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RESUMEN 

Se ha purificado una miotoxina del veneno de la serpiente BOl/1ropS brazifi, empleando un solo paso 
cromatográfico de intercambio jónico 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 SOS , inmunodifusión e 
inmunoeleclroforesis . La proteína es de naturaleza basica y contiene 15,6% de Lys+Arg ; además, no 
esta glicosilada , carece de actividad enzimatica , y por el método de Lowry se ha calculado que ella 
constituye el 25% de la proteína tolal del veneno. 

Por PAGE-SOS y cromatografía de fi ltración, se ha determinado que la miotoxina tiene un peso 
molecular de 30 KOa, y está formada por 2 cadenas polipeplidicas de 15 KOa cada una. 

La inocu lación de la miotoxina en el músculo gastrocnemius de ratones albinos , produce una seve
ra necrosis del tejido. 

La miotoxina no tiene actividad hemol itica ni anticoagu lante; sin embargo , si produce edema, se ha 
calculado una OEM de 32,6 ¡.¡g de proteína . 

Palabras clave: miotoxina, BOlhrops brazifi, veneno de serpiente, mionecrosis 

ABSTRACT 

A myotoxin from the venom of the snake Bothrops brazifi has been purified by ion-exchange 
chromatography on CM-Sephadex C-50 with 0,05 M ammonium acelate buffer pH 7. The homogeneily 
was evaluated by PAGE wilh and withoul SOS, immunodi ffusion and immunoeleclrophoresis. The 
myotoxin is a basic protein with 15,6% of Lys+Arg; il is not a glicoprotein , has not enzymatic activity, and 
corresponds to 25% of the whole venom protein. 

The molecularweight ofthe myotoxin was determined by PAGE-SOS and gel filtraUon chromatography. 
The myotoxin has 30 KDa of molecular weight and two polypeptide chains of 15 KOa each . 

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

Th e myotoxin does not have hemolytic nor anticoagulant activity. However, produces edema with a 
OEM of 32,6 [.1g of protein . 

Keywords: myotoxin, Bolf1rops brazifi, snake ven om, myonecrosi s 

INTRODUCCiÓN 

La mayoría de serpientes venenosas del 
Perú pertenecen al género Bofhrops (Familia 
Viperidae), y ellas son responsables de la ma
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yoría de acc identes ofídicos en nuestro país. 
liS venenos se caracterizan por producir se

vero daño local incluyendo hemorragia y 
necrosis, y pueden ocasionar la muerte de la 
persona afectada, i ésta no es tratada adecua
damente. 

Los venenos de estas serpientes contienen, 
principalmente, una gran variedad de proteí
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nas con actívidacJ enzimálica entre las que des
tacan una diversidad de enzimas proteo líticas. 
capaces de alterar la coagulación. anguínea y 
produc ir hemorragia. Igualmente las 
fosfolipasas son enzi mas ampl iamente distri
bu idas en e tos venenos y ellas on res pon a
bi es de la hidrólisis de fosfolípidos y de va
rio s efecto biológ icos com hemól¡sis, 
card iotoxicidad. inhibición de la agregación 
de plaquetas, edema, etc . (Kini y Iwanaga, 
1986a y 1986b) . 

En particular, la necrosis del tejido mus
cular (mionec o -is) es un efecto característi
co de! envenenamiento botrópico, que puede 
conducir a la disfunción o amputación de la 
lona afectada . En este proceso participan pro
teína básicas denominadas mioloxi l/us. las 
cuales constituyen una familia de proteínas, 
e tructural antigénicamente relaci onadas a 
las fosfo lipasas. En este sentido, las 
miotoxinas botrópicas pueden ser de do li 
pos: unas con actividad de fosfoliprlsa y otras 
sin actividad enz imát ica (Gutiérrez y 
LOfllonte, 1997). 

La serpiente Bothrops brazili "jergón 
shu ' hupe" ( ' amiba Viperidae, Subfamilia 
Crotalinae) es una especie cuya distribución 
geográfica abarca los departamentos de Ama
zonas, Loreto, Madre de Dios y Ucayali (Ca
rrillo e Icochea, 1995). u longitud aproo i
mada es de 1,8 metro y presenta un color 
pardo con dibujos triangulares m ' s oscuro ' 
sobre el dorso. Su alimento principal son 
pequeños roedores y lagarti jas (Carrillo, 
1983). 

