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Purificacion y caracterizaciéon de una nueva PLA; del veneno total de Micrurus spixii
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Resumen

Fue purificado una nueva PLA,, con actividad miotdxica del veneno de Micrurus spixii con un alto grado de
pureza y homogeneidad molecular, mediante dos pasos cromatograficos: cromatografia de exclusion
molecular G-75 (1 cm x 60 cm) y cromatografia liquida de alta presion de fase reversa (RP-HPLC). La
electroforesis en SDS-PAGE muestra una masa molecular ~14 KDa, que fue confirmado por la
espectrometria de masa MALDI-TOF con una masa molecular de 14149.005 Da. Esta nueva PLA, mostré un
potente efecto miotdxico local (via intramuscular) asi como sistémico (vena caudal) en ratones, a una
concentracion de 20ug/ml y una elevada actividad inflamatoria a una concentracion de 5ug/ml. La
reproductibilidad de la actividad biolégica, a través de los efectos farmacoldgicos, solo es posible con la
utilizacion de fracciones quimicamente homogéneas que mantengan la integridad de la funcién biologia.

Descriptores: PLA,, Micrurus spixii, miotoxicidad, actividad formadora de edema.
Abstract

A new PLA,, with myotoxic activity, was purified from de venom of Micrurus spixii, with a high degree of purity
and molecular homogeneity by two chromatographic steps: molecular exclusion chromatography G-75 (1 cm x
60 cm) and high performance liquid chromatography pressure reverse phase (RP-HPLC). The SDS-PAGE
electrophoresis shows a molecular mass ~ 14 kDa, which was confirmed by mass spectrometry MALDI-TOF
with a molecular mass of 14149,005 Da. This new PLA2 showed a potent myotoxic local effect (intramuscular
way) and systemic too (tail vein) in mice, at a concentration of 20ug/ml compared to other snake of the same
gender and high inflammatory activity at a concentration of 5ug / ml. The reproducibility of biological activity
through the pharmacological effects is only possible with the use of chemically homogeneous fractions that
keep the integrity of the biology activity

Keywords: PLA,, Micrurus spixii, myotoxic, edema-forming activity.

Introduccién por su variedad de serpientes, las dos principales
familias de serpientes venenosas que habitan en el

En el Peru se pueden encontrar 9 de las 15 familias pais son Viperidae y Elapidae [2,3 y 4].
de serpientes que se conocen en el mundo y 33 Las serpientes corales comprenden un grupo de casi
especies venenosas, de las cuales 9 son autdctonas 50 especies del género Micrurus encontradas entre
y las 24 restantes son comunes a paises vecinos [1,] Estados Unidos de América del Norte hasta
El Perd ocupa el segundo lugar en Latinoamérica =~ América del sur, logrando a si una gran diversidad
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[5]. No en tanto la accién del veneno y el veneno
propio han sido poco estudiados.

Los venenos de las cobras corales son neurotdxicos,
poseen neurotoxinas de accién pré y pés-sinaptica,
también, componentes cardiotdxicos y fosfolipasas
A2. [6]. La mordida de las cobras del genero
Micrurus pueden llevar a la muerte por paralisis de
los musculos respiratorios [6]. Micrurus spixii es una
cobra peligrosa, su veneno es potente y de accion
rapida.

Hasta hoy no existen trabajos relacionados con el
aislamiento y caracterizacion fisico-quimica o con
estudios farmacolégicos de fosfolipasas A, aisladas
a partir del veneno de Micrurus spixii, por ello el
presente trabajo se torna de gran interés por
tratarse de una especie poco estudiada.

En este trabajo se pretende aislar una fraccion
biolégicamente funcional con actividad miotdxica
como también edematogénico mostrando asi mejor
el comportamiento de esta fraccion, pudiendo
correlacionar su estructura a si como su funcién
bioldgica. La presencia de un sitio farmacoldgico
distinto del sitio catalitico presente en las PLA, pode
ser usada como herramienta molecular para el
reconocimiento de los receptores de membrana
desconocidos en células o tejidos.

