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RESUMEN

Se ha purificado una miotoxina del veneno de |a serpiente Bothrops brazili, empleando un solo paso
cromatografico de intercambio ionico sobre CM-Sephadex C-50 con buffer acetato de amonio 0,05 M
pH 7. La pureza de la proteina fue evaluada por PAGE con y sin SDS, inmunodifusién e
inmunoelectroforesis. La proteina es de naturaleza basica y contiene 15,6% de Lys+Arg; ademas, no
esta glicosilada, carece de actividad enzimatica, y por el método de Lowry se ha calculado que ella
constituye el 25% de la proteina total del veneno.

Por PAGE-S5DS y cromatografia de filtracion, se ha determinade que la miotoxina tiene un peso
molecular de 30 KDa, y esta formada por 2 cadenas polipeptidicas de 15 KDa cada una.

La inoculacién de la miotoxina en el muisculo gastrocnemius de ratones albinos, produce una seve-
ra necrosis del tejido.

I.a miotoxina no tiene actividad hemolitica ni anticoagulante; sin embargo, si produce edema, se ha
calculado una DEM de 32,6 pg de proteina.
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ABSTRACT

A myotoxin from the venom of the snake Bothrops brazili has been purified by ion-exchange
chromatography on CM-Sephadex C-50 with 0,05 M ammanium acetate buffer pH 7. The homogeneity
was evaluated by PAGE with and without SDS, immunodiffusion and immunoelectropharesis. The
myaotoxin is a basic protein with 15,6% of Lys+Arg; it is not a glicoprotein, has nat enzymatic activity, and
corresponds to 25% of the whole venom protein.

The molecular weight of the myotoxin was determined by PAGE-SDS and gel filtration chromatography.
The myotoxin has 30 KDa of molecular weight and two polypeptide chains of 15 KDa each.

Myotoxin produces a severe necrosis on the gastrocnemius muscle of white mice.

The myotoxin does not have hemolytic nor anticoagulant activity. However, produces edema with a
DEM of 32,6 ug of protein.
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yoria de accidentes ofidicos en nuestro pais.
Sus venenos se caracterizan por producir se-
vero dano local incluyendo hemorragia y

INTRODUCCION
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persona afectada, si ¢sta no es tratada adecua-
damente.

Los venenos de estas serpientes contienen,
principalmente, una gran variedad de protei-
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nas con actividad enzimatica entre las que des-
tacan una diversidad de enzimas proteoliticas,
capaces de alterar [a coagulacidn sanguinea y
producir hemorragia. lgualmente las
fosfolipasas son enzimas ampliamente distri-
buidas en estos venenos v ellas son responsa-
bles de la hidrolisis de fosfolipidos y de va-
rios efectos bioldgicos como hemdlisis,
cardiotoxicidad, inhibicion de la agregacion
de plaquetas, edema, etc. (Kini y Twanaga,

1986a y 1986h).

En particular. la necrosis del tejido mus-
cular (mionecrosis) es un efecto caracteristi-
co del envenenamiento botrdpico, que puede
conducir a la disfuncién o amputacion de la
zona afectada. En este proceso participan pro-
teinas basicas denominadas miotoxinas, las
cuales constituyen una familia de proteinas,
estructural y antigénicamente relacionadas a
las fosfolipasas. En este sentido, las
miotoxinas botrépicas pueden ser de dos Li-
pos: unas con actividad de fosfolipasa y otras
sin actividad enzimatica (Gutiérrez y
Lomonte, 1997),

La serpiente Bothrops brazili “jergon
shushupe™ (Familia Viperidae, Subfamilia
Crotalinae) es una especie cuya distribucion
geogralica abarca los departamentos de Ama-
zonas, Loreto, Madre de Dios y Ucayali (Ca-
rrillo e lcochea, 1995). Su longitud aproxi-
mada es de 1,8 metros y presenta un color
pardo con dibujos triangulares mds oscuros
sobre el dorso. Su alimento principal son
pequeiios roedores y lagartijas (Carrillo,
1983).