Cabe mencionar que las proteínas estudia
das de venenos de serpientes del Perú se han 
tralado exclusivamente de proteínas con acti
vidad enzirnática (Yarlequé et aL, 1989; 
Pantigo o et al., 1996). EI,l particular algunas 
de las proteínas que s han aislado y caracte~ 
rizad en el veneno de B bra::ili, son las 
enzimas similar a trombina (Limán, 1996), 
fos l'ol ipasa (Zeballos el al. , 1999) y 
proteo lítica (Azañero et aL, 2000) . 

n este u'abajo se de cribe el aic; lall1iento 
y caracterización de una proteína no 
enzilllálica ' on act ividad miolóx ica, lo que 
constituye e I primer reporte de este tipo en 
nucstro medio. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

1 Veneno. Se utiil¿ó eneno de BOfhrops 
Imcili. de especímenes procedentes de la región 
del Alto Marañón, mantenidos en ca utiverio en 
el Serpentario "Oswaldo Meneses" del Museo 
de Historia Natural de la Univ rsidad ac ional 
Mayor de an Marco'i. El eneno extraído por 
presión manual de las glánd ulas venenosas fue 
liofilizad y conservado a - 8 oc. 

2 Purificación de la mio toxina. 100 mg 
de venel o liofilizado de B brazili fueron di
suellos en 2 011 de buffer acetato de amonio 
0,05 M, pH 7,0 Y lo' restos insolubles se eli
minaron por centrifugación a 4000 rpm du
rante 20 millutos . Se tomó 1,95 mi del 
sobrenadante y se aplicó a una columna de 
intercambio catiónico de CM-S phadex C-50 
( 17 X l, 1 cm), uti Iizando como bu ffe r de 
e]ución acetato de amonio 0,05 M pH 7,0. Las 
proteínas retenidas en la columna fueron 
eluida agregando al buffer de corrida NaC I 
0,3 M Y 0,6 M. La corrida se realizó a tempe
ratura ambiente, a un /lujo de 8 ml/h la pr 
teína fue estimada por absorción de luz 
ultravioleta a 280 11111 . El pico obtenido con 
NaCI O,6M fue desalado por cromatografía de 
filtración empleando una columna de 

ephadex G-25 (22 X 2,5 cm), luego de lo 
cual se evaluó la actividad miolóxi a. 

3 Cuantificación de proteína. El ¡;Onte
nido proteic del veneno crudo y de la proteí
na puri ficada 'iC determinó por el método de 
Lowry (1951). Para ello. 20 ~LI de la muestra 
se completaron con agua destilada hasta 0.5 
mi y luego se agregó 2 mi de solución alcalina 
(carbonato de sodio aI4%, sulfato de cobre al 
2(% y tartrato de sodio y pota . io a l 4% 
100: I : 1). Y se incubó a 37 oC durante 15 mi
nutos. Después de este tiempo 'C agregó 0,5 
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mI de RFC 1:6 y luego de 30 minutos de re
poso a temperatura ambiente, se midió la 
absorban~ia 3660 nm. Como proteína estándar 
e uti lizó albúmina bovina O, I mg/ml. 

Solamente durante el proceso de purifica
ción de la miotoxina. el contenido proteico 
rue estimado midiendo la absorbancia de luz 
ultravio leta a 280 11m (Warburg y Chri tian, 
194 1). 

4 Evaluación de la pureza. La rureza de 
la miotoxina fue determinada por 
electroforesi en gel de poliacrilamida (PAGE) 
en condici nes nativas a pH 7,5 Y también en 
condiciones denaturantes con dodecil sulfato 
de odio (PAGE- DS), (Laemmli , 1970) . 
Ad icionalmente, la pureza fue evaluada por 
inmunoJífusión e inmunoelectroforesis en 
geles de agarosa al 1 %. En la prueba de 
inmuno-electrofores i se utilizó suero 
antibotrópico polivalente del Instituto Nacio
nal de alud de Lima (Ouchterlony and 
Nilsson, 1978). En todos los ca os las proteí
nas fueron teñidas con azu l de coomassie. 

