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Resumen

Se ha purificado una miotoxina del veneno de la serpiente Bothrops atrox, empleando una colum-
na de intercambio catiénico de CM-Sephadex C-50 equilibrada con buffer acetato de amonio 0,05M a
pH 7. La miotoxina es una proteina basica, y por cromatografia de filtraciéon y PAGE-SDS se ha
determinado que tiene un peso molecular de 27 kDa, estando formada por dos cadenas polipeptidicas
de 14 kDa cada una.

La inoculacién de la miotoxina en el musculo gastrocnemius de ratones albinos produce la
liberacion de creatina kinasa asi como la necrosis del tejido. La miotoxina tiene actividad de fosfolipasa,
anticoagulante y edematica, pero no hemolitica.

Palabras claves: miotoxina, Bothrops atrox, veneno de serpiente, mionecrosis

Abstract

A myotoxin from Bothrops atrox snake venom was purified by cationic exchange on CM-Sephadex
C-50 with 0,05M ammonium acetate pH 7. The myotoxin is a basic protein and by gel filtration and
PAGE-SDS was demonstrated that protein has a molecular weight of 27 kDa and two polipeptides
chain of 14 kDa each one.

The inoculation of myotoxin in gastrocnemius muscle of white mice produce liberation of creatin
kinase as well as myonecrosis. The myotoxin has phospholipasic, anticoagulant and edematic activity,
but not hemolytic activity.

Keywords: myotoxin, Bothrops atrox, snake venom, myonecrosis

Introduccion

Las serpientes venenosas estan agrupadas ~ Por unas proteinas de los venenos llamadas
en tres familias: Hidrophidae, Elapidac y ~ miotoxinas.
Viperidae (Mc Dowell, 1987), y se sabe que
en particular, los venenos de la familia
Viperidae causan necrosis, hemorragia, ede-
ma y problemas en la coagulacion sanguinea
(Ohsaka et al., 1966). La necrosis muscular,
es un efecto especialmente importante por-
que puede producir la disfunciéon o pérdida
completa de la parte afectada y es generada

Microscopicamente el tejido afectado por
estos venenos muestra una total degeneracion
de la fibra muscular formando una masa
amorfa, con ausencia del sistema sarcotubular
(Stringer et al., 1971), y edema con infiltra-
cion de linfocitos, poilimorfos y macrofagos
(Harris et al., 1975). En caso de severa in-
toxicacion, la necrosis puede expandirse a otros
tejidos (Tadokoro & Kurihara, 1963).

! Laboratorio de Biologia Molecular, Facultad de

Ciencias Biolégicas, Universidad Nacional Mayor de A la fecha, diversas miotoxinas han sido ais-
San Marcos. Apartado 11-0058, Lima 11, Peru. ladas de venenos de serpientes de la familia
? Laboratorio de Bioquimica y Genética Molecular. Viperidae, especialmente del género Bothrops,

Facultad de Ciencias Biologicas, UNMSM. habiéndose encontrado que todas son de natu-
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teinas estructural y antigénicamente relaciona-
das con las fosfolipasas, las cuales son enzimas
de naturaleza acida, pero que no producen
dafio al musculo esquelético. Estas enzimas no
solo se encuentran en los venenos de muchas
especies de Bothrops, sino también en otros gé-
neros como Trimeresurus 'y Agkistrodon. Sin
embargo, este grupo de toxinas difieren, es-
tructural y funcionalmente, del grupo de
miotoxinas de muchas especies de las fami-
lias Elapidae e Hydrophidae.

Las miotoxinas fosfolipasicas, han sido di-
vididas a su vez en fosfolipasas D-49 y
fosfolipasas K-49. Las D-49 tienen Asp en el
residuo 49 y conservan actividad de fosfolipasa,
en cambio las K-49 poseen Lys, en la misma
posicion, y no tienen actividad enzimatica
(Gutierrez & Lomonte, 1997).

El Pert cuenta con una variada fauna
ofidica, siendo B. atrox la especie de mayor
distribucion y la responsable de la mayoria de
accidentes ofidicos en la selva de nuestro pais.
Los venenos de estas serpientes estan consti-
tuidos por diversas proteinas, en su mayor parte
con actividad enzimatica, entre las que desta-
can las enzimas proteolitica y fosfolipasa. Ellas
han sido aisladas y caracterizadas, establecién-
dose una relacion con ciertos efectos del en-
venenamiento tales como la hemorragia y al-
teraciones de la coagulacion sanguinea
(Pantigoso et al., 1996). En nuestro pais, el
unico trabajo relacionado a este tipo de toxi-
nas se ha realizado en el veneno de Bothrops
braczili, de donde se aislé una miotoxina de
naturaleza basica y sin actividad enzimatica
(Pantigoso et al., 2001).