Cabe mencionar que las proteinas estudia-
das de venenos de serpientes del Pert se han
tratado exclusivamente de proteinas con acti-
vidad enzimatica (Yarlequé et al., 1989;
Pantigoso et al.. 1996). En particular algunas
de las proteinas que se han aislado y caracte-
rizado en el veneno de B. brazili, son las
enzimas similar a trombina (Liman, 1996),
fosfolipasa (Zeballos et al., 1999) y
proteolitica (Azaifiero et al., 2000).

Arslamiento v

En este trabajo se describe el aislamiento
y caracterizacion de una proteina no
enzimatica con actividad miotoxica, lo que
constituye el primer reporte de este tipo en
nuestro medio.

MATERIAL Y METODOS

1 Veneno. Se utilizd veneno de Bothrops
brazili, de especimenes procedentes de la region
del Alto Marafion. mantenidos en cautiverio en
el Serpentario “Oswaldo Meneses™ del Museo
de Historia Natural de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos. El veneno extraido por
presion manual de las glandulas venenosas fue
liofilizado v conservado a— 8 °C.

2 Purificacion de la miotoxina. 100 mg
de veneno liofilizado de B. brazili fueron di-
sueltos en 2 ml de buffer acetato de amonio
0,05 M, pH 7,0 y los restos insolubles se eli-
minaron por centrifugacion a 4000 rpm du-
rante 20 minutos. Se tomd 1,95 ml del
sobrenadante y se aplicd a una columna de
intercambio cationico de CM-Sephadex C-30
(17 X 1,1 e¢m), utilizando como buffer de
elucion acetato de amonio 0,05 M pH 7,0. Las
proteinas retenidas en la columna fueron
eluidas agregando al buffer de corrida NaCl
0,3 My 0.6 M. La corrida se realizo a tempe-
ratura ambiente, a un flujo de 8 ml/h y la pro-
teina fue estimada por absorcion de luz
ultravioleta a 280 nm. El pico obtenido con
NaCl 0,6M fue desalado por cromatografia de
filtracion empleando una columna de
Sephadex G-25 (22 X 2,5 ¢cm), luego de lo
cual se evalud la actividad miotéxica.

3 Cuantificacion de proteina. El conte-
nido proteico del veneno crudo y de la protei-
na purificada se determind por el método de
Lowry (1951). Para ello, 20 pl de la muestra
se completaron con agua destilada hasta 0.5
mly luego se agrego 2 ml de solucion alcalina
(carbonato de sodio al 4%, sulfato de cobre ai
2% vy tartrato de sodio y potasio al 4%
100:1:1). y se incub¢ a 37 °C durante 15 mi-
nutos. Después de este tiempo se agregd 0.5
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ml de RFC 1:6 y luego de 30 minutos de re-
poso a temperatura ambiente, se midid |a
absorbancia 2 660 nm. Como proteina estandar
se utilizo albamina bovina 0,1 mg/ml.

Solamente durante el proceso de purifica-
cion de la miotoxina, el contenido proteico
fue estimado midiendo la absorbancia de luz
ultravioleta a 280 nm (Warburg y Christian,
1941).

4 Evaluacién de la pureza. La pureza de
la miotoxina fue determinada por
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)
en condiciones nativas a pH 7.5 y también en
condiciones denaturantes con dodecil sulfato
de sodio (PAGE-SDS), (Laemmli, 1970).
Adicionalmente, la pureza fue evaluada por
inmunodifusion e inmunoelectroforesis en
geles de agarosa al 1%, En la prueba de
inmuno-electroforesis se utilizo suero
antibotropico polivalente del Instituto Nacio-
nal de Salud de Lima (Quchterlony and
Nilsson, 1978). En todos los casos las protei-
nas fueron teiiidas con azul de coomassie.