5 Determinación del peso molecuJar. Se 
determinó por PAGE-SDS (Laemmli, 1970), 
empleando como proteínas estándares albú
mina bovina (66 KDa), ovoalbúmina (45 KDa) 
y lisozima (143 KDa): cada proteína a una 
c ncentración de 2 mglml. El peso molecular 
también fue determinado por cromatografía 
de filtración en gel en una columna de 
Sephadex G- I00 (18,9 x 2 cm), equilibrada 
con buffer acetato de amonio 0,05 M pH 7,0 
Y utilizando como proteínas estándares albú
mina bovina 2 mglml (66 KDa), anhidrasa 
carbónica 2 mglrnl (29 KDa) y citocromo c 1 
mg/ml (12,4 KDa) (Andrews, 1964). 

6 Composición de aminoácidos. Para de
tenninar la composición de aminoácidos de 
la miotoxin8. 3 mg de proteína se hidrolizaron 
al aeio a I SO oC Jurante 24 h. con 00 ~t1 de 
HCI 6N conteniendo fenol 1 % Y su lfito de 
sodio 0, I %. LLlego, la muestra se dejó enfriar 
y secar al vacío durante 1,5 h Y e resuspendió 
con 50 ~t1 de EDTA 250 partes por millón. A 
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continuac ión e vol ió a secar al vac ío se 
restlspendió en I 00 ~tI de buffer de aco pla
mient (acetonitrilo: piridina : triet ilamina: 
agua, 10:5 :2:3). Luego de secar al vacío, una 
vez mas, e agregó 1 00 ~d de buffer de aco
plamiento y 5 mi de fenilisotiocianalo (PITC), 
y se dejó a temperatura ambiente duran te 5 
min. Fi nalmente, luego de un úl timo secado 
al vacío, se re u pendió en 100 ¡.tI de butfer 
acetato de amonio O05 M pH 6 (so lvente A). 
) O 111 de e ta muestra fueron util izados para 
el análisis dc aminoácidos por HPLC, em
picando una columna de fase re versa 
octade.:i I (e J8) de 2S cm de largo por 4 mm 
de diámetro interno. La separación se rea lizó 
a 52 oC, empleando inicialmente I solvente 
A, y luego acetato de amonio 0,1 M pH 6 en 
acetonilrilo, metanol yagua (44: l 0:46) (sol
vente B), de acuerdo al siguiente protocolo 
de eluc i . n: 15 minuto con 100% de solven
te A, 15 mi nutos con 85% de solvente A y 
15% de solvente B, 4 minutos con 50% de 
!Solvente A y 50% de solvente 8, 6 minuto 
con 100% de solvente B y finalmente 10 mi
nutos con 100% de solvente A. 

El resultado fue comparado con el perfi l 
obtenido con 10 111 de una muestra estándar 
de 16 am in oácidos (25 ~lmo l de cada 
aminoác ido ), tratados de manera s imi lar 
(Heinrikson y Meredith, J984) . 

7 Determinación de carbohidrato 

7.1 Determinación de hexosas. En el ve
neno crudo y la miotoxina aislada, se deter
minó el contenido de hexosas de acuerdo al 
método de Winzler (1955) . l.a mezcla de re
acción contenía 0,3 mi de agua destilada, 0,2 
mI de la muestra alcalinizada (veneno crudo 
5 mg/ml o miotoxina 1 mg/ml, en NaOH 
0,1 N) Y 2 mi del reactivo Orcinol 0, J8% Y 
ácido sulfúrico 19N . Esta mezcla fue incu
bada a 80 oC durante 15 minutos y despué 
de enfriarla se midió la absorbanc ia a 540 
nm . Los valores obtenidos fueron converti
dos a mg de hexosa por comparaci . n a un 
estándar que contiene una mezcla de manosa 
y galacto a 0,2 mg/ml, y finalmente se ex
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Figura 1. Purificación de la miotoxina de B. brazi/i. Al pasar el veneno de B. brazili por una 
columna de CM-Sephadex C-50 con buffer acetato de amonio O, 05M pH 7, se obtuvieron 
inicialmente tres picos de protelna (1, 11 , 111 ). Cuando al el uente se incorporó NaCI 0,3 M, se 
registraron 3 picos mas (I V, V, VI) Yfinalmente al usar NaCI 0,6M se obtuvo un último pico (VII) 
el cual mostró tener la actividad miotóxica. 

presaron como porcentaje de hcxosa respec métod de Winzl cr (1955). , 11 ic ialmente las 
to de la ¡;anlidad de prote ín a. muestras fueron somelidas a una hidrólisis 

