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PREFACIO

En el trabajo de pre-grado “Caracterizacion inmunoquimica y enzimatica del
veneno de la serpiente Porthidium nasutum”, presentado al programa de
Licenciatura en Biologia y Educacion Ambiental de la Universidad del Quindio,
se estudiaron algunas propiedades enziméticas del veneno de Porthidium
nasutum, ademas de sus caracteristicas inmunoquimicas utilizando el
antiveneno botrépico producido por el Instituto Butantan en Sdo Paulo, Brasil.
El presente estudio, que ademas fue presentado y nominado a mejor trabajo de
pregrado en la Reunion Cientifica Anual realizada por el mismo instituto en
diciembre de 2007, reune las investigaciones desarrolladas sobre dicho veneno
en un periodo de seis meses donde se intenté ampliar los conocimientos
existentes sobre algunas de las caracteristicas presentes en el veneno de la
serpiente Porthidium nasutum, que posee una alta incidencia entre los

accidentes ofidicos reportados en Colombia.
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RESUMEN

Caracterizacion inmunoquimica y enzimatica del veneno de la serpiente Porthidium nasutum

Nathalia Mejia Sanchez. Cédigo: 77620. Directora: Katia Cristina Barbaro. 11 de diciembre de
2007
Licenciatura en Biologia y Educacién Ambiental
Facultad de Educacion

El envenenamiento por Porthidium nasutum causa principalmente dolor, edema, hemorragia y
necrosis en el lugar de la mordedura y en algunos casos, se puede presentar deficiencia renal
aguda. El objetivo de este trabajo, fue caracterizar algunas actividades inmunoquimicas y
enzimaticas del veneno de P. nasutum. La caracterizacion bioguimica se llevo a cabo por medio
de electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS (12,5%). Caseina, gelatina,
fibrindgeno y acido hialurdnico fueron adicionados como substrato en SDS-PAGE (12,5%), para
determinar las actividades enzimaticas. Se realizaron ELISA y Western Blotting para verificar el
reconocimiento del veneno por parte del suero antibotrépico producido por el Instituto Butantan.
Para todos los experimentos, se utilizd veneno de Bothrops jararaca como control positivo. El
perfil electroforético del veneno de P. nasutum mostréd por lo menos 12 bandas tefiidas con
nitrato de plata, los componentes situados por debajo de 32 kDa, tuvieron masa molecular
semejante a los componentes del veneno de B. jararaca. Los resultados de la zimografia
demostraron que el veneno de P. nasutum, no presenta actividades fibrinogenolitica ni
hialuronidasica y las actividades caseinolitica y gelatinolitica, fueron pobremente detectadas en
este veneno, con bandas localizadas cerca de 35 kDa en el caso de la caseina y 50, 38 y 32 kDa
cuando se usé gelatina como sustrato. Anticuerpos contra el veneno de P. nasutum (titulo
512.000) fueron detectados usando el suero antibotrépico que reconocié minimo 12 bandas en el
veneno de P. nasutum por Western Blotting, las principales entre 70 y 30 kDa. Las actividades
enzimaticas estudiadas fueron levemente detectadas en el veneno de P. nasutum. Sin embargo,
fue interesante observar que los anticuerpos presentes en el suero antibotrépico reconocen
fuertemente los componentes del veneno de P. nasutum. Estos resultados sugieren que el suero
antibotrépico producido en Brasil, puede neutralizar algunas actividades toxicas del veneno de
Porthidium nasutum.

Palabras clave: Porthidium nasutum, veneno, envenenamiento, antiveneno.



ABSTRACT

MEJIA SANCHEZ, N. Immunochemical and enzymatic characterization of
Porthidium nasutum venom snake. — Laboratério de Imunopatologia, Instituto
Butantan, S&o Paulo, SP. Brasil. 2007.

Porthidium nasutum snake (Hog—nosed pit viper) inhabits tropical, wet and
moist forests from southern Mexico to Ecuador. In Colombia, Porthidium and
Bothrops genera are responsible for about 95% of snakebites. Envenomation
by Porthidium nasutum causes mainly pain, edema, haemorrhage and necrosis
at the site of the bite and, in a few cases, acute renal failure can be present.
This work aims to characterize some immunochemical and enzymatic activities
of P. nasutum venom. Biochemical characterization was performed using
polyacrylamide gel electrophoresis — sodium dodecyl sulphate (12.5%). Casein,
gelatin, fibrinogen and hyaluronic acid were incorporated as substrates in SDS-
PAGE (12.5%) to determinate the enzymatic activities. In addition, ELISA and
Western Blotting were performed to verify the recognizing of P. nasutum venom
using antibothropic serum produced by Butantan Institute. For all experiments, it
was used Bothrops jararaca venom as a positive control. The electrophoretic
profile of P. nasutum venom, showed at least 12 bands stained by silver nitrate,
components below 32 kDa had molecular weights similar to components of B.
jararaca venom. Zymography results demonstrated that P. nasutum venom did
not have fibrinogenolytic and hyaluronidasic activities. Both gelatinolytic and
caseinolytic activities were poorly detected in P. nasutum venom, with bands
located around 35 kDa for gelatin y 50, 38 y 32 kDa when casein was used as
substrate. Antibodies titer against P. nasutum (titer 512,000) venom was
detected using antibothropic serum. This serum recognized at least 12 bands
by Western Blotting, the major ones being situated between 70 y 30 kDa.
Enzymatic activities of P. nasutum venom were poorly detected. Furthermore, it
was interesting to observe that antibodies present in antibothropic serum
strongly recognize P. nasutum venom components. These results suggest that
antibothropic serum produced in Brazil could neutralize some toxic activities of
P. nasutum venom.

Key words: Porthidium nasutum, venom, envenomation, antivenin.