Materiales Y Metodos

Veneno

El veneno total de Micrurus spixii fue donado por la
Profa. Dra. Corina Vera Gonzales, de la Escuela de
Quimica de la Universidad Nacional de San Agustin
de Arequipa — Peru.

Animales

Fueron utilizados ratones de la linea SWISS, con
peso entre 18-20g, cedidos por el Biotério Central de
la Universidad Estadual de Campinas. Todos los
experimentos fueron realizados de acuerdo con las
normas establecidas por el comité de ética del
Instituto de Biologia de la Universidad Estadual de
Campinas (Campinas-Brasil).

Reactantes

Todos los solventes, productos y reactivos quimicos
utilizados fueron de alto grado de pureza,
procedentes de Aldrich (Aldrich Chemical Co, Inc. -
Wisconsin, U.S.A.), Applied Biosystems (Applied
Biosystems - Perkin Elmer Division, U.S.A.), Bio-Rad
(Bio Rad Laboratories - California, U.S.A.), Merck
(Merck - Darmstadt, Germany), Sigma (Sigma
Chemical Co - St. Louis, U.S.A.), Pierce (Pierce
Chemical Company - lllinois, U.S.A).

Aislamiento y purificacion de la PLA,
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50 mg del veneno total de Micrurus spixli fue disuelto
en 1 ml de tampdn bicarbonato de amonio 0,05M,
pH 8,0 y aplicado en una columna empacada
previamente con Sephadex G-75 (60 x 1 cm) vy
equilibrada con tampdn bicarbonato de amonio
0,05M, pH 8,0. (Amersham Biosciences, Uppsala,
Sweden). La muestra fue colectada a un flujo de 6
ml/min en un colector de fracciones (Amersham
Biosciences, Uppsala, Sweden). El perfil proteico fue
monitoreado a una absorbancia de 280nm en un
espectrofotometro 700Plus (Femto, Brasil). La
fraccion de interés fue liofilizada y almacenada a -20
°C.

Las fracciones con actividad fosfolipasica PLA,
fueron repurificadas en una columna u-Bondapack
C-18 0,78 X 30cm (preparativa), previamente
equilibrada con acido trifluoracético (TFA) 0.1% pH
3.5 (Tampon A) acoplada a un sistema de HPLC de
fase reversa. El sistema cromatografico usado fue
de HPLC-PDA 991 (Waters), equipado con dos
bombas (Waters) modelo 510/B, un inyector
automatico de muestras U6K con un loop de 2,0 ml.
Inicialmente la elusion de las muestras fue realizada
a través de un gradiente linear con Acetonitrilo 66%
(Tampon B), modificado para la optimizacién de la
purificacién de las fracciones. La fraccion de interés
fue liofilizada y almacenada a -20 °C.

Determinacion de la masa molecular
Electroforesis en PAGE-SDS

La electroforesis en gel de poliacrilamida fue
realizada siguiendo la metodologia descrita por
Laemmli (1970). Las placas de poliacrilamida fueron
hechas de modo discontinuo, presentando un gel de
concentracion de 5 % y un gel de corrida de 12,5 %.
Las placas fueron preparadas utilizando una
solucion de acrilamida stok (30%T, 0,8%C). El gel de
concentracién a 5 % fue preparado utilizandose un
tampén Tris-HCI 0.5M de pH = 6,8 y el gel de corrida
fue hecho utilizandose un tampén Tris-HCI 1M de
pH = 8,8. A ambos geles se les agregé SDS al 20%
en cantidad suficiente para llevar a una
concentracion final de 0.5% (v/v).