ácida a 100 oC du ranle 4 horas (0,2 mi de l 
7.2 Determinación de hexosaminas. La 

ven\::no crudo 10 rng/m I O MTX 2 mgltn l, con
determinación de h xosamina en el veneno 

1,8 mI de HCL 3 ), y luego se agregaron 2 
crudo y la miotox ina aislada, se realizó por el 

mI de NaO! 1 3N, De esta mezcla, se tomaron 

(+) 
Figura 2. Electroforesis en gel de 
poliacri lamida. (A) Electroforesis de 
la miotoxina aislada, en condicio

KDa nes nativas a pH 7,5 en donde se 
observa una sola banda proteica 

66 con movilidad hacia el cátod o. (B) 
Se puede ver la PAGE-SDS de la 
miotoxina aislada , siendo evidente 
la presencia de una sola banda 
proteica tanto en condi ciones 
reductoras como no red uctoras, 
pero con diferentes movilidades 
electroforéticas . En el carri l (1) es

(- ) 
1 2 3 

tán las proteínas estándares: albú
mina (66 KDa), ovoalbúm ina (45 
KDa ) y lisozima (14,3 KDa ); el ca

(A) (8) 
rril (2) corresponde a la miotoxina 
reducida (15 KDa ) y en el carril (3) 
se muestra la miotoxina no reduci
da (30 KDa) . 

45 

14,3 
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Figura 3. Calculo del peso molecular de la miotoxina por cromatograffa de filtración en Sephadex 
G-100 Se construyó una curva estandar de albúmina, 66 KDa (A), anhidrasa carbónica, 29 
KDa (B) y citocromo c, 12,4 KDa (e), ploteando el VeNo versus el lag . del peso molecular de 
cada proteína. El VeNa de la miotoxina (MTX) perm itió estimar un peso molecular de 29 KDa 

0,3 m I que se I/lCU baron con 0,2 m 1 de agua y 
0,5 mi de acetil acetona a lOa oC por 15 mi
nutos. Luego, se agregó 2 mi de etanol 95 % y 
0,5 mi del reactivo de Erlic h (0,4 g de p
dimetilaminobenzaldehído, 15 mi de metanol 
y 15 mi de 1-1 SO). Finalmente, después de 

2

30 minutos de reposo a temperatura ambien
te, se midió la absorbancia a 530 nm y Jos 
valores obtenidos fueron convertidos a mg de 
hexosamina por comparación COIl un estándar 
de glucosamina 0,5 mglml. Los valores se ex
presaron como porcentaje de hexosamina res
pecto de la cantidad de prote ína usada. 

S Actividad mio tóxica. Cuatro ratones 
a lb inos de 20 g de pe o fueron inoculados vfa 
i. m. con O, l mi de miotoxi na (60 I1g) en el 
músculo gastrocnemius. Luego de 24 horas, 
los animales se sacrificaron por dislocación 
cervical, y una porción del músculo fue fija
do en glutaraldehído al 3% durante 2 horas y 
luego tratado on buffer fosfato 0.1 M pH 7 
durante 3 horas. Posteriormente, el tejido fue 
tratado con concentraciones crecientes de al
cohol etílico a130. 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 teñida con azul de to luidina al 0,5%. 
Los dallos morfológicos fuero n observados y 
fotografiados a través de un microscopio de 
luz. 

9 Actividad edemática. Fueron inyecta
das diferentes cantidades de miotoxina ( 15, 
30 Y 45 pg) disue ltas en 50 111 de so lución 
salina en la almohadilla de la pata derecha de 
ratones de 20 g de peso, empleándose para 
cada dosis, grupos de 4 ratones. En la alm 
hadilla de la pata izquierda e inyectó 50 ~d 

de olución salina (control) . Después de 3 
horas, los ratone fueron acrificado por d is
locación cerv ical a fin de cortar y pesar las 
patas inyectada . El edema fue expresado 
como el porcentaje del incremento de l peso 
de la pata derecha respecto de la pata izquier
da. La dosis edemática mínima (DEM) es de
finida como la cantidad de Loxina que produ
ce un incremento de 30O/¡ en el peso 
(Yamakawa el aL, 1976). 