1. INTRODUCCION

Existen diferencias entre animales venenosos y ponzofiosos. Los primeros;
no presentan estructuras como dientes 6 aguijones para inyectar toxinas y
el envenenamiento ocurre normalmente por su ingestion. Ya en el segundo
caso, el animal se considera ponzofioso cuando produce la secrecion tdxica
en células 6 glandulas altamente especializadas y es capaz de inyectar el
veneno a través de una picada o ponzofia (De Freitas 1997; Russel, 2001;
Mebs, 2002). Sin embargo, en la literatura no se hace distincién entre un
tipo de animal y otro. Por lo tanto, a todo animal que posee algun tipo de
sustancia toxica, se le conoce vulgarmente con el nombre de animal
venenoso, quienes normalmente, utilizan este tipo de secreciones para
cazar las presas y ayudar en su pre-digestion, ademas de servir de defensa

contra predadores (Mebs, 2002).

Con excepcion de los pajaros, en la naturaleza se encuentran todo tipo de
animales venenosos y ponzofiosos. Se calcula que hay aproximadamente
1.500 especies descritas, incluyendo especimenes marinos, artrépodos
(como escorpiones y arafias) y cerca de 400 especies de serpientes que

son de importancia médica para el hombre (Russel, 2001).



1.1 Porthidium nasutum

La serpiente Porthidium nasutum (Fig.1), descrita por primera vez por
Bocourt en 1868, pertenece al Reino Animalia, Philum Chordata, Clase
Reptilia, Orden Squamata, Familia Viperidae y Subfamilia Crotalinae.
Anteriormente recibia los nombres de Bothrops nasuta (Bocourt, 1868);
Bothriopsis proboscideus (Cope, 1876) y Thanatophis sutus (Posada-
Arango, 1889) entre otros y fue re-clasificada por la Convencion
Internacional para el manejo de especies de fauna y flora silvestre en 1989

bajo el nombre de Porthidium nasutum (Schier et al., 2003).

wwwy.afomb orghubsliving_hazardsisnakes.html

Figura 1 - Porthidium nasutum

Como el resto de los vipéridos, P. nasutum conocida popularmente como
serpiente nariz de cerdo o veinticuatro, presenta denticion solenoglifa (Fig.
2). Tiene el cuerpo moderadamente robusto, mide entre 460 — 630 mm de

longitud, con cabeza triangular diferenciada del cuello y pupilas verticales



elipticas. El color de fondo es pardo o canela, una serie de 15 a 23
manchas rectangulares o triangulares recorren su cuerpo (Fig. 1) y en
juveniles; la punta de la cola es amarillenta. El tipo de reproduccién es
viviparo, teniendo de 8 a 18 crias por parto (Campbell, 1998). Presenta
habitos diurnos y nocturnos y por su coloracion es casi imperceptible en el

suelo de la selva.

Wwww.agpix.com

Figura 2 - Denticién solenoglifa

La serpiente Porthidium nasutum, se encuentra con frecuencia entre la
hojarasca y en ocasiones trepa arbustos y matorrales a mas de un metro
del suelo, pues prefiere las zonas de selva poco perturbadas. Habita en la
selva humeda tropical (1200 m de altitud) desde el sur de México (Chiapas),
hasta el sur de Ecuador (Porras et al., 1981; Schatti & Kramer, 1993;
Campbell & Lamar, 2004; Cisneros-Heredia, 2004), pasando por la region
occidental de Colombia en los departamentos de Antioquia, Choco,

Atlantico, Tolima, Huila y Meta (Fig. 3).
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Figura 3 - (A) Distribucidon geografica de Porthidium nasutum en el mundo. (B)

en Colombia.

1.2 Epidemiologia

La incidencia de accidentes ofidicos en el mundo es estimada alrededor de
cinco millones de personas cada afio, con una mortalidad de 125.000
habitantes/afio. Mas de
venenosas, necesitan cuidados médicos y aproximadamente 100.000 quedan
con algun tipo de secuela (Chippaux, 1998). Por el gran nimero de casos
reportados, se considera que este es un problema de salud publica sobre todo

en los paises tropicales (Who, 1981) y se refleja principalmente en jovenes
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Porthidium nasutum; junto a Bothrops asper, ocasiona aproximadamente el
95% de los accidentes ofidicos en Colombia. Estos incidentes causan
mortalidad de 5% y secuelas de 6%; atribuibles a complicaciones generadas
por los rapidos efectos de los venenos y por la tardia iniciacion del tratamiento

especifico (Otero et al., 1992hb).

Estudios clinicos muestran que el veneno de Porthidium nasutum induce
efectos locales como edema, el cual puede extenderse a lo largo del miembro
comprometido, hemorragia, ampollas y mionecrosis (Otero et al., 1992 a; 1992
b), al igual que los accidentes botrépicos (Franca & Malaque, 2003). También
se presentan signos sistémicos como alteraciones en la cascada de
coagulacion, presentes también en numerosos animales venenosos como las
serpientes Bothrops (Santoro & Sano-Martins, 2003). Igualmente, hemorragias
distantes del sitio de la mordedura (gingivorragia), hipotension, trombocitopenia
y nefrotoxicidad (Otero et al., 1992a; Otero et al., 1996). El ébito puede darse
debido a complicaciones como insuficiencia renal aguda e infecciones

secundarias (Otero et al., 1992b).

Como lo explicaron Otero-Patifio y colaboradores (1998), la sintomatologia
clinica que presentan los pacientes después de la mordedura de Porthidium
nasutum, es clasificada segun la gravedad de los sintomas en tres grupos;
leve; con dafios locales presentes, moderado; caracterizado por los signos

locales y trastornos en la coagulacion y grave; que incluye los sintomas



anteriormente descritos junto a necrosis local e insuficiencia renal aguda 6

cronica.