Analisis por espectrometria de masa por MALDI-
TOF(MS)

La masa molecular de la PLA, purificada se
determino por espectrometria de masa utilizando el
sistema MALDI-TOF a través de un Voyaver DE
PRO MALDITOF Mass Sspectrometry (Applied
Biosytems, Foster City, CA, USA). Se mezclo 1 ml
de la muestra disuelta en TFA (0,1%) con 2 ul de la
matriz acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB) (Sigma),
(disuelta en 60% acetonitrilo y 0.1% TFA v/v). La
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matriz fue preparada para la calibracion
correspondiente del equipo, se preparé usando el kit
Calmix 3. Las condiciones de trabajo fueron: voltaje
de aceleracion 25kV, laser fijo en 2890 J/cm2,
retardo 300 ns y el analisis fue de forma lineal.

Determinacion de la actividad biolégica
Determinacion de los niveles de CK plasmaticos
en ratones inoculados por via intramuscular
(miotoxicidad local) y intravenosa (miotoxicidad
sistémica).

La actividad miotéxica fue evaluado a una
concentracion de 25ug/ml de la PLA, para cada
experimento, enseguida fue inoculado a nivel
intramuscular a si como intravenoso. Fueron
evaluados los niveles de CK plasmaticos después de
2, 4, 6, 9y 24 horas respectivamente. El kit utilizado
fue CK — Nac (Creatine Kinase Bicon Diagnostick
Germany). A 1ml del substrato preparado se le
adiciono 10 pul del plasma obtenido de Ia
centrifugacion del sangrado de la region caudal del
ratébn. Fueron incubados por 2 minutos y leidos a
430 nm, (Creatine Kinase Bicon Diagnostick
Germany).

de inflamatoria

Determinacion la actividad

(Edema de pata).

Se realizo utilizando una solucion stock inicial de
400 mg/ml de PBS (20 ng/50ul). Después se
hicieron diluciones, tomandose 500 pl de la primera
y mezclandose con 500ul de PBS (10ug/50ul).
Luego se toma 500 pl de esa preparacion y se
mescla con otros 500 pl de PBS (5 pg/ul). Y
finalmente se realizo la ultima dilucién sobre el
mismo  procedimiento  para alcanzar una
concentracion de 2,5 pg/50ul.

Se inocula, via intraplantar 50 pug/50ul, grupos de
cinco ratones de 18 a 20 g de peso,
determinandose, 30 minutos, 1 hora, 3 horas, 6
horas y 24 horas después de la inyeccion, el
porcentaje de edema producido, mediante
comparacion entre el aumento en mm de la pata
inoculada con la toxina y el aumento de la pata
inoculada con soluciones de PBS.

Analisis Estadistico

Los resultados son representados por la media de
experimentos + error padrén. La significancia es
obtenida a través de el test no-pareado t-Student y
considerado como p<0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION
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Resultados y Discusion

Las investigaciones acerca de la composicion
quimica de los venenos de las serpientes han
demostrado que dichos fluidos biolégicos son
complejos fundamentalmente proteicos cuya accion
le permite al ofidio, inmovilizar a su presa, causarle
la muerte y producir la degradacién de sus tejidos [8

y 4.
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Figuras 1: A) Cromatografia de exclusién molecular
en Sephadex G-75 del veneno bruto de Micrurus
spixii. B) Gel de SDS-PAGE con las muestras de la
cromatografia de exclusion molecular en columna de
Sephadex G-75, veneno total (VT) y fracciones de
Micrurus spixii, 1, I, Il y IV. Siendo M el marcador
molecular. C) Cromatografia en sistema HPLC-fase
reversa en una columna analitica C-18 u-Bondapak
(Waters) del pico Ill de Sephadex G-75. D) Gel de
SDS-PAGE con las muestras da cromatografia en
HPLC de fase reversa, marcador y llI-2 fraccion
obtenida de la cromatografia en HPLC de fase
reversa.