10 Actividad hemolítica. La mezcla de 
reacción contenía 0,8 mi de buffer isotónico, 
O, I m I de glóbulos rojos y 0,1 m 1 de miotoxina 
(100 mg) en buffer acetato de amonio 0,05 M 
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Figura 4. Inmunodifusión (A) e inmunoelectroforesis (B) del veneno crudo (Ve) y la miotoxina 
(MTX) de B brazili . En ambos casos el veneno crudo formó vanas bandas de proteína con el 
suero antibotrópico, mientras que la MTX originó una sola banda de proteína. 

pI-l 7, l . Esta mezcla se incubó a 37 oC duran· 
te 2 h Y la reacción se detuvo con 2 mI de 
NaCI 0,9% frío a pH 7,3 , que contenía EDTA 
200 mM, luego de lo cual sc centrifugó a 200 
x g por 10 minutos. La hemólisis se detcnni
nó por la li beración de hemoglob ina leíd a 
540 nm y fu expresada como porcentaje to
lal de hemoglobina contenida en 0,1 mi de 
glóbulos rojos empacados y hemolizados con 
2,9 mI de agua destilada (Condrea et al. 1964). 

11 Actividad anticoaguJante. Plasma hu
mano citratado fue centrifugado a 4000 x g 
durante 20 minutos, a fin de obtener plasma 
pobre en plaquetas. Se incubó 200 ~d de e te 
plasma a 37 °C durante 10 I11lnutos, con O, I 
mI de miotoxina (que contenía desde 2 ha ta 
30 Jlg de proteína). Enseguida se agregó O, I 
011 de CaC I

2 
25 111M. Y se midió Inmcdiata

m nte el tiempo de coagulación . La actividad 
anticoagulante fue determll1ada n idiendo el 
retardo en el tiempo de coagulación tlel pla'
ma, con respecto a un ontrol sin miotoxina. 

RESULTADOS Y DISCUSiÓN 

1 Purificación de la miotoxina. Al pa
. ar I veneno crudo de B. brazili por la co
lumna de CM- ephadex C-50, se obtuvie
ron Lres picos de prote ína que eluyeron di
reclamente con el buffer de corrida . Poste
riormente. al incorporar NaCI 0,3 M en el 
buffer de elución, se obtuvieron tres picos 
más y final mente emp leando NaC I O 6 M 
se obtuvo un sétimo pico, el cua l mostr' 
tener actividad miotóxica (Fig. 1); es decir, 
en este sistema la miotoxina interactuó Fuer
temente con e l gel y sólo Fue po -ible se pa
rarla con 0,6 M de NaCI siendo la última 
prot ína de l veneno en ser eluida. Esto nos 
ind ica que la miot xi na a pI-l 7,0 adquier 
una fuerte carga positiva, la cua l le permit 
interactuar con los grupos carboximetil del 
gel cargados negat ivamente. Este h cho 
Implica que I pI de la miotoxina es mayor 
que 7,0 por lo tanto se trata de una proteí· 
na básica. 
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Figura 5. Actividad miotóxica (A) Observación al microscopio de luz de un corte transversal 
de músculo gastrocnemius de ratones albinos no tratados con rniotoxina en donde se obser
van intactas las fibras musculares. (B) Necrosis producida por la mlotoxina . 
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Figura 6. Dosis edemática mínima . El edema producido por la miotoxina fue dependiente de 
la dosis; se encontró una DEM de 32,6 ~g . 

La naturaleza básica de esta proteína es una 
característica común a todas las miotoxinas 
aisladas de venenos de serpien tes del género 
Bothrops , lo cua 1 es aprovechado para sepa
rar esta cl ase de proteínas mediante 
cromatografía de intercambio catiónico a pH 
7,0 . Así , por ejemplo, podemos mencionar las 
miotoxinas aisladas de los venenos de B. asper 
y B. nummifer (Guti érrez et al ., 1984; 
Gutiérrez el a!., 1986; Lomonte et al., 1990). 
As imismo, Soares et al. (1 998) emplean un 
so lo paso cromatográfico para purificar la 
miotoxi na de B. moojeni, y Toyama et al. 
(1 995) hacen lo mismo con la miotoxina de 
B. pirajai, pero mediante HPLC. 

Por el método de Lowry et al. (1951) se 
deteml inó que la miotoxina aislada represen
ta el 25% de la proteína total del veneno, lo 
cual denota la importanci a que debe tener 
como componente del veneno, du rante el pro
ceso de envenenam iento y en la digestión de 
la presa. En el caso de las miotoxinas 1 y II 
del veneno de B. moojeni, e llas constituyen el 
12% de la prote ína total del veneno (Soares 
el al. , 1998), mientras que la bothropstoxina 
de B. j araracussu representa el 15% (Homsi
Brandeburgo et al., 1988). 