1.3 El veneno

El estudio de los venenos animales es un campo supremamente amplio.
Existen innumerables publicaciones alrededor del mundo, que abordan el tema
desde diversas perspectivas; desde la clinica hasta la biologia molecular,
pasando por la bioquimica, farmaceutica y fisiologia en modelos
experimentales (Picolo et al., 2002; Barbaro et al., 2005; De Roodt et al., 2007;
Da Silva et al., 2007) y humanos (Otero et al., 1996; Richardson et al., 2007,
Xu et al., 2007; Kochar et al., 2007), asi como estudios in vitro (Francischetti et
al., 1998; Hung & Chiou, 2001; Machado et al., 2005; Calvete et al., 2007; Wei

et al., 2007).

Boquet (1992), en su libro “History of snake venom research”, cuenta que en el
siglo XVI, Van Helmont propuso en su escrito llamado “Orthus Medicinae”,
publicada después de su muerte en 1648, que los venenos de las serpientes
eran ‘“espiritus irritados”, que la bestia expulsaba cuando mordia y que
coagulaban la sangre en las venas y detenian la circulacion. También sefala
qgue fue hasta 1664 cuando Redi, en su publicacion “Observatione Intorno Alle
Vipera”, determiné que el jugo extraido de las glandulas venenosas de una

serpiente, viva 0 muerta, causaba un dafo letal. Debi6é pasar un siglo antes de
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que Fontana, en su libro publicado en 1781, confirmara con resultados
experimentales las observaciones de Redi, poniendo de esta forma fin a la
“Teoria de los Espiritus”. A finales del siglo XVIII, Lavoisier, convirtio a la
quimica en una ciencia experimental y un siglo después bajo la influencia de
Claude Bernard, ocurrié el desarrollo de la fisiologia en donde se comenz6 a
relacionar el entendimiento de las estructuras y las funciones en un sistema
que definia las condiciones esenciales para el mantenimiento de la vida. Los
quimicos fueron los primeros en considerar los venenos como objetos de
interés, esforzandose por definir su composicion. Sometieron a los venenos a
reacciones con diferentes tipos de reactivos e intentaron separar sus
componentes. Observaron que algunos tipos de substancias los destruian,
mientras que otras los precipitaban. En 1878, ocurrié un nuevo hallazgo en la
investigacion de los venenos de las serpientes, cuando Pelder, propuso que los
venenos eran sustancias “tipo proteinas” y luego utilizando el veneno de
Crotalus adamanteus, determind que su naturaleza no era homogénea, relata
Boquet. Los exdmenes realizados a las victimas motivaron a los fisidlogos a
reproducir experimentalmente en animales, los fendmenos observados en el
hombre, con la finalidad de estudiarlos mas detalladamente. Debido a que
estos fendbmenos eran el resultado de las alteraciones en una o mas funciones,
los fisibélogos trataron de disociar cada sintoma del envenenamiento y
relacionarlo con la funcion mas afectada. De esta manera fueron aumentando
la comprension de los fendmenos observados mediante experimentos in vivo

en sistemas biolégicos seleccionados. En las observaciones realizadas a



animales de laboratorio, picados por serpientes venenosas, llegaron a la
conclusion que esos venenos habian tenido un efecto sobre la sangre
circulante. Bajo algunas condiciones, el envenenamiento inhibia la coagulacion
y bajo otras condiciones, al realizar la autopsia del animal abriendo los vasos
sanguineos, se encontraba que la sangre estaba totalmente coagulada

(Boquet, 1992).

Es bien conocido que las serpientes de la familia Viperidae, presentan como
una de sus manifestaciones mas agresivas a través de diversos efectos
farmacoldgicos, las alteraciones sobre la cascada de coagulacidon (Scarborough
et al., 1993; Fujimura et al., 1995; Fuly et al., 1997; Clissa et al., 2001). Las
proteinas presentes en este tipo de venenos, pertenece a un grupo molecular
heterogéneo con diversas propiedades fisicas y bioquimicas, encontrandose
tanto proteinas como glicoproteinas con masas moleculares que oscilan entre
5.000 y mas de 200.000 Daltons, con presencia o ausencia de actividades

enzimaticas (Kini & Evans, 1990).

Hablando especificamente del veneno de P. nasutum (anteriormente llamada
Bothrops nasutus), Gené y colaboradores (1989), al trabajar con modelos
murinos, encontraron que el veneno de Porthidium nasutum no presenta
actividad coagulante ni desfibrinante segun los protocolos usados, mas tiene

poca actividad fibrinolitica y fibrinogenolitica debido a que cliva la sub-unidad a
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del fibrindgeno, dejando intactas las sub-unidades B y y. En trabajos realizados

por Otero et al. (1992a; 2002), usando ratones como modelo experimental,
reportaron que el veneno de la P. nasutum, posee actividad letal, hemorragica,
edematizante, mionecrosante y hemolitica indirecta mas no desfribrinante,

como en el caso de las otras serpientes pertenecientes al género Bothrops.

1.4 El suero

El tratamiento que se le da al envenenamiento por vipéridos en Latinoamérica,
se basa en la administracion intravenosa de antivenenos mono ¢ polivalentes
(Amaral et al.,, 1991; Fan & Cardoso, 1995; Gutiérrez, 1995). Hasta el
momento, la sueroterapia continta siendo el tratamiento especifico para este
tipo de accidentes desde su descubrimiento en 1894 por Albert Calmette (Bon,
1996). Por recomendacion de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), los
antivenenos utilizados en un pais deben ser evaluados en su capacidad
neutralizante no solo del efecto letal, sino también de otras actividades
farmacoldgicas presentes en los venenos (Otero et al., 2002). Actualmente, se
producen en Colombia dos tipos de antiveneno; “Suero Antiofidico Polivalente”
liofiizado de Laboratorios PROBIOL LTDA (antibotrépico, anticrotalico y
antilachésico), y el “Suero Antiofidico Polivalente” del Instituto Nacional de
Salud de Colombia (antibotropico y anticrotalico), liquido que requiere
refrigeracién. Igualmente, es importado el suero liquido “Ativipmin® del

laboratorio mexicano BIOCLON, que neutraliza el veneno de serpientes de los



géneros Bothrops, Crotalus, Agkistrodon, Lachesis y Sistrurus. Sin embargo, no
se encuentra disponible en el mercado colombiano el suero antibotrépico
producido por el Instituto Butantan que neutraliza especificamente, las acciones

de los venenos botropicos.