Un procedimiento idoneo para la caracterizacién de
tales componentes, y por lo tanto para el estudio de
su accion bioldgica, es el uso de la técnica
cromatografica en columna de filtracion molecular y
el uso de la cromatografia liquida de alta
performance HPLC lo cual permite separar en base
a la masa molecular o a la carga respectivamente,
las proteinas contenidas en el veneno. Bajo este

El perfil cromatografico del veneno de Micrurus spixii
en Sephadex G-75, muestra cuatro fracciones
principales, (I, II, lll y 1V), observando que la fraccién
Il es la que presenta actividad fosfolipasica esta
fraccion fue repurificada via HPLC, mostrando la
actividad fosfolipasica en la fraccion lll-2, a partir de
esta fraccion fueron realizadas las pruebas
experimentales (Figura 1).
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Existen trabajos de purificacion con el veneno total
del genero Micrurus. Tu, (1977) purificé el veneno
total de Micrurus nigrocinctus a través de dos paso
de purificacion utilizando Sephadex G-100 y DEAE-
Sephadex A-50.

Figura 2. Espectro de masa molecular de la fraccion
111-2 procedente del veneno de Micrurus spixii

Remusgo (2002) por dos pasos de purificacion con

DEAE- Sephadex A-50 y Sephadex G-100
trabajando con el veneno total de Micrurus
nigrocinctus. Estos trabajos muestran que su
proceso de purificacion solo usan métodos
cromatograficos convencionales nosotros
mostramos en el presente trabajo que Ila
combinacion da cromatografia de exclusion

molecular sephadex G-75 y HPLC-FR muestra ser
altamente selectiva, alta capacidad de resolucion y
de alto grado de homogeneidad molecular,
permitiendo comprender mejor la actividad biolégica
de la PLA; del veneno de Micrurus spixii.

La masa molecular de la PLA, del veneno de
Micrurus spixii es aproximadamente de 14 000 Da
(Figura 1-D) que fue confirmada por Ila
Espectrometria de Masa con una masa molecular de
14149.005 Da (Figura 2) técnica que muestra con un
alto grado de exactitud la masa real del objeto de
estudio. La mayoria de las PLA,S encontrados en
los venenos de elapidos examinados en SDS-PAGE
estan alrededor de 7 = 16 kDa, estos pesos
moleculares fueron reconocido en M. lemniscatus, M
frontalis M. surinamensis, M. hemprichii [10],
mostrando asi la caracteristica de las PLA2 aislada
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de Micrurus spixii guarda relacion con las demas
fosfolipasas presentes en el genero Micrurus.

Caracterizacion Biolégica de la PLA,

Las PLA2 presentes en los venenos de serpientes
exhiben una amplia variedad de efectos
farmacoldgicos. En el estudio de Ila relacion
estructura-funcién, es importante analizar sus
efectos farmacoldgicos in vivo, en vez de in vitro.
Los estudios in vitro las veces evidencian efectos no
especificos debido a la actividad enzimatica
inherente, llevando a conclusiones erréneas. Solo en
algunos casos los efectos farmacoldgicos pueden
ser analizados en sistemas in vitro como, por
ejemplo, en cultivos de células [12]

La fosfolipasa A, son enzima comunmente
encontrada en los venenos de cobras. Después de
la actividad enzimatica,

Nuestros resultados muestran una baja actividad
miotoxica sistémica y local (Figura 3 y 4).

Esto debido a que la mayoria de serpientes
elapidicas muestran actividad citotoxica a nivel
neuronal. Prieto da silva et al., (2001) [10], la PLA,,
es el componente activo de mayor actividad al nivel
présinaptica, caracteristica encontrada encontrada
en venenos de muchas cobras elapidicas