5 Determinacion del peso molecular. Se
determind por PAGE-SDS (Laemmli, 1970),
empleando como proteinas estandares albu-
mina bovina (66 KDa). ovoalbiimina (45 KDa)
y lisozima (14,3 KDa); cada proteina a una
concentracion de 2 mg/ml, El peso molecular
también fue determinado por cromatografia
de filtracién en gel en una columna de
Sephadex G-100 (18,9 x 2 cm), equilibrada
con buffer acetato de amonio 0,05 M pH 7,0,
y utilizando como proteinas estandares albi-
mina bovina 2 mg/m! (66 KDa), anhidrasa
carbonica 2 mg/ml (29 KDa) y citocromo ¢ |
mg/ml (12,4 KDa) (Andrews, 1964).

6 Composicion de aminodcidos. Para de-
terminar [a composicidon de aminoacidos de
la miotoxina. 3 mg de proteina se hidrolizaron
al vacio a 150 °C durante 24 h, con 400 pl de
HCI 6N conteniendo fenol 1% y sulfito de
sodio 0,1%. Luego, la muestra se dejo enfriar
v secaral vacio durante 1,5 I v se resuspendio
con 50 pul de EDTA 250 partes por millon. A
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continuacion se veolvid a secar al vacio y se
resuspendio en 100 pl de buffer de acopla-
miento (acetonitrilo: piridina: trietilamina:
agua, 10:5:2:3). Luego de secar al vacio, una
vez mas, se agregd 100 pl de buffer de aco-
plamiento y 5 ml de fenilisotiocianato (PITC),
y se dejo a temperatura ambiente durante 5
min. Finalmente, luego de un ultimo secado
al vacio, se resuspendid en 100 pl de butfer
acetato de amonio 0,05 M pH 6 (solvente A).
10 pl de esta muestra fueron utilizados para
el analisis de aminoacidos por HPLC, em-
pleando una columna de fase reversa
octadecilo (C18) de 25 cm de largo por 4 mm
de diametro interno. La separacion se realizd
a 52 °C, empleando inicialmente el solvente
A,y luego acetato de amonio 0,IM pH 6 en
acetonitrilo, metanol y agua (44:10:46) (sol-
vente B), de acuerdo al siguiente protocolo
de elucion: 15 minutos con 100% de solven-
te A, 15 minutos con 85% de solvente A y
15% de solvente B, 4 minutos con 30% de
solvente A y 50% de solvente B, 6 minutos
con 100% de solvente B y finalmente 10 mi-
nutos con 100% de solvente A.

El resultado fue comparado con el perfil
obtenido con 10 pl de una muestra estandar
de 16 aminodcidos (25 pmol de cada
aminodacido). tratados de manera similar
(Heinrikson y Meredith, 1984).

7 Determinacion de carbohidratos

7.1 Determinacion de hexosas. En el ve-
neno crudo y la miotoxina aislada, se deter-
mino el contenido de hexosas de acuerdo al
método de Winzler (1955). La mezcla de re-
accion contenia 0,3 ml de agua destilada, 0,2
ml de la muestra alcalinizada (veneno crudo
5 mg/ml o miotoxina 1 mg/ml, en NaOH
0,IN) y 2 ml del reactivo Orcinol 0,18% y
acido sulfurico 19N. Esta mezcla fue incu-
bada a 80 °C durante 15 minutos y después
de enfriarla se midié la absorbancia a 540
nm. Los valores obtenidos fueron converti-
dos a mg de hexosa por comparacion a un
estandar que contiene una mezcla de manosa
y galactosa 0,2 mg/ml, y finalmente se ex-
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Figura 1. Purificacion de la mictoxina de B. brazili. Al pasar el veneno de B. brazili por una
columna de CM-Sephadex C-50 con buffer acetato de amonic 0,05M pH 7, se obtuvieron
inicialmente tres picos de proteina (1, 11, [Il). Cuando al eluente se incorporo NaCl 0,3 M, se
registraron 3 picos mas (IV, V, VI) y finalmente al usar NaCl 0,6M se obtuvo un altimo pica (V)
el cual mostrd tener la actividad miotdxica.

presaron como porcentaje de hexosa respec-
to de la cantidad de proteina.