Hace algun tiempo, los investigadores vienen estudiando desde diversas
perspectivas; principalmente el poder neutralizante de algunos sueros
antiofidicos con relacion a las actividades téxicas del veneno de las serpientes
del género Porthidium. Pese a esto, no se encuentran datos en la literatura
sobre las caracteristicas enzimaticas e inmunoquimicas del veneno de
Porthidium nasutum y debido a sus semejanza en la clinica con los accidentes
botrépicos, se determiné realizar estudios de zimografia utilizando los mismos

sustratos empleados en el estudio de los venenos del género Bothrops.

Gené y colaboradores (1989), estudiaron entre otros aspectos, la neutralizacion
de varios venenos, incluido el de Porthidium nasutum (Bothrops nasuta), con el
suero polivalente producido por el Instituto Clodomiro Picado de Costa Rica,
hallando que el plasma hiper-inmune utilizado, neutraliza las actividades
toxicas del veneno de P. nasutum en el modelo experimental murino. En 1999,
Otero et al., en un reporte clinico, analizaron la correlacion entre seguridad y
caracteristicas bioquimicas de dos antivenenos; purificados por diferente via,

producidos por el Instituto Clodomiro Picado de Costa Rica, encontrando una
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diferencia significativa entre las reacciones adversas que presentan los
pacientes luego de la sueroterapia con algunos de los dos antivenenos

analizados.

La capacidad neutralizante de las actividades letal, hemorragica y coagulante
del suero antibotrépico producido por el Instituto Butantan y el antiveneno
polivalente fabricado por el Instituto Clodomiro Picado, frente a dieciséis
especies diferentes de serpientes encontradas en centro y Sudamérica, donde
estda incluida P. nasutum, fué analizada por Bogarin et al. (2000). Los
resultados expuestos por este grupo, sugieren que el veneno de P. nasutum de
Costa Rica, no presenta actividad coagulante en el plasma humano y que sus
actividades toxicas fueron eficazmente neutralizadas por los dos antivenenos

estudiados.

Utilizando otros antivenenos, Otero y colaboradores (2002), realizaron pruebas
de neutralizacion para algunas actividades toxicas de los venenos de P.
nasutum y B. asper, con la diferencia que emplearon antivenenos producidos
en Colombia, México y Venezuela. En este estudio, se describieron las
actividades letal, hemorragica, edematizante, mionecrosante y hemolitica
indirecta del veneno de P. nasutum y la eficiente neutralizacion de sus
actividades toxicas por parte de los antivenenos producidos en Colombia y
México y en menor medida del suero venezolano. Finalmente, Schier et al.

(2003), publicaron un reporte clinico de un accidente producido por el



envenenamiento de Porthidium nasutum, que fue neutralizado parcialmente por

un antiveneno crotalico polivalente disponible en Estados Unidos.

La realizacion de este trabajo arrojo resultados importantes, pues no sélo se
estudiaron algunas de las propiedades enziméaticas del veneno de una de las
serpientes con mayor importancia clinica en el pais, sino también, se analiz6 la
reactividad inmunoquimica del veneno frente al suero antibotropico producido
por el Instituto Butantan en Brasil, que podria actuar como herramienta

alternativa en la sueroterapia en Colombia.
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2. OBJETIVOS

Los objetivos propuestos para desarrollar este trabajo fueron:

e Determinar el perfil electroforético de los componentes proteicos

presentes en el veneno de Porthidium nasutum.

e Estudiar algunas actividades enzimaticas del veneno de P. nasutum

por zimografia.

o Verificar el reconocimiento de los componentes del veneno de P.
nasutum por el suero antibotropico producido por el Instituto

Butantan por ELISA y Western Blotting.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Veneno

El veneno de Porthidium nasutum, cedido gentilmente por la Doctora Vitelbina
Nufez; directora del Centro de Ofidismo y Escorpionismo de la Universidad de
Antioquia, fue obtenido por ordefio manual de 45 ejemplares juveniles y adultos
procedentes de diferentes regiones de Antioquia y Choc6 en Colombia. Para
todos los experimentos fue usado como control positivo el veneno de la
serpiente brasilera Bothrops jararaca; escojido por presentar una clinica
semejante al envenenamiento de P. nasutum y por encontrarse dentro del
“pool” de inmunizaciéon de los caballos con los cuales es producido el suero
antibotrépico a ser estudiado. Los venenos se centrifugaron a 3000 g por 20
minutos, el sobrenadante se homogenizo, liofilizé y congel6 a -20°C hasta su
uso. La concentracion de proteinas contenidas en el “pool” del veneno, fue
determinada usando acido bicinconinico (SIGMA®) de acuerdo con Smith et al.

(1985) usando como patrén albumina de suero bovino (SIGMA®).

3.2 Suero
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El antiveneno botrépico (Lote: 0611203), cedido por la “Seccién de Plasma
Hiperimune” del Instituto Butantan, fue obtenido después de la inmunizacion
repetitiva de caballos con una mezcla de venenos de Bothrops jararaca (50%),
Bothrops alternatus (12,5%), Bothrops neuwiedii (12,5%), Bothrops jararacussu
(12,5%) y Bothrops moojeni (12,5%). Los fragmentos de inmunoglobulina
F(ab),, fueron purificados por digestion de pepsinas y precipitacion con sulfato

de amonio (Raw et al., 1991).