En el presente trabajo se estudia la protei-
na responsable de la necrosis producida por el
veneno de B. atrox

Material y métodos
1. Veneno

Se utilizd veneno de especimenes de B.
atrox procedentes de Pucallpa, que se man-
tuvieron en el serpentario «Oswaldo Meneses»
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del Museo de Historia Natural de nuestra
Universidad. El veneno extraido fue liofilizado
y conservado a 4°C.

2. Purificacion de la miotoxina

Un total de 200 mg de veneno liofilizado
de B. atrox fueron disueltos en 4 ml de buffer
acetato de amonio 0,05 M a pH 7 y
centrifugados a 4000 rpm por 20 minutos. El
sobrenadante (3,9 ml), fue aplicado a una co-
lumna de CM-Sephadex C-50 (1,2 x 21 cm)
equilibrada con el mismo buffer y a un flujo de
10 ml/h. Se colectaron fracciones de 2 mly la
elucion de las proteinas retenidas en la colum-
na se realiz6 con el mismo buffer conteniendo
NaCl10,3My 0,6 M.

Las fracciones con actividad miotdxica
fueron reunidas y desaladas por cromatografia
de filtracion en Sephadex G-25 (1,8 x 37 cm)
equilibrada con acetato de amonio 0,05 M a
pH 7 y aun flujo de 10 ml/h.

3. Cuantificacién de proteina

Durante la purificacion, la proteina fue de-
terminada midiendo la absorbancia de luz
ultravioleta a 280 nm (Warburg & Christian,
1941). En la miotoxina purificada el contenido
proteico se estimo por el método de Lowry
utilizando como proteina estandar alblimina
bovina (Lowry et al., 1951).

4. Evaluacion de la pureza

La pureza de la miotoxina fue determina-
da por electroforesis en gel de poliacrilamida
con dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS)
(Laemmli, 1970). Las proteinas fueron tefii-
das con azul de coomassie.

5. Determinacion del peso molecular

Se determiné por PAGE-SDS (Laemmli,
1970), empleando como proteinas estandares
albumina bovina (66 kDa), ovoalbimina (45
kDa)y lisozima (14,3 kDa). El peso molecular
también fue determinado por cromatografia de
filtracion en gel en una columna de Sephadex
G-100 (2 x 18 cm) equilibrada con buffer
acetato de amonio 0,05M pH 7 a través de la
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cual se filtraron separadamente albumina bo-
vina (66 kDa), anhidrasa carbonica (29 kDa)
y citicromo C (12,4 kDa) (Andrews, 1964).

6. Actividad miotoxica

La actividad miotdxica fue evaluada de la
siguiente manera:

6.1. Evaluaciéon del dafio histologico.-
Ratones albinos de 20 g de peso, fueron in-
yectados con 0,1 ml de miotoxina (80 LLg) en
el musculo gastrocnemius y luego de 3 y 24
horas se les sacrificé para extraerles el mus-
culo y fijarlo en glutaraldehido al 3% durante
2 horas. Luego el tejido se deshidratd con con-
centraciones crecientes de etanol y se reali-
zaron cortes de 2 um de espesor para ser te-
fiidos con azul de toluidina y observarlos al
microscopio de luz.

6.2. Dosaje de creatina kinasa.- Rato-
nes albinos de 20 g de peso, fueron inyecta-
dos con 0,1 ml de miotoxina (40 Lg) en el
musculo gastrocnemius y luego de 1, 2, 3, 4,
12 y 24 horas se les sacrifico para extraerles
del corazon 0,4 ml de sangre. La sangre trata-
da con 0,04 ml de citrato de sodio 3,8%, se
centrifugo a 2000 rpm por 10 minutos para
separar el plasma. La actividad de creatina
kinasa fue medida con 25 pl del plasma sobre
1 ml del kit para creatina kinasa de Pointe
Scientific, midiendo los incrementos en la
absorbancia a 340 nm por minuto. La activi-
dad se expresd en UI/L.