2 Evaluación de la pureza y peso 
molecular. La miotoxina aislada mostró tan
to por PAGE en cond ic iones nat ivas, PAGE
SDS, inmunod ifusión e inmunoelectrofores is, 

una sola banda de proteína, todo lo cual con
firmó la idone idad del método d purifi cación. 

Part icularmente la ele trofores is en con
diciones nativas a pH 7,5 m stró la migrac ión 
catódica de la miotoxina. debido a su natura
leza básica. 

Asimismo, la PAGE- DS demo. tró que la 
proteína aislada corresponde a una ún ica banda 
homogénea pero on diferentes movil idades 
electroforéticas según las condiciones sean 
reductoras o no reductoras. El peso m lecu lar 
estimado en condic iones reductoras fue de 15 
KDa. mientras que en condiciones no reductoras, 
el peso fu e d 30 KDa (Fig. 2); adici nalmellte, 
la banda obt nida en condiciones no reductoras 
fue algo di fusa. Estos resul tados permiten de
ducir que la miotoxina aislada es una proteína 
constituida por dos cadenas polipeptídicas de J 5 
KDa cada una, y el hecho de que en condicio
nes no redu toras la banda proteica sea difusa 
indicaría que las cadenas polipeptídicas contie
nen varios en laces disulf1.lro intracadena, lo que 
dificulta que las cadenas se de plieguen total
mente y queden homogéneamente cubiertas con 
SOS. Por otro lado, al calcular el peso molecular 
en condiciones nativas por cromatografia de fil 
tración, se obtuvo un va lor de 29 KOa (Fig. 3), 
lo cual guarda correlación con el valor calcu la
do por PAGE-SDS en condiciones no reductoras, 
confinnándose que la proteína tiene 2 cadenas 
po lipeptídicas. 
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Tabla 1. Composición de am inoácidos 
de la miotoxina de Bothrops brazí/i 

Aminoácido (%) 

Asx (Asp+Asn) 6,1 

Gl x (Glu+Gln) 4,8 

Ser 8,3 

Gly 13,2 

His 1,7 

Arg 6,6 

Tbr 5,1 

Aj a 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 proteínas diméricas 
con p sos moleculares alrededor de 30 KDa; 
así tenemos que la miotoxina aislada de B. 
nummifer y la miotoxina Ir de B. asper son 
prote ínas constitu idas por dos cadenas 
pol ipeptíd icas de 16 kDa cada una (Gutiérrez 
et a l. , 1986 y Lomonte y Gutiérrez, 1989). En 
e l caso de la miotoxina aislada de B. insularis, 
ésta también es un dímero pero cada una de 
las cadenas tiene un peso de 15 KDa (Selistre 
et a l., 1990). 

Si n em bargo, otras miotoxinas son 
mono méricas, tal es el caso de las miotoxinas 
1y 1Il del veneno de B. asper, las cuales son 
de 14 y 16 KDa, respectivamente (Gutiérrez 
el a l. , 1984; Kaiser et al., 1990) mientras que 
las miotoxi nas 1y II de B. moojeni son de 15 
KDa cada una (Lomonte et al., 1990) 

Las pruebas de inmunodifusión e 
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inmunoelectrofo res is mo '[ raron que la 
m iotoxina formó una banda homogénea de 
proteína al ser enfre ntada co n su ero 
antibotrópico po li val ente, mientras que el ve
neno crudo fo rmó varias bandas ') arcos de 
precipitación (Fig. 4). Cab d stacar que la 
banda obtenida en la inl11u noelectroforesis a 
pH 8,3 aparece desplazada haci a el cátodo, lo 
cual significa que in cl uso a e te pH la 
miotoxina está cargada positivamen te. confir
mándose su carácter bás ico. 