3.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las proteinas de los venenos de Porthidium nasutum y Bothrops jararaca,
fueron separadas por electroforesis, segun lo descrito por (Laemmli, 1970), en
gel de poliacrilamida (bisacrilamida y acrilamida producidas por SIGMA®) en
presencia de SDS (BIO-RAD), con una concentracion de 12,5% (para el gel de
corrida) y 4% (para el gel espaciador), utilizando un sistema para electroforesis
Dual Gel Caster, Hoefer®. El veneno (5 pg), se diluyé en un mismo volumen de
tampon de muestra (BIO-RAD) compuesto por TRIS/HCI 125 mM, pH 6,8 al
2,5% (p/v) de SDS, 20% de glicerol, 4 mM EDTA y 0,05% de azul bromofenol.
Las muestras fueron hervidas por 3 minutos y aplicadas en el gel, que después
de la corrida a 135 V y 30 mA por 2 horas, se tifié con nitrato de plata (Blum et
al., 1987). Los marcadores de masa molecular (Kaleidoscope prestained

standards, Bio-Rad, Hercules, CA) utilizados fueron: miosina, -galactosidasa,



albumina de suero bovino, anhidrasa carbonica, inhibidor de tripsina, lisozima y

aprotinina.

3.4 Zimografia

3.4.1 Actividad hialuronidéasica

Se incorporaron como sustrato 170 pg/ml de acido hialurénico (SIGMA®) a un
gel con 12,5% de poliacrilamida (Miura et al., 1995; Barbaro et al., 2005). Las
muestras de los venenos de P. nasutum y B. jararaca (20 pg/15 pl), junto al
veneno de la arafia marrén Loxosceles laeta (20 pg/15 pl) que se empled como
control positivo s6lo en este ensayo; se diluyeron en tampén de muestra (BIO-
RAD) compuesto por TRIS/HCI 125 mM, pH 6,8, 2,5% (p/v) de SDS, 20% de
glicerol, 4 mM EDTA y 0,05% de azul bromofenol y el gel se corrié a 30 mA.
Después de la electroforesis, el SDS (BIO-RAD) fue removido del gel con una
solucion de Triton X-100 (Pharmacia LKB Biotechnology) 2,5% durante 40
minutos a temperatura ambiente. El gel se encub6 a 37°C por 16 horas, en un
tampon de 20 mM Tris pH 7,4 conteniendo 0,5 mM de cloruro de calcio. Las
proteinas residuales fueron removidas por la incubacion del gel en tampoén 20
mM Tris pH 7,4 con 0,5 mM de cloruro de calcio y 0,2 mg/ml de proteasas
obtenidas de Streptomyces griceus (SIGMA®) durante 150 minutos a 37°C. El
gel fue tefiido con Alcian Blue (SIGMA®) (0,5%) y decolorado con 25% de
etanol y 10% de acido acético para retirar el exceso de colorante. La

visualizacion de areas no tefiidas en el gel, fue indicativa de la presencia de
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actividad enzimatica. Los marcadores de masa molecular fueron los mismos

gue se describieron anteriormente para el ensayo de electroforesis.

3.4.2 Actividad caseinolitica, gelatinolitica y fibrinogenolitica

Las proteinas de los venenos de Porthidium nasutum y Bothrops jararaca,
fueron separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
SDS (BIO-RAD) y las actividades enziméticas, se realizaron segun lo descrito
por Heussen & Dowdle (1980) y Barbaro et al. (2005). Al gel de resolucién al
12,5%, se le adicionaron 2,0 mg/ml de caseina (MERK®), 2,0 mg/ml de gelatina
(SIGMA®) 6 0,5 mg/ml de fibrinégeno (SIGMA®) de acuerdo con la actividad
enzimatica deseada. Se utilizdé un gel espaciador con 4% de poliacrilamida. Los
venenos (40 upg/15 ul), se diluyeron en tampén de muestra (BIO-RAD) que
contiene TRIS/HCI 125 mM, pH 6,8, 2,5% (p/v) de SDS, 20% de glicerol, 4 mM
EDTA y 0,05% de azul bromofenol. El gel se corrié a 30 mA hasta el término de
la electroforesis. A continuacion, el gel se lavé dos veces por 20 minutos con
Triton X-100 (Pharmacia LKB Biotechnology) 2,5% para remover el SDS y
posteriormente, se incubd a 37°C por 16 horas en una solucion de Tris 20 mM
con cloruro de calcio 0,5 mM. La coloracion del gel se realizé con Coomassie
blue (SIGMA®) y decoloré con una solucién de 44% etanol (Synth) y 10% de
acido acético (MERCK) para retirar el exceso de colorante. La visualizacion de

areas no coloreadas en el gel fue indicativa de la presencia de actividad



enzimatica. Los marcadores de masa molecular fueron los mismos descritos en

el numeral 3.3.

3.5 Inmunoensayo (ELISA)

Siguiendo el protocolo estandarizado en el Laboratorio de Imunopatologia del
Instituto Butantan para estudio de venenos botropicos, la placa de poliestireno
de 96 pozos y fondo plano (Nunc-Immuno™), fue sensibilizada (100 pl/pozo)
con una solucion de los venenos de Porthidium nasutum y Bothrops jararaca
(10 pg/ml) e incubada durante 18 horas a 4°C en camara humeda. Después de
enjuagar con tampén de lavada que contiene PBS (BIO-RAD) pH 7,4 y Tween
20 (SIGMA®) al 0,05%, se agregaron 200 pl de solucién blogueadora
compuesta por tampoén carbonato pH 9,6 con 3% de albumina de suero bovino
(INIAB) en todos los pozos y se incubd la placa por dos horas a 37°C dentro de
camara humeda. Se hizo una segunda lavada igual que la anterior y se
aplicaron diluciones seriadas (comenzando con 1:4000) del suero antibotrépico
en tampon de incubacién (PBS pH 7,4, 1% BSA y 0,05% de Tween 20). Se
incubd por 1 hora a 37°C. Después de un nuevo lavado, se agrego el
conjugado inmuno-enzimatico marcado con peroxidasa, producido por el
laboratorio SIGMA® (anti-IgG de caballo), diluido en tampén de incubacién y

nuevamente se encubd la placa por 1 hora a la misma temperatura que las
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anteriores. Después de un ultimo lavado, se agregd el sustrato cromégeno
(OPD y H,0,) diluido en tampon citrato pH 5,0 (100 ul/pozo) y se permitié que
ocurriera la reaccion durante 5 minutos aproximadamente. Posteriormente, la
reaccion se detuvo con H,SO, (MERCK) al 30% (50 ul/pozo). La absorbancia
fue leida a una densidad optica de 492 nm en un lector de ELISA Multiskan

plus.