7.2 Determinacion de hexosaminas. La
determinacion de hexosamina en el veneno
crudo v ta miotoxina aislada. se realizo porel

KDa

66 e

método de Winzler (1955). Inicialmente las
muestras fueron sometidas a una hidrolisis
acidaa 100 °C durante 4 horas (0,2 ml del
veneno crudo 10 mg/ml o MTX 2 mg/ml, con
1,8 ml de HCL 3N), y luego se agregaron 2
ml de NaOH 3N. De esta mezcla, se tomaron

Figura 2. Electroforesis en gel de
poliacrilamida. (A) Electroforesis de
la miotoxina aislada, en condicio-
nes nativas a pH 7,5 en donde se
observa una sola banda proteica
con movilidad hacia el catodo. (B)
Se puede ver la PAGE-SDS de la
miotoxina aislada, siendo evidente
la presencia de una sola banda
proteica tanto en condiciones
reductoras coma na reductoras,
pero con diferentes movilidades
electroforéticas. En el carril (1) es-
tan las proteinas estandares: albu-
3 mina (66 KDa), ovoalbumina (45
KDa) y lisozima (14,3 KDa); el ca-
rril (2) corresponde a la miotoxina
reducida (15 KDa) y en el carril (3)
se muestra la miotoxina no reduci-
da (30 KDa).
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Figura 3. Calculo del peso molecular de la miotoxina por cromatografia de filtracién en Sephadex
(G-100. Se construyd una curva estandar de albumina, 66 KDa (A), anhidrasa carbénica, 29
KDa (B) y citocromo ¢, 12,4 KDa (C), ploteando el Ve/Vo versus el log. del peso molecular de
cada proteina. El VeV de la miotoxina (MTX) permitio estimar un peso molecular de 29 KDa.

0.3 ml que se incubaron con 0,2 ml de agua y
0,5 ml de acetil acetona a 100 °C por 15 mi-
nutos. Luego, se agregd 2 ml de etanol 95% y
0,5 ml del reactivo de Erlich (0,4 g de p-
dimetilaminobenzaldehido, 15 ml de metanol
y I5 ml de H,SO,). Finalmente, después de
30 minutos de reposo a temperatura ambien-
te, se midio la absorbancia a 530 nm y los
valores obtenidos fueron convertidos a mg de
hexosamina por comparacion con un estindar
de glucosamina 0,5 mg/ml. Los valores se ex-
presaron como porcentaje de hexosamina res-
pecto de la cantidad de proteina usada.

8 Actividad miotéxica. Cuatro ratones
albinos de 20 g de peso fueron inoculados via
i. m. con 0,1 ml de miotoxina (60 ng) en el
musculo gastrocnemius. Luego de 24 horas,
los animales se sacrificaron por dislocacion
cervical, y una porcion del musculo fue fija-
do en glutaraldehido al 3% durante 2 horas y
luego tratado con buffer fosfato 0,1 M pH 7
durante 3 horas. Posteriormente, el tejido fue
tratado con concentraciones crecientes de al-
cohol etilico al 30, 50, 70, 80, 90, 96 y 100%,
y finalmente embebido en una resina Spurr
para cortar secciones de 1 mm de espesor, que
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fueron tenidas con azul de toluidina al 0,5%.
Los dafios morfolégicos fueron observados y
fotografiados a través de un microscopio de
luz.