3 Composición de aminoácidos. Del aná
lisis de aminoácidos, se encontró que la 
miotoxina contiene un mayor por entaj e de 
aminoácidos básicos (9% de Lys y 6,6% de 
Arg) con res pecto al porcentaje de 
aminoácidos ácidos (6, 1% de A. p Y 4 ,8% de 
Glu) (Tabla 1). Es deci r la mioLox ina posee 
15,6% de Lys+Arg, lo que en com pa rac ión al 
10,9% de Asp+Glu, confim13 su naturaleza 
básica. Esta diferencia entre am inoácidos bá
sicos y ácidos debe ser incl uso mayor, si se 
tiene en cuenta que el porcentaje de Asp+Gl u 
incluye además el contenido de Asn y Gln, 
los cuales durante la hidról isis de la proteína 
se convierten en Asp y Gl u, respectivamente. 
Además, debemos señalar que e l porcentaje 
de Lys+Arg encontrado es sim il ar a los halla
dos en otras miotoxinas, ta l como se muestra 
en la tabla 2. 

A la fecha, se ha encontrado que toda las 
miotoxinas ais ladas de venenos del género 
Bothrops son prot e ínas bá ieas, que 
estructural mente están relacio nadas a la 
fosfolipasas. En realidad, el análisi de la es
tructura primaria de estas miotoxinas ha mos
trado que st grupo puede subd ividirse en dos 
subclases: las fosfo lipasas 0 -49, las cua les 
poseen un resto de ácido aspártico en la pos i
ción 49 y tienen acti vidad de fos fo li pasa, y 
las fosfolipasas K-49, las cuales tienen un re
siduo de lisina en la posic ión 49 y carecen de 
actividad enzimática (Ownby et al.. 1999) . La 
presencia de ácido aspárt ico en la posición 49 



Tabla 2. Comparación de algunas propiedades de la miotoxina de B. brazili con otras miotoxinas botrópicas: miotoxina 1, 11 Y 111 de 
B. asper (MTX 1, 11 Y 11 1), miotoxina de B. insularis , miotoxina de B. j araracusu (BthTX-I), miotoxina I y 11 de B. moojeni (MTX I y 11 ) 
Y miotoxina de B. nummifer. 

Propiedad 

Especie 

B. brazili 

B. asper 

B. insularís 

B. jararacussu B. moojeni 

B. nummifer 

MIX-I MIXII MfX-III BthTX-I MfX-I MfX-II 

Peso molecular 15000 14000 16000 16000 15000 13000 15000 15000 16000 

Forma nativa Dímero Monómero Dimero Monómero Dímero Monómero Monómero Monómero Dímero 

%Lys+Arg 15,6 17,5 19,8 17,2 13,1 19,8 18,5 19,3 16,4 

Fosfolipasa + + + 

Anticoagulante + No 
+ determinado 

*Referencias 
Este 

1y2 3y4 5 6 7y8
trabajo 

(*) 1. Gutiérrez et al. (1964) , 2. Gutiérrez et al. (1986) 3. Francis et al. (1 99 1). 4 . Lom onte and Gutié rrez (1989). 
et al. (1993). 8. Honsi-Brandeburgo et al. (1988) 9. Lomonte et al. (1990). 10. Gutiérrez et al. (1989). 

9 

5. Kaiser et al. (1990) 

9 2y 10 

6. Selistre et al. (1990). 7. Cintra 
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es cruc ial para fijar Ca++, e l cual es esencial 
pa ra la act iv idad cata líti ca; por ello las 
fosfol ipasas K-49 car cen de ac t ividad 
enzimática. A lgunos studios evolutivos su
gi ' ren que las fo sfo lipasas K-49 surgieron de 
la du plic ac ión de un gen ancestral de 
fosfol ipasa, lo cual es sumamente intrigante, 
ya que aparente mente la evolución preservó 
una mu tac ión crucial para la act iv idad 
catalítica en las fosfol ipasas 0-49 . 

4 Determinación del contenido de 
carbohidratos. Los anális is de hexosas y de 
hexosami nas de acuerdo al método de Winzler 
( 1955 ) d ie ron resultados negat ivos con la 
miotoxina. Sin embargo, en el veneno crudo 
se ha ll ó 0 ,6 5% de hexosa y 1,33% de 
hexosam ina. Esto demuestra que la miotoxina 
aislada no es una glicoproteína, lo que es coin
ciden te con lo descrito en una amplia varie
dad de miotoxinas botrópicas. No obstante, 
los valores de 0,65% de hexosa y 1,33% de 
hexosamina, encontrados en el vene no crudo, 
serían producto de azúcares ligados a otras 
proteínas del veneno y azúcares libres. 