3.6 Western Blotting

Se realizo la electroforesis como esta descrito anteriormente y enseguida, se
efectud la transferencia de las proteinas a 130 V y 385 mA por 2 horas desde el
gel de poliacrilamida a la membrana de nitrocelulosa (BIO-RAD), en una
cadmara Te Series Transphor electrophoresis Unit de Hoefer® siguiendo el
protocolo propuesto por Towbin et al. (1979). La membrana, se dejo “overnigth”
a 4°C sobre agitaciéon en solucion bloqueadora (leche en polvo descremada 5%
y Tris-salina). Al dia siguiente, se adiciondé el suero antibotrépico en
concentraciones 1:250 y 1:2500. Luego se incubd6 sobre agitacion por 2 horas a
temperatura ambiente. Después de lavar con Tris-salina tres veces por cinco
minutos cada una, se aplicé el conjugado inmunoenzimatico en solucién
bloqueadora y se incubd por 2 horas mas a temperatura ambiente sobre
agitacion. Luego de un ultimo lavado, se agrego el substrato cromégeno 4-
cloro-1-naftol (MERCK). La reaccidén se detuvo utilizando agua corriente. Los
marcadores de masa molecular utilizados fueron los mismos que se

describieron anteriormente.



4. RESULTADOS

4.1 Anélisis de los componentes del veneno de Porthidium nasutum por
SDS-PAGE

Con el objetivo de analizar el perfil electroforético del veneno de Porthidium

nasutum, fue utilizada la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida

(12,5%), en presencia de SDS y coloracion por nitrato de plata.

La figura 4, muestra el perfil electroforético de los venenos de P. nasutum (Pn)
y B. jararaca (Bj). Por lo menos 12 componentes, fueron revelados en los dos
venenos. El veneno de P. nasutum, presenté bandas fuertemente coloreadas
alrededor de 130, 80, y 50 kDa. Componentes localizados por debajo de 32
kDa, estuvieron presentes tanto en el veneno de P. nasutum como en el de B.
jararaca, que presentd bandas mayoritarias con masa molecular aproximada de

125, 85 y 70 kDa. El veneno de P. nasutum presenta una Unica banda con
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masa molecular cercana a 50 kDa, que no esta presente en el veneno de B.
jararaca, el cual muestra una fuerte banda en la regiéon de 70 kDa. Diversas

bandas tefidas débilmente, fueron observadas en los dos venenos.

18,1 -

6.9 -
Pn  Bj

Figura 4 - Perfil electroforético de los venenos de Porthidium nasutum (Pn) y
Bothrops jararaca (Bj), después del analisis por SDS-PAGE y coloracion por
nitrato de plata. Los numeros a la izquierda indican la posicion de los

marcadores de masa molecular que corresponden a: miosina (203,9 kDa), B-



galactosidasa (125,4 kDa), albumina de suero bovino (80,5 kDa), anhidrasa
carbonica (41,9 kDa), inhibidor de tripsina (32,0 kDa), lisozima (18,1 kDa) y
aprotinina (6,9 kDa).

4.2 Estudio de las actividades enziméaticas del veneno de Porthidium

nasutum por zimografia

4.2.1 Actividad hialuronidasica
Para la determinacién de esta actividad, los venenos de Porthidium nasutum y
Bothrops jararaca, fueron somentidos a electroforesis en gel de poliacrilamida

12,5%, teniendo acido hialurénico como sustrato.

La actividad hialuronidasica no estuvo presente en el veneno de P. nasutum ni
en el control (B. jararaca), como lo muestra la figura 5; la Unica banda clara que
se observa alrededor de 40 kDa, es propia del veneno de la arafia marrén,

Loxosceles laeta que fue usado como control positivo en este experimento.
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197.7-
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81.1-
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17.8-
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Figura 5 - Zimografia en gel de poliacrilamida (12,5%) de los venenos (20 ug)
de Porthidium nasutum (Pn), Bothrops jararaca (Bj) y Loxosceles laeta (LI)

teniendo acido hialurénico (170 pg/ml) como sustrato y coloracion por Alcian



blue. El veneno de la arafia marron; Loxosceles laeta (LI), fue usado como
control positivo. Las areas claras del gel indican la ocurrencia de actividad
enzimatica. Los numeros a la izquierda, indican la posicion de los marcadores
de masa molecular que corresponden a: miosina (197,7 kDa), B-galactosidasa
(126,4 kDa), albumina de suero bovino (81,1 kDa), anhidrasa carbonica (40,3
kDa), inhibidor de tripsina (31,3 kDa), lisozima (17,1 kDa) y aprotinina (6,8
kDa).

4.2.2 Analisis de las actividades caseinolitica, gelatinolitica vy
fibrinogenolitica

A fin de caracterizar algunas propiedades enzimaticas relacionadas al

mecanismo de accion del veneno de Porthidium nasutum, sobre proteinas,

componentes de la matriz extracelular 6 factores de coagulacion sanguinea,

fueron adicionados a los geles de poliacrilamida (12,5%), substratos como;

gelatina, caseina 6 fibrindgeno.