9 Actividad edematica. Fueron inyecta-
das diferentes cantidades de miotoxina (15,
30 y 45 pg) disueltas en 50 pl de solucidn
salina en la almohadilla de la pata derecha de
ratones de 20 g de peso, empledndose para
cada dosis, grupos de 4 ratones. En la almo-
hadilla de la pata izquierda se inyecto 50 pl
de solucidén salina (control). Después de 3
horas, los ratones fueron sacrificados por dis-
locacion cervical a fin de cortar y pesar las
patas inyectadas. El edema fue expresado
como el porcentaje del incremento del peso
de la pata derecha respecto de la pata izquier-
da. La dosis edemdtica minima (DEM) es de-
finida como la cantidad de toxina que produ-
ce un incremento de 30% en el peso
(Yamakawa et al., 1976).

10 Actividad hemolitica. La mezcla de
reaccion contenta 0.8 ml de buffer isoténico,
0,1 mlde glébulos rojos y 0,1 ml de miotoxina
(100 mg) en butfer acetato de amonio 0,05 M
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Figura 4. Inmunaodifusion (A) e inmunoelectroforesis (B) del veneno crudo (VC) y la miotoxina
(MTX) de B. brazili. En ambos casos el veneno crudo formé varias bandas de proteina con €l
suero antibotrépico, mientras que la MTX origind una sola banda de proteina.

pH 7,1. Esta mezcla se incubo a 37 °C duran-
te 2 h y la reaccion se detuvo con 2 ml de
NaCl 0,9% frio a pH 7,3, que contenia EDTA
200 mM. luego de lo cual se centrifugd a 200
x g por 10 minutos. La hemdlisis se determi-
né por la liberacion de hemoglobina leida a
540 nm y fue expresada como porcentaje to-
tal de hemoglobina contenida en 0,1 ml de
glébulos rojos empacados y hemolizados con
2.9 ml de agua destilada (Condrea et al., 1964).

11 Actividad anticoagulante. Plasma hu-
mano citratado fue centrifugado a 4000 x g
durante 20 minutos, a fin de obtener plasma
pobre en plaquetas. Se incubd 200 pl de este
plasma a 37 °C durante 10 minutos, con 0,1
ml de miotoxina (que contenia desde 2 hasta
30 pg de proteina). Enseguida se agregd 0,1
ml de CaCl, 25 mM, y se midi6 inmediata-
mente el tiempo de coagulacidn. La actividad
anticoagulante fue determinada midiendo el
retardo en el tiempo de coagulacion del plas-
ma, con respecto a un control sin miotoxina.

RESULTADOS Y DISCUSION

1 Purificacion de la miotoxina. Al pa-
sar ¢l veneno crudo de B, brazili por la co-
lumna de CM-Sephadex C-50, se obtuvie-
ron tres picos de proteina que eluyeron di-
rectamente con el buffer de corrida. Poste-
riormente. al incorporar NaCl 0,3 M en el
buffer de elucion, se obtuvieron tres picos
mas y finalmente empleando NaCl 0,6 M
se obtuvo un sétimo pico, el cual mostré
tener actividad miotéxica (Fig. 1); es decir,
en este sistema la miotoxina interactud fuer-
temente con el gel y sdlo fue posible sepa-
rarla con 0,6 M de NaCl. siendo la (ltima
proteina del veneno en ser eluida. Esto nos
indica que la miotoxina a pH 7,0 adquiere
una fuerte carga positiva, la cual le permite
interactuar con los grupos carboximetil del
gel cargados negativamente. Este hecho
implica que ¢l pl de la miotoxina es mayor
que 7.0 y por lo tanto se trata de una protei-
na basica.
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(B)

Figura 5. Actividad miotéxica. (A) Observacion al microscopio de luz de un corte transversal
de musculo gastrocnemius de ratones albinos no tratados con miotoxina en donde se obser-
van intactas las fibras musculares. (B) Necrosis producida por la miotoxina.
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Figura 6. Dosis edematica minima. El edema producido por la miotoxina fue dependiente de

la dosis; se encontrd una DEM de 32 6 ug.

