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RESUMEN

El neuroblastoma es el cancer solido mas comuan en la infancia y pese que posee terapias
dirigidas, cirugia o quimioterapia, su tratamiento no es eficaz. Es por eso que urge la
necesidad de promover la busqueda de alternativas qgue mejoren o reemplacen la terapia
convencional. El veneno de las serpientes es de interés para el desarrollo de farmacos
contra el cancer, debido a que son mezclas complejas de proteinas, enzimas y péptidos.
El objetivo de estudio es evaluar la actividad citotoxica del veneno crudo y sus
componentes mayoritarios L. muta sobre SH-SY5Y y eritrocitos humanos para contribuir
en los estudios toxinolégicos de Ecuador. La citotoxicidad y la caracterizacion enziméatica
se realizé a partir de ensayos colorimétricos MTT, RP-HPLC, electroforesis SDS-PAGE,
espectrometria de masas en tandem y espectrofotometria. La caracterizaciéon enzimatica
se realiz6 de las fracciones mas abundantes del veneno. Los resultados revelaron que 300
pg/mL de veneno tiene un 56 % de inhibicion para la linea celular SH-SY5Y.
Microscépicamente, las células se redondearon y formaron agregados celulares. El
porcentaje de hemdlisis fue significativamente bajo (4,54 %) respecto al control positivo.
Se tuvo cuatro fracciones de mayor abundancia relativa, donde F16 y F26 tuvieron un
significativo efecto citotdéxico, disminuyendo la viabilidad celular a 83 % y 56 %,
respectivamente. La evaluacion de la actividad enzimatica demostro que el contenido del
veneno y las fracciones tienen actividad L-amino oxidasa, fosfolipasa, serinproteasa y
metaloproteasa. Estos hallazgos brindan la primera evidencia del efecto citotéxico en SH-
SY5Y de los componentes del veneno L. muta ecuatoriana.

Palabras Clave: Citotoxicidad, Lachesis muta, ensayo MTT, neuroblastoma
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ABSTRACT

Neuroblastoma is the most common solid cancer in childhood, although it has targeted
therapy, surgery or chemotherapy, its treatment is not effective. Thus, there is an urgent
need to promote the search for alternatives that improve or replace conventional therapy.
Snake venom is one of the most promising approaches for cancer drug development
because it is a complex mixture of proteins, enzymes, and peptides. The objective of the
study is to evaluate the cytotoxic activity of crude venom of L. muta and its major
components on SH-SY5Y cell line and human erythrocytes to contribute to toxinological
studies in Ecuador. Cytotoxicity and enzymatic characterization was performed using MTT
colorimetric assays, RP-HPLC, SDS-PAGE electrophoresis, tandem mass spectrometry,
and spectrophotometry. The enzymatic characterization was carried out for the most
abundant fractions of the venom. The results revealed that 300 pg/mL of venom had 56%
inhibition for the SH-SY5Y cell line. Microscopically, the cells rounded and formed cellular
aggregates. The percentage of hemolysis was significantly low (4.54%) compared to the
positive control. There were four fractions with higher relative abundance, where F16 and
F26 had a significant cytotoxic effect, decreasing cell viability to 83% and 56%,
respectively. The evaluation of the enzymatic activity showed the venom composition and
the fractions have L-amino oxidase, phospholipase, serine protease and metalloprotease
activity. These findings provide the first evidence of the cytotoxic effect on SH-SY5Y of the
components of the Ecuadorian L. muta venom.

Keywords: Cytotoxicity, Lachesis muta, MTT assay, neuroblastoma
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1. CAPITULO I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Antecedentes

1.1.1.Cancer: Fundamentos y epidemiologia

El cancer es el resultado de una multiplicacion descontrolada de células que son capaces
de diseminarse hacia tejidos sanos [1]. Esta enfermedad es de origen multifactorial, debido
a que su desarrollo puede estar dado por efectos combinados entre los que destacan:
ambientales, genéticos y en pocos casos hereditarios [2]. La investigacién ha explorado
algunos aspectos sobre el mecanismo de accion y los factores de riesgo asociados a la
enfermedad que son Utiles para comprender el origen, diagndstico, prevencion y tratamiento
[3]. El cancer puede surgir de todos los tipos celulares y érganos [4]. Se han descrito
agentes ligados a su desarrollo y se pueden clasificar en controlados y no controlados [5].
El consumo de tabaco, alcohol, una vida sedentaria, habitos alimenticios no saludables,
exposicion a sustancias, entre otros, caracterizan las causas controladas. Por otro lado, los
factores de riesgo incontrolables estan asociados al envejecimiento, el crecimiento

demografico, la pobrezay el medioambiente [6].

El efecto de los factores mencionados anteriormente desencadena sintomas y sefiales del
desarrollo del cancer en etapas tardias. Por lo tanto, existen muchos tipos de cancer que
son de dificil deteccién en las etapas tempranas de desarrollo, pese a la mejora en las
técnicas de diagndstico [7]. Sumado a esto, los farmacos carecen de especificidad para la
mayoria de los tipos de céancer, lo que significa que, la mayoria de los farmacos
anticancerigenos clasicos no pueden diferenciar entre células cancerosas y normales,
incrementando la toxicidad sistémica y efectos secundarios adversos tanto para adultos

como para nifios a nivel mundial [8].

En el 2020, se diagnosticaron mas de 1,8 millones de casos nuevos de cancer y 609 520
muertes en los Estados Unidos (EE. UU.) [9,10]. En Ecuador, respecto a su poblacion total,

se tiene 28 058 casos nuevos y 14 559 fallecidos por afio [10]. Esta cifra se haincrementado



de forma alarmante desde el afio 2020 [11]. Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), Ecuador esta entre los paises que ocupan los primeros lugares en el ranking de
mortalidad prematura por cancer. En los paises de primer mundo, el acceso a servicios de
atencion integral salva a mas del 80 % de niflos que sufren esta enfermedad, mientras que
en paises en vias de desarrollo se curan menos del 30 % de los nifios afectados [10,12,13].
Se calcula que cada afio aproximadamente 400 000 nifios y adolescentes (0-19 afios) son
diagnosticados con esta patologia [12]. En consecuencia, el cancer infantil se ha convertido
en la segunda causa de mortalidad a nivel pediatrico, convirtiéendose en un problema
relevante para el sistema de salud, con tratamientos no especificos y con efectos
secundarios graves [14].

El cancer mas comun de la infancia es el neuroblastoma (NB), formado por una masa de
células cancerigenas (tumor) sélido extracraneal, donde el 95 % de los pacientes tienen
menos de 5 afios [15]. En Australia, Europa 'y EE. UU. el NB representa del 8 % al 10 % del
total de nifios (0-14 afios) con esta patologia, ocupando el cuarto lugar en incidencia [15,16].
En Ecuador, 1 de cada 2 nifios muere por cancer, una realidad que ha puesto en alerta a
entidades publicas y privadas [17]. Aunque el NB sea un tipo de cancer soélido, este tipo de
cancer forma células malignas en los neuroblastos del