4.2.2.1 Actividad caseinolitica

En la zimografia representada por la Figura 6, es posible observar que el
veneno de P. nasutum, presenta poca actividad caseinolitica, mostrando una
Gnica banda débil al rededor de 35 kDa. Por otro lado, el veneno de Bothrops
jararaca tuvo una fuerte actividad proteolitica sobre la caseina en un rango de
190 — 26 kDa, con dos bandas mayoritarias situadas en las regiones de 110 —

70y 60 — 26 kDa.
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Figura 6 - Zimografia en gel de poliacrilamida (12,5%) de los venenos (40 ug)
de Porthidium nasutum (Pn) y Bothrops jararaca (Bj), teniendo caseina (2



mg/ml) como sustrato y coloracion por Coomassie blue. Las areas claras del
gel indican la ocurrencia de actividad enzimética. Los numeros a la izquierda,
indican la posicién de los marcadores de masa molecular que corresponden a:
miosina (197,7 kDa), p-galactosidasa (126,4 kDa), albumina de suero bovino
(81,1 kDa), anhidrasa carbénica (40,3 kDa), inhibidor de tripsina (31,3 kDa),
lisozima (17,1 kDa) y aprotinina (6,8 kDa).

4.2.2.2 Actividad gelatinolitica

Por zimografia se observa que el veneno de P. nasutum presenta baja
actividad degradativa sobre el sustrato de gelatina (Figura 7), observandose
tres bandas débiles con masa molecular de 50, 38 y 32 kDa. De otro lado, en la
muestra de B. jararaca se tienen bandas fuertes y definidas en tres rangos de

masa molecular diferentes, 120 — 75, 48 — 38 y 35 — 26 kDa.
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Figura 7 - Zimografia en gel de poliacrilamida (12,5%) de los venenos (40 ug)
de Porthidium nasutum (Pn) y Bothrops jararaca (Bj), teniendo gelatina (2
mg/ml) como sustrato y coloracion por Coomassie blue. Las areas claras del
gel indican la ocurrencia de actividad enzimatica. Los numeros a la izquierda,
indican la posicién de los marcadores de masa molecular que fueron descritos

anteriormente.

4.2.2.3 Actividad fibrinogenolitica
En la zimografia representada por la figura 8, se observa que el veneno de P.

nasutum no presenta actividad fibrinogenolitica. Entre tanto, el veneno de B.
jararaca, presenta enzimas capaces de degradar el sustrato de fibrinbgeno con

masa molecular entre 45y 24 kDa.
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Figura 8 - Zimografia en gel de poliacrilamida (12,5%) de los venenos (40 ug)
de Porthidium nasutum (Pn) y Bothrops jararaca (Bj), teniendo fibrindgeno (0,5
mg/ml) como sustrato y coloracion por Coomassie blue. Las areas claras del
gel indican la ocurrencia de actividad enzimética. Los numeros a la izquierda,
indican la posicion de los marcadores de masa molecular que se describieron

con anterioridad.

4.3 Reactividad cruzada ente los venenos de Porthidium nasutum vy

Bothrops jararaca revelada por ELISA
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En este experimento, fue realizado el estudio comparativo de la reactividad
antigénica de los venenos de Porthidium nasutum y Bothrops jararaca, usando

la técnica ELISA.

Como lo muestra la figura 9, el veneno de la serpiente Porthidium nasutum, fue
reconocido fuertemente por el antiveneno botropico producido por el Instituto
Butantan, sugiriendo la existencia de reactividad antigénica cruzada entre este
veneno y el de B. jararaca. El titulo del suero antibotropico frente al veneno de
P. nasutum (titulo 512.000), no fue significativamente menor (cuando la
diferencia encima de dos diluciones fue considerada como significativa), en
relacion al veneno homoélogo (B. jararaca) con un titulo de anticuerpos igual a

1.024.000.

3.5 -
3.0 - ®

—8— P nasutum
2.5 ® - B jararaca
2.0 4

1.5 A

1.0 A

Absorbancia 492 nm

0.5 A



Figura 9 - Reactividad antigénica cruzada entre los componentes de los
venenos de Porthidium nasutum y Bothrops jararaca, revelados por ELISA
usando el suero antibotrépico producido por el Instituto Butantan, donde se
observa el titulo de anticuerpos de la dilucibn maxima del suero frente al
veneno homologo y heterdlogo en una lectura de absorbancia de 492 nm

mayor que 0,200.

4.4 Reactividad antigénica cruzada entre los venenos de Porthidium

nasutum y Bothrops jararaca revelada por Western blotting

La figura 10, muestra el resultado del “immunoblotting” de los venenos de

Porthidium nasutum y Bothrops jararaca, revelado con el suero antibotrdpico.

Componentes proteicos del veneno de Porthidium nasutum, fueron reconocidos

por el antiveneno botrépico. Los elementos de masa molecular alrededor de 70,



-35-

40 y 30 kDa, fueron fuertemente reconocidos y en menor medida los

componentes principalmente situados en la region de 125 kDa.

El suero antibotropico producido por el Instituto Butantan, reconocio
fuertemente los componentes del veneno de B. jararaca como era de
esperarse, pues este es usado en la inmunizacion repetitiva de los caballos.
Los componentes revelados se situaron en el rango de 150 a 15 kDa, pero la
reaccion fue tan intensa que aun utilizando la mayor dilucion del suero 1:2500,

fue imposible individualizar algunos de los componentes del veneno.



1/250 1/2500

203,9-
125,4-

80,5-

41.9-
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18,1-

6,9-
Pn Bj Pn  Bj

Figura 10 - Antigenos de los venenos de Porthidium nasutum (Pn) y Bothrops
jararaca (Bj) fraccionados por SDS-PAGE y evidenciados por Western Blotting,
utilizando el suero antibotrépico producido por el Instituto Butantan en una
dilucion de 1:250 y 1:2500. Los numeros a la izquierda indican la posicion de
los marcadores de masa molecular que corresponden a: miosina (203,9 kDa),
B-galactosidasa (125,4 kDa), albumina de suero bovino (80,5 kDa), anhidrasa
carbonica (41,9 kDa), inhibidor de tripsina (32,0 kDa), lisozima (18,1 kDa) y
aprotinina (6,9 kDa).