La naturaleza bésica de esta proteina es una
caracteristica comun a todas las miotoxinas
aisladas de venenos de serpientes del género
Bothrops, 10 cual es aprovechado para sepa-
rar esta clase de proteinas mediante
cromatografia de intercambio catidnico a pH
7,0. Asi, por ejemplo, podemos mencionar las
miotoxinas aisladas de los venenos de B. asper
y B. nummifer (Gutiérrez et al., 1984;
CGuutiérrez et al., 1986; Lomonte et al., 1990).
Asimismo, Soares et al. (1998) emplean un
solo paso cromatografico para purificar la
miotoxina de B. moojeni, y Toyama et al.
(1995) hacen lo mismo con la miotoxina de
B. pirajai, pero mediante HPLC.

Por el metodo de Lowry et al. (1951) se
determind que la miotoxina aislada represen-
ta el 25% de la proteina total del veneno, lo
cual denota la importancia que debe tener
como componente del veneno, durante ¢l pro-
ceso de envenenamiento y en la digestion de
la presa. En el caso de las miotoxinas 1y Il
del veneno de B. moojeni, ellas constituyen el
12% de la proteina total del veneno (Soares
et al., 1998), mientras que la bothropstoxina
de 8. jararacussu representa el 15% (Homsi-
Brandeburgo et al., 1988).

2 Evaluacion de la pureza y peso
molecular. La miotoxina aislada mostro tan-
to por PAGE en condiciones nativas, PAGE-
SDS, inmunodifusion € inmunoelectroforesis,

una sola banda de proteina. todo lo cual con-
firmé la idoneidad del método de purificacion.

Particularmente la electroforesis en con-
diciones nativas a pll 7,5 mostro la migracién
catddica de la miotoxina, debido a su natura-
leza basica.

Asimismo, la PAGE-SDS demosturd que la
proteina aislada corresponde a una tinica banda
homogénea pero con diferentes movilidades
electroforéticas, segiin las condiciones sean
reductoras o no reductoras. El pese molecular
estimado en condiciones reductoras fue de 15
KDa, mientras que en condiciones no reductoras,
el peso fue de 30 KDa (Fig. 2): adicionalmente,
la banda obtenida en condiciones no reductoras
fue algo difusa. Estos resultados permiten de-
ducir que la miotoxina aislada es una proteina
constituida por dos cadenas polipeptidicas de 15
KDa cada una, y el hecho de que en condicio-
nes no reductoras la banda proteica sea ditusa
indicaria que las cadenas polipeptidicas contie-
nen varios enlaces disulfuro intracadena, lo que
dificulta que las cadenas se desplieguen total-
mente y queden homogéneamente cubiertas con
SDS. Porotro lado, al caleular el peso molecular
en condiciones nativas por cromatografia de fil-
tracion, se obtuvo un valor de 29 KDa (Fig. 3),
lo cual guarda correlacion con el valor calcula-
do por PAGE-SDS en condiciones no reductoras,
confirmandose que la proteina tiene 2 cadenas
polipeptidicas.
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Tabla 1. Composicion de aminoacidos
de la miotoxina de Bothrops brazili

Aminoécido (%)
Asx (Asp+Asn) 6,1
Glx (Glu+GlIn) 4.8

Ser 8,3
Gly 13,2
His 1,7
Arg 6,6
Thr 5,1
Ala 9,2
Pro 8,5
Tyr 9,7
Val 5,5
Met 2,2
Ile 2,0
Leu 7.4
Phe 0,2
Lys 9,0

Otras miotoxinas aisladas también tienen
la particularidad de ser proteinas diméricas
con pesos moleculares alrededor de 30 KDa;
asi tenemos que la miotoxina aislada de B.
nummifer y la miotoxina Il de B. asper son
proteinas constituidas por dos cadenas
polipeptidicas de 16 kDa cada una (Gutiérrez
etal., 1986 y Lomonte y Gutiérrez, 1989). En
el caso de la miotoxina aislada de B. insularis,
ésta también es un dimero pero cada una de
las cadenas tiene un peso de 15 KDa (Selistre
etal, 1990).