5 Actividad miotóxica. El aná lisis 
histológico del músculo gastrocnem ius de ra
tón tratado con miotoxi na evidenció una se
vera necros is del tej ido, observándose no sólo 
una desorganización de las fi bras musculares, 
sino además una gran infi ltración de glóbu los 
blancos en el tej ido (F ig. 5). Considerando que 
es ta pro te ína ca re ce de ac tiv idad de 
fosfo lipasa, nuestros resultados corroboran lo 
señalado por algunos autores en e l sentido de 
que la acción miotóxica no depende de la 
hid ról isis de fosfolí pidos (Gutiérrez, 1984; 
Hom i-Brandeburgo et aL, 1988; Gutiérrez et 
al., 1989) . As imi smo se trata ría de una 
miotoxi na del grupo de las fosfolipasas K-49. 

in embargo, un aspecto particularmente 
importante y que está en pleno e tudi o, es la 
manera como esta proteína ejercería su acción 
destructiva sobre el tej ido muscu lar, toda vez 
que es una prote ína sin activ idad enzimática. 

6 Actividad edcmática. La miotoxina de 
B. brazili fue capaz de ind ucir edema en la 

al mohadilla pl an tar de ratone al binos . Los in
crementos en peso obten id s con 15,3 0 y 45 
mg, fueron de 15 , 1,24,8 Y42,6% respectiva
mente, determinándose una OEM de 32,6 ).lg 
de proteína (Fig. 6) . 

La actividad formadora de edema s defi
ne como el incremento en la permeabilidad 
microvascular que co nduce a una 
extravasación de flu ido y su acumula ión en 
los espacios intersti ciales de los tej idos. Sin 
embargo, muy pocos estudios se han rea liza
do para determi nar la natural eza exacta del 
mecanismo del ed ema ' causado por 
miotoxinas, aunque en al gunos casos se ha 
determinado la DEM . Así, por ejemp lo, 
Lomonte y Gutiérrez (1 989) han reportado que 
la miotoxi na JI de B. asper, tiene una DEM de 
38 mg, la cllal es sim ilar a la encontrada en 
este trabajo para la miotoxina de B. brazili 
(32,6 mg). U n aspecto reconocido en la infla
mación es la parti ci pación de fosfo li pasas A

2
, 

las cuales incluso han sido ais ladas de flu idos 
inflamatorios. Esta acción edemática de las 
fosfolipasas fue correlacionada con su capa
cidad para hidrol izar fosfo líp idos (Llo ret and 
Moreno, 1993). Sin embargo, la miotoxi na de 
B. braz ili, al igu al que olras miotox inas 
botrópicas, no tiene acti vidad enzimática, lo 
cual sugiere que u efecto edemát ico tampo
co depend e de la h id ró li sis d irecta de 
fosfoJípidos y que al gún mecan ismo alterna
tivo estaría invol ucrado, por ejemplo , la ac
ción directa de la miotoxi na sobre célu las 
endotel iales. 

7 Actividad hemolítica yanticoagulante. 
La mi otox ina aislada no mostró tener activi
dad hemo lítica directa sobre glóbulo rojos 
humanos, ni fu e capaz de retardar el tiempo 
de coagu lac ión del plasma humano 
recalci ficado, lo cual guarda relación y es 0

herente con el hecho de qu~ e ta miotoxina 
carece de actividad de fosfolipasa. En parti
cu lar. todas las miotoxinas que ejercen un re
tardo en la coagulación del plasma citratado 
y reca lcificado muestran tener activ idad de 
fo sfo li pasa, y se supone que es la capacidad 
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de hidr lizarc iertos fosfo lípidos, que partici
pan en el pro eso de coagulac ión sanguínea, 
lo que les confiere un efecto anticoagul an te; 
tal es e l caso de las m iotox inas a is ladas de B. 
alrox y de B. asper (MTX 1 y 1Il), todas las 
cuales ti nen act iv idad d fosfolipasa y son a 
la vez anti c ag u la n tes . E n c a mbio la 
miotoxina estudiada en este trabajo es similar 
a [as m ioto xinas de B. nummifer, B. asper 
(MTX II) y B. moojeni (MTX 1I), en l senti 
do de q ue todas carecen de ac ti v idad de 
fo s f ol ipasa y tam b ié n d e a c t iv id ad 
anticoagulante (Prado-Franceschi et al., 1998). 
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