5. DISCUSION
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El envenenamiento causado por las serpientes Porthidium nasutum y Bothrops
jararaca, se caracteriza por presentar sintomas locales como edema,
hemorragia y necrosis (Kamiguti et al., 1996; Teibler et al., 1999; Gutiérrez &
Rucavado, 2000; Otero et al., 2002; Gutiérrez & Lomonte, 2003) y algunos
sintomas sistémicos como hemorragia sistémica, hematuria e hipotension

(Markland, 1998; Rathanath et al., 1999; White, 2005).

Hace algun tiempo, la serpiente Porthidium nasutum era clasificada
taxonomicamente dentro del género Bothrops. Sin embargo, por poseer
diferencias morfologicas con el resto de las especies de este grupo, fue
reclasificada dentro del género Porthidium (Schier et al., 2003). Con el presente
trabajo se demuestra que, ademas de la morfologia, existen componentes en el
veneno de la P. nasutum diferentes a los encontrados en un tipico veneno

botrépico como el de Bothrops jararaca.

Acorde a lo descrito por Anderson et al. (1993), en este estudio se observo
que, el veneno de P. nasutum presenta componentes de alta, media y baja
masa molecular. P. nasutum de Colombia y B. jararaca del Brasil no
pertenecen al mismo género ni zona geografica, mas los venenos poseen
algunas proteinas con masa molecular semejante por debajo de los 32 kDa.
Componentes clinicamente importantes se han encontrado en venenos de
otras especies de Bothrops dentro de la misma region de masa molecular,

como es el caso de metaloproteinasas con actividad fibrinolitica y hemorréagica,



proteinas con actividad coagulante, fosfolipasas A, (Theakston & Kamiguti,
2002) y miotoxinas (Gutiérrez & Lomonte, 2003), sugiriendo entonces la posible
existencia de estos componentes dentro del veneno de P. nasutum, que
explicarian el severo dafio local presentado por los pacientes picados por esta

serpiente.

La sugestion anterior, se refuerza cuando por zimografia se detecté que el
veneno de P. nasutum no presenta degradacion enzimatica de fibrinégeno ni
de acido hialurénico y muy poca actividad gelatinolitica y caseinolitica,
indicativo de actividad residual inespecifica de enzimas que poseen esta masa
molecular. Se puede pensar entonces que, el veneno de P. nasutum
probablemente posee dentro de su composicion, elementos como
metaloproteinasas y fosfolipasas A,, que degradan otros sustratos de la matriz
extracelular y células musculares (Moura-da-Silva et al., 1997; Gutiérrez, 1995;
Gutiérrez & Lomonte, 1995; Six & Dennis, 2000; Gutiérrez & Rucavado, 2000),
presentes en la victima y que producen la grave sintomatologia observada en

los pacientes picados por esta serpiente.

Por otro lado, se tiene la muestra de B. jararaca que si presentd fuerte
actividad enzimatica sobre los sustratos de gelatina, caseina y fibrinbgeno por

lo que se deduce que, a pesar de presentar signos clinicos de envenenamiento
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similares, los mecanismos de accién de los venenos de P. nasutum y B.

jararaca, son diferentes.

Al comparar los estudios hechos por zimografia del veneno de la P. nasutum,
con los resultados obtenidos en otros venenos botropicos como el de la
Bothrops insularis (Lira et al., 2007), se corroboran las diferencias en el
mecanismo de accion que siguen los venenos, pues la B. insularis al igual que
Bothrops jararaca, presenta fuerte actividad enzimatica sobre los sustratos de

gelatina, caseina y fibrinégeno, lo que no acontese en el caso de P. nasutum.

A través de la técnica ELISA, fue posible verificar que aun teniendo algunas
diferencias antes nombradas, los venenos de P. nasutum y B. jararaca,
presentaron reactividad antigénica cruzada cuando fue utilizado el suero
antibotrépico producido por el Instituto Butantan. Estos datos se corroboraron
por medio de Western Blotting, donde se observdé que los anticuerpos
presentes en el antiveneno botrépico, reconocen fuertemente los componentes
del veneno de Porthidium nasutum, adn en la dilucion mas alta del suero

(1:2500).

Tomando en cuenta que P. nasutum pertenece a otro género, el presente
estudio corrobora lo descrito por Ferreira et al., (1992) y Lira et al., (2007),
quienes muestran la existencia de reactividad antigénica cruzada por ELISA y

Western Blotting, utilizando el suero antibotrépico del Instituto Butantan con



otros venenos botropicos diferentes a los encontrados en el pool de
inmunizacion de los caballos. Estos resultados sugieren que el suero
antibotropico producido en Brasil, puede neutralizar algunas actividades toxicas

del veneno de Porthidium nasutum de Colombia.

Siendo la serpiente Porthidium nasutum una especie de gran importancia
médica en Colombia, se deben realizar otros estudios que ayuden a revelar los
mecanismos de accion del veneno, asi como el analisis de diferentes
antivenenos que puedan reconocer los componentes del veneno y neutralizar
sus actividades toxicas para tener a disposicion mas herramientas utiles al
momento de encarar un accidente ofidico como el causado por la Porthidium

nasutum en nuestro pal's.
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CONCLUSIONES

Este trabajo sugiere que:

El perfil electroforético y el andlisis por zimografia, no s6lo ayudan a
aumentar el conocimiento sobre los componentes y las propiedades
enzimaticas inherentes de los venenos, sino que también pueden ser
herramientas Gtiles al momento de clasificar un individuo 6 grupo de

individuos taxonémicamente.

A pesar de las semejanzas encontradas en la clinica del
envenenamiento, los mecanismos de accion enzimatica del veneno
de Porthidium nasutum, son diferentes a los encontrados en un tipico

veneno botropico como el de la serpiente Bothrops jararaca.

El suero producido por el Instituto Butantan, ademas de poseer
anticuerpos que reconocen componentes de los venenos botropicos,
es capaz de identificar también los antigenos presentes en especies
pertenecientes a otro grupo taxondmico y zona geografica, como se

observod con la serpiente P. nasutum de Colombia.
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