6.3. Dosaje in vitro de creatina kinasa.-
Musculo gastrocnemius de ratones albinos de
20 g de peso, fueron aislados y sumergidos en
1 ml de buffer fisiologico (cloruro de sodio 6,74
ug, cloruro de potasio 0,35 g, sulfato de man-
ganeso 0,593 ug, cloruro de calcio 0.3708 ug,
fosfato acido de potasio 0,16 pg, bicarbonato
de sodio 2,1 g, glucosa 2 ug, pH 7,2) bajo
aireacion constante. Se agregd 0,1 ml de
miotoxina (80 ug) y luego de 15, 30, 60, y 90
minutos, se extrajeron alicuotas de 25 pl para
medir la actividad de creatina kinasa de acuer-
do a lo ya senalado.
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7. Actividad de fosfolipasa

Un total de 1,5 ml de una emulsién prepa-
rada con 4 volimenes de yema de huevo y 5
volumenes de buffer Tris HC1 0,05M pH 7,5
CaCl, 10 mM, fueron incubados con 50 ul de
miotoxina por 15 minutos a 37 °C y luego se
midio el tiempo de coagulacion de la solucion
a 100°C. La actividad de fosfolipasa se ex-
preso por el retraso en el tiempo de coagula-
cion de la emulsion con respecto al tiempo de
coagulacion del control.

8. Actividad hemolitica

Se mezcld 1 ml de citrato de sodio al 3,8%
con 9 ml de sangre humana y se centrifugo a
2000 rpm por 10 minutos para separar el plas-
ma del paquete de hematies. Los hematies se
lavaron 3 veces con NaCl 0,9% apH 7,3 y se
resuspendieron con 10 ml de buffer isoténico
(glicina 0,1M, NaCl 0,9%, pH 7,3). Luego se
mezclo 0,8 ml de buffer isotonico, 0,1 ml de
globulos rojos lavados y 0,1 ml de miotoxina
(80 pug) incubandose a 37 °C por 2 horas y
luego se agregd 2 ml de NaCl al 0,9% pH 7,3
en frio, conteniendo EDTA 200 mM. Después
se centrifugd a 2000 rpm por 10 minutos y el
sobrenadante se leyo a 540 nm (Condrea et
al., 1964).

9. Actividad anticoagulante

Un total de 0,2 ml de plasma humano
citratado se incubaron con 0,1 ml de miotoxina
conteniendo 0,5, 1,0 y 5,0 ug, a 37 °C por 15
minutos. Al cabo de este tiempo se agreg6 0,1
ml de CaCl, 50 mM, y el tiempo de
recalcificacion fue comparado con el tiempo
de recalcificacion de plasma sin miotoxina.

10. Actividad edematica

Ratones albinos de 20 g de peso, fueron
inyectados con 50 1l de miotoxina (9, 18,y 36
lg) en la almohadilla plantar izquierda; las al-
mohadillas plantares derechas se inyectaron
con 50 ul de NaCl 0,9%. Luego de tres horas,
los ratones se sacrificaron y se les cortd las
extremidades para ser pesadas y comparadas.
La dosis edematica minima (DEM) se expre-
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Figura 1. Purificacién de la miotoxina. Al pasar el veneno de B. atrox por la columna de CM
Sephadex C-50 a pH 7, la miotoxina quedé retenida y fue eluida sélo luego de afiadir NaCl 0,6 M

al eluente.

s6 como la cantidad minima de miotoxina que
es capaz de aumentar el peso en un 30%
(Yamakawa et al., 1976).

Resultados y discusion
1. Purificacion de la miotoxina

Al pasar el veneno crudo de B. atrox por
la columna de CM Sephadex C-50, se obtu-
vieron tres picos de proteina que eluyeron di-
rectamente con el buffer de corrida. Poste-
riormente al incorporar NaCl 0,3 M en el bu-
ffer de elucion, se obtuvo un pico masy final-
mente empleando NaCl 0,6 M se obtuvo un
ultimo pico, el cual mostrd tener actividad
miotoxica (Fig. 1); es decir, en este sistema la
miotoxina interactud fuertemente con el gel y
solo fue posible separarla con 0,6 M de NaCl,
siendo la ultima proteina del veneno en ser
eluida. Esto nos indica que la proteina a pH
7,0 tiene carga positiva, la cual le permite
interactuar con los grupos carboximetil del gel y
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por lo tanto el pI de la miotoxina es mayor que 7,
tratandose de una proteina basica.

Esta naturaleza basica, es una caracteris-
tica comun de todas las miotoxinas botropicas
aisladas. Asi por ejemplo, podemos mencionar
las miotoxinas aisladas de los venenos de B.
asper, B. nummifer'y B. moojeni, (Gutierrez et
al., 1984; Gutierrez et al., 1986; Lomonte et al.,
1990; Soares et al., 1998).

Se ha determinado que esta miotoxina
constituye el 4,4% de la proteina total del ve-
neno de B. atrox, lo cual es un valor similar a
lo que representan otras proteinas de venenos
de serpientes; sin embargo en comparacion a
otras miotoxinas, es un valor mucho menor.
Asi por ejemplo, la bothropstoxina de 5.
Jjararacussu representa el 15% de la protei-
na total (Homsi-Branderburgo et al., 1988),
mientras que la miotoxina de B. brazili cons-
tituye el 25% (Pantigoso et al., 2001).
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Figura 2. Electroforesis en gel de policrilamida.
La PAGE-SDS de la miotoxina aislada mostré
la presencia de una banda proteica tanto en
condiciones reductoras como no reductoras,
pero con diferentes movilidades electroforéticas.
En el carril (1) se ven las proteinas albumina
(66 kDa), ovoalbumina (45 kDa) y lisozima (14,3
kDa); el carril (2) corresponde a la miotoxina
reducida (14 kDa) y en el carril (3) se muestra
la miotoxina no reducida (25 kDa).

2. Evaluaciéon de la pureza y peso
molecular

Al evaluar la miotoxina por PAGE-SDS en
condiciones reductoras y no reductoras, se
encontré en ambos casos una banda proteica
pero con diferentes movilidades electroforéticas.
Asi, en condiciones reductoras la movilidad fue
mayor, determinandose un peso molecular de
14 kDa, mientras que en condiciones no
reductoras la movilidad fue menor y el peso
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Figura 3. La liberacion de creatina kinasa, en
el plasma de ratones, se incrementé por efecto
de la miotoxina desde la primera hora, alcan-
zando un valor de 4090 luego de 4 h y disminu-
yendo a valores casi normales después de 24 h.
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molecular correspondi6 a 25 kDa (Fig. 2). Es-
tos resultados, indican que la miotoxina aislada,
tiene un peso molecular de 25 kDa y esta for-
mada por dos cadenas polipeptidicas de aproxi-
madamente 14 kDa cada una. Ademas, el peso
molecular calculado por cromatografia de filtra-
cion en gel (27 kDa), permite confirmar que en
condiciones nativas, esta miotoxina es un dimero.

Cabe sefialar que en la PAGE-SDS en
condiciones no reductoras, fue posible eviden-
ciar ademas, una ligera banda de proteina de
14 kDa, la cual es comun observar cuando otras
miotoxinas diméricas, se analizan en condicio-
nes similares. Esta banda adicional corresponde
a formas unicatenarias de la miotoxina.

Ciertas miotoxinas botropicas, también son
diméricas. Asi por ejemplo la miotoxina de B.
nummifer y la miotoxina Il de B. asper son
proteinas con dos cadenas polipeptidicas de 16
kDa cada una (Gutierrez et al., 1986 y Lomonte
and Gutierrez, 1989). En cambio, otras miotoxinas
son monoméricas, como es el caso de las
miotoxinas [ y Il de B. asper las cuales son de
14 y 15 kDa, respectivamente (Gutierrez et
al., 1986; Kaiser et al., 1990).

3. Actividad miotoxica

Los cortes histologicos del musculo de ra-
ton inyectados con miotoxina, mostraron que
la proteina provoca la necrosis de las fibras
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Figura 4. La actividad de la creatina kinasa en
musculo aislado con miotoxina, fue dependien-
te del tiempo de incubacion, obteniéndose el
valor mas alto luego de 1 h.
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Figura 5. Dosis edematica minima. El edema
producido por la miotoxina fue dependiente de
la dosis, encontrandose una DEM de 60 ug.

musculares, y una gran infiltracion de globu-
los blancos en el tejido. Asimismo la miotoxina
fue capaz de provocar, rapidamente, la fuga
de creatina kinasa tanto in vivo como in vitro
(Figs. 3 y 4) lo cual indicaria que la proteina
actlia probablemente a nivel del sarcolema
provocando su desorganizacion. La creatina
kinasa es una enzima que se encuentra no solo
en el musculo esquelético sino también en el
musculo cardiaco, y se libera en otras afec-
ciones musculares como por ejemplo en el in-
farto al miocardio y la distrofia muscular
(Pestronk et al., 1982).

Los resultados obtenidos in vivo indican
que la miotoxina produce una liberaciéon maxi-
ma de creatina kinasa luego de 4 horas de
accion (Fig. 3), lo cual representa un tiempo
similar al encontrado con la miotoxina I de 5.
aspery la miotoxina Il de B. mojeni, las cua-
les provocan la liberaciéon maxima de creatina
kinasa recién a las tres horas (Gutierrez et al.,
1984; Lomonte et al., 1990). Sin embargo, los
niveles de creatina kinasa practicamente se
normalizan luego de 24 horas.

En relacion a los estudios in vitro con mus-
culo aislado, estos muestran en primer lugar,
que en los controles la actividad de creatina
kinasa liberada es mucho mayor que la de los
controles en los ensayos in vivo, lo cual po-
dria deberse en parte, a que el proceso de ais-
lamiento del musculo ocasiona de por si, cier-
to dafio que se traduce en una mayor libera-
cion de creatina kinasa. Sin embargo, el trata-
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miento del musculo aislado con miotoxina, pro-
voca de todas maneras una mayor liberacion de
creatina kinasa la cual se evidencia desde los 30
minutos, hasta alcanzar un méaximo a la hora (Fig.
4). Adicionalmente, en los ensayos in vitro, se
tiene un sistema cerrado, y esto permite com-
prender porque lo valores de creatina kinasa son
mayores que en los ensayos in vivo.

Los diferentes estudios realizados con otras
miotoxinas de venenos de serpientes también
sugieren que la accion primaria de estas pro-
teinas seria a nivel del sarcolema. Sin embar-
go el lugar de unién a la membrana muscular,
no es todavia conocido, aunque se supone que
deben estar involucrados componentes que
permitirian la unioén especifica al sarcolemay
la falta de accion sobre otras membranas ce-
lulares como por ejemplo la de eritrocitos. En
este trabajo, nosotros hemos verificado tam-
bién que la miotoxina de B. atrox carece de
actividad hemolitica.

Por otro lado, en este trabajo hemos hallado
que la miotoxina de B. atrox tiene actividad de
fosfolipasa, y esta actividad podria estar
involucrada en la hidrolisis de fosfolipidos de
membrana que alterarian su estabilidad (Pestronk
et al., 1982). Sin embargo, el dafio en el
sarcolema no necesariamente debe ser a través
de la hidrolisis directa de fosfolipidos de mem-
brana, ya que se sabe que existen miotoxinas sin
actividad de fosfolipasa, pero que igual dafan el
sarcolema (Gutierrez et al., 1989).

Cabe senalar que con otras miotoxinas
botropicas se ha demostrado que como con-
secuencia del dafio producido a nivel del
sarcolema, se produce ademas la elevacion
del Ca?" citosolico en la fibra muscular
(Gutierrez et al., 1984; Pantigoso et al., 2000)
lo cual podria conducir a la activacion de
fosfolipasas y proteasas endogenas dependien-
tes de calcio, que producirian finalmente la de-
generacion y mionecrosis observada.

4. Actividad anticoagulante

La miotoxina en estudio demostrd tener
accion anticoagulante sobre plasma humano
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citratado, lo cual sugiere que por su actividad
de fosfolipasa es capaz de hidrolizar ciertos
fosfolipidos que participan en la cascada de la
coagulacion sanguinea.

Todas las miotoxinas que ejercen un retar-
do en la coagulacion del plasma tienen activi-
dad de fosfolipasa y se asume que es la capa-
cidad de hidrolizar ciertos fosfolipidos del pro-
ceso de coagulacion, lo que les confiere un
efecto anticoagulante. Tal es el caso de las
miotoxinas I y III de B. asper, las cuales tie-
nen actividad de fosfolipasa y son a la vez
anticoagulantes. En cambio las miotoxinas de B.
nummifer, B. asper (miotoxina II) y B. mojeni
(miotoxina II), carecen de actividad de fosfolipasa
y también de actividad anticoagulante (Prado-
Franceschi et al., 1998).

5. Actividad edematica

En cuanto a la actividad formadora de ede-
ma, en este trabajo hemos encontrado que la
miotoxina de B. atrox, al igual que todas las
miotoxinas estudiadas, posee esta actividad.
Sin embargo, la DEM calculada para la
miotoxina de B. atrox (60 ug) (Figura 5), es
mayor a la reportada para otra miotoxinas
como por ejemplo la miotoxina Il de B. asper,
la cual tiene una DEM de 38 ug (Lomonte
and Gutiérrez, 1989). Esto significa que el ede-
ma producido por la miotoxina de B. atrox es
menos intenso que el producido por la miotoxina
Il de B. asper. El edema viene a ser el aumento
de la permeabilidad microvascular, que genera
inflamacion del tejido por acumulacion de flui-
do en los espacios intersticiales.

La accion edematica ha sido correlacionada
con la capacidad que tienen las fosfolipasas de
hidrolizar fosfolipidos, lo cual permitiria explicar
la actividad edematica de la miotoxina de B.
atrox ya que esta toxina tiene actividad de
fosfolipasa. Sin embargo, muchas miotoxians
botropicas (fosfolipasas K-49), no tiene acti-
vidad enzimatica, lo cual significa que el ede-
ma producido no depende de la hidrolisis di-
recta de fosfolipidos y probablemente algun
mecanismo alternativo estd involucrado.
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