son neutralizadas por estos

inhibidores.
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Anexos

Anexo 1. Tiempos de elucion (min) de los picos del cromatograma de RP-HPLC
de la Fig. 2.

Pico Tiempo de elucion (min)

A 49.491
B 55.604
C 61.160
D 62.335
E 65.154

Anexo 2. Tiempos de elucion (min) de las fracciones del cromatograma de RP-
HPLC de la Fig. 3.

Fraccion Tiempo de Fraccion Tiempo de
elucion (min) elucion (min)
A 28.517 N 72.8
B 29.117 O 74.026
C 30.7 P 76.9
D 32.4 Q 78.178
E 35 R 78.866
F 36.805 S 79.549
G 37.814 T 80.153
H 61.056 U 80.407
I 61.838 Y 80.637
J 62.304 w 81.203
K 63.554 X 81.588y 81.775
L 71.158 Y 83.439y 83.72
M 72.121
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Anexo 3. Identificacion de péptidos a partir de las bandas del inserto de la Fig. 6.
Los péptidos identificados estan representados por lineas celestes. El resaltado
gris representa la secuencia que estos péptidos cubren de la secuencia de
referencia. Las letras ¢, d y o indican presencia de carbamidometilacion,

deamidacién y oxidacion, respectivamente.
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