700 -
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« 100

(8]
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Figura 3: Representacion grafica de las variaciones
de los niveles plasmaticos de CK provocados por la
administracion intramuscular de la PLA2 de Micrurus
spixii en ratones de 20 g de peso en promedio. Las
concentraciones administradas de la PLA, fueron de
1, 5, 10, 20 ug/ul, n (3).
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Australianas. En Micrurus nigrocinctus se observa
que los cambios en la creatina quinasa (CK) el
contenido de los musculos esqueléticos in vitro el
veneno induce a un aumento gradual y dependiente
de la dosis en la tasa de CK puesta en libertad, [6].
Se ha observado también que el veneno de M.
nigrocinctus  induce miotoxicidad pronunciada,
estimula la liberacién de CK in vitro, estos resultados
sugieren que los dafos en la células del musculo
son independientes del efecto hemorragico

Gutiérrez et al., (2003) [11], las PLA, son los
componentes miotéxicos mas importantes, ya que
inducen a eventos de degeneracion muscular. Las
PLA,s miotoxicas se ligan a los aceptores de la
membrana plasmatica. Al ligarse las PLAgs
miotoxicas, estas producen una destruccion de la
membrana a través de mecanismos cataliticos o
mecanismos independientes de actividad de PLA,,
no en tanto, provocan una entrada de Ca®* bastante
pronunciada y que a su vez, producen una serie de

eventos degenerativos asociados con una
hipercontraccion.
En la determinacién de la actividad inflamatoria

(Edema de pata), se observa un efecto inflamatorio
mas agudo a las 2 primeras horas del tratamiento,
siendo la concentracion de 5 pg/ul la que presento el
mayor porcentaje de edema (Figura 5).
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Figura 4: Representacion grafica de la actividad
miotoxica sistémica de la PLA2. Se muestra la
relacion curso-tiempo de los niveles de creatina
quinasa (CK) incrementados a lo largo del tiempo
después de administrar las concentraciones de la
enzima (1, 5, 10 y 20 ug).
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Figura 5: Representacion grafica de la actividad
formadora de edema de la PLAZ2 inoculado en la
region intraplantar de raton de 20 g de peso. El
aumento del volumen de inflamacién causada en la
pata del animal a lo largo del tiempo, hasta 24 horas,
es comparado con el control y expresado en
porcentaje de edema inducido. Las dosis aplicadas
fueron de 1, 5, 10 e 20 ug respectivamente (n=>5).

Estudios donde el uso de diferentes venenos
ofidicos demuestra que el inicio del edema y el
tiempo son necesarios para que este alcance indices
maximos [13]. Este hecho podria ser explicado por
variaciones en la composicion y origen de los
venenos, bien como por diferencias en las especies
de animales empleados. Araujo et al., (2000)
describieron que el veneno de Bothrops lanceolatus
cuando inoculado en la region subplantar de ratones
producian respuestas edematizante maximas
solamente 2 horas después de la inyeccion,
desapareciendo 24 horas.

Fue observado en el veneno de Micrurus spixii estos
efectos cuando inoculado a PLA, en la regién
subplantar en patas de ratones, se observé un
comportamiento de tipo dosis- tiempo dependientes.

Fosfolipasas A2 purificadas a partir de veneno de
serpientes pueden ser largamente utilizadas como
modelos  biolégicos para compresion de
mecanismos de injuria de tejido asi como de toda la
cascada inflamatoria y inmunoldgica.
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Conclusiones

Se aisld6 una PLA2 miotdxica a través de una
combinacion de cromatografia liquida convencional
(Sephadex G-75) y de una cromatografia de alta
eficiencia (HPLC de fase reversa), procedentes de
veneno de Micrurus spixii. La miotoxina aislada es
una molécula compacta, estable frente a las
variaciones de temperatura, calcio dependiente
frente a iones divalentes. La espectrometria de masa
revelo una proteina de naturaleza monomeérica de
14149.005 Da de la PLA; miotoxina de M. spixii. El
efecto miotdxico local de la PLA2 después de 1hora
fue de 685.344 + 1043 U/L de CK, el efecto
miotoxico sistémico de la PLA2 fue de 284.519
8.307 U/L de CK y el efecto inflamatorio de la PLA2
fue de 63.705 + 6.839 a una concentracion de 5 ug.
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