Sin embargo, otras miotoxinas son
mononiéricas, tal es el caso de las miotoxinas
ly Il del veneno de B. asper, las cuales son
de 14y 16 KDa, respectivamente (Gutiérrez
ctal., 1984; Kaiser et al., 1990) mientras que
las miotoxinas |y Il de B. moojeni sonde |5
KDa cada una (Lomonte et al., 1990)

[Las pruebas de inmunodifusién e

144

inmunoelectroforcsis mostraron que la
miotoxina formd una banda homogeénea de
proteina al ser enfrentada con suero
antibotrdpico polivalente, mientras que el ve-
neno crudo formo varias bandas o arcos de
precipitacion (IFig. 4). Cabe destacar que la
banda obtenida en la inmunoelectroforesis a
pH 8,3 aparece desplazada hacia el catodo, lo
cual significa que incluso a este pll la
miotoxina esta cargada positivamente, confir-
mandose su caracter basico.

3 Composicion de aminodcidos. Del ana-
lists de aminoacidos, se encontrd que la
miotoxina conticne un mayor porcentaje de
aminoacidos basicos (9% de Lys v 6,6% de
Arg) con respecto al porcentaje de
aminoacidos acidos (6,1% de Asp y 4.8% de
Glu) (Tabla 1). Es decir, la miotoxina posee
15,6% de Lys+Arg, lo que en comparacion al
10,9% de Asp+Glu, confirma su naturaleza
basica. Esta diferencia entre aminoacidos ba-
sicos y acidos debe ser incluso mayor, si se
tiene en cuenta que el porcentaje de Asp+Glu
incluye ademas el contenido de Asn y Gln,
los cuales durante la hidrélisis de la proteina
se convierten en Asp y Glu, respectivamente.
Ademas, debemos sefialar que el porcentaje
de Lys+Arg encontrado es similar a los halla-
dos en otras miotoxinas, tal como se muestra
en latabla 2.

A la fecha, se ha encontrado que tadas las
miotoxinas aisladas de venenos del género
Bothrops son proteinas bdsicas. que
estructuralmente estan relacionadas a las
fosfolipasas. En realidad, el andlisis de la es-
tructura primaria de estas miotoxinas ha mos-
trado que este grupo puede subdividirse en dos
subclases: las fosfolipasas [2-49, las cuales
poseen un resto de acido aspartico en la posi-
cidén 49 y tienen actividad de fosfolipasa. y
las fosfolipasas K-49, las cuales tienen un re-
siduo de lisina en la posicion 49 y carecen de
actividad enzimdtica (Ownby etal., 1999). La
presencia de 4cido aspartico en la posicion 49
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es crucial para fijar Ca™, el cual es esencial
para la actividad catalitica; por ello las
fosfolipusa: K-49 carecen de actividad
enzimatica. Algunos estudios evolutivos su-
gicren que las fosfolipasas K-49 surgieron de
la duplicazcidén de un gen ancestral de
fosfolipasa, lo cual es sumamente intrigante,
ya que aparentemerte la evolucion preservéd
una mutacién crucial para la actividad
catalitica en las fosfolipasas D-49.

4 Determinacion del contenido de
carbohidratos. Los andlisis de hexosas y de
hexosaminas de acuerdo al método de Winzler
(1955) dieron resultados negativos con la
miotoxina. Sin embargo, en el veneno crudo
se hallé 0.65% de hexosa y 1,33% de
hexosamina. Esto demuestra que la miotoxina
aislada no es una glicoproteina, lo que es coin-
cidente con lo descrito en una amplia varie-
dad de miotoxinas botropicas. No obstante,
los valores de 0,65% de hexosa y 1,33% de
hexosamina, encontrados en el veneno crudo,
serian producto de aziicares ligados a otras
proteinas del veneno y azlcares libres.

5 Actividad miotéxica. El analisis
histolégico del misculo gastrocnemius de ra-
1on tratado con miotoxina evidencid una se-
vera necrosis del tejido, observandose no sélo
una desorganizacion de las fibras musculares,
sino ademds una gran infiltraciéon de glébulos
blancos en el tejido (Fig. 5). Considerando que
esta proteina carece de actividad de
fosfolipasa, nuestros resultados corroboran lo
seftalado por algunos autores en el sentido de
que la accion miotdxica no depende de la
hidrélisis de fosfolipidos (Gutiérrez, 1984;
Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Gutiérrez et
al., 1989). Asimismo se trataria de una
miotoxina del grupo de las fosfolipasas K-49.

Sin embargo, un aspecto particularmente
importante y que esta en pleno estudio, es la
manera coimo esta proteina ejerceria su accion
destructiva sobre el tejido muscular, toda vez
que es una proteina sin actividad enzimatica.

6 Actividad edematica. La miotoxina de
B brazili fue capaz de inducir edema en la
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almohadilla plantar de ratones albinos. Los in-
crementos en peso obtenidos con 15, 30y 45
mg, fueronde 15,1, 24,8 y 42,6% respectiva-
mente, determinandose una DEM de 32,6 pg
de proteina (Fig. 6).

La actividad formadora de edema se defi-
ne como el incremento en la permeabilidad
microvascular que conduce a una
extravasacion de tluido y su acumulacion en
los espacios intersticiales de los tejidos. Sin
embargo, muy pocos estudios se han realiza-
do para determinar la naturaleza exacta del
mecanismo del edema’ causado por
miotoxinas, aunque en algunos casos se ha
determinado la DEM. Asi, por ejemplo,
Lomonte y Gutiérrez (1989) han reportado que
la miotoxina Il de B. asper, tiene una DEM de
38 mg, la cual es similar a la encontrada en
este trabajo para la miotoxina de B. brazili
(32,6 mg). Un aspecto reconocido en la infla-
macion es la participacion de fosfolipasas A,
las cuales incluso han sido aisladas de fluidos
inflamatorios. Esta accidn edemidtica de las
fosfolipasas fue correlacionada con su capa-
cidad para hidrolizar fosfolipidos (Lloret and
Moreno, 1993). Sin embargo, la miotoxina de
B. brazili, al igual que olras miotoxinas
botropicas, no tiene actividad enzimatica, lo
cual sugiere que su efecto edematico tampo-
co depende de la hidrolisis directa de
fosfolipidos y que algin mecanismo alterna-
tivo estaria involucrado, por ejemplo, la ac-
cion directa de la miotoxina sobre células
endoteliales.

7 Actividad hemolitica y anticoagulante.
La miotoxina aislada no mostrd tener activi-
dad hemolitica directa sobre globulos rojos
humanos, ni fue capaz de retardar el tiempo
de coagulaciéon del humano
recalcificado, lo cual guarda relacion y es co-
herente con el hecho de que esta miotoxina
carece de actividad de fosfolipasa. En parti-
cular. todas las miotoxinas que ejercen un re-
tardo en la coagulacién del plasma citratado
y recalcificado muestran tener actividad de
fosfolipasa, y se supone que es la capacidad

plasma



de hidrolizar ciertos fosfolipidos. que partici-
pan en el proceso de coagulacion sanguinea,
Jo que les confiere un efecto anticoagulante;
tal es el caso de las miotoxinas aisladas de B.
atrox 'y de B, asper (MTX 1y IIl), todas las
cuales tienen actividad de fosfolipasa y son a
la vez anticoagulantes. En cambio la
miotoxina estudiada en este trabajo es similar
a las miotoxinas de B. nummifer, B. asper
(MTX Iy B. moojeni (MTX 1), en ¢l senti-
do de que todas carecen de actividad de
fostolipasa y también de actividad
anticoagulante (Prado-Franceschi et al., 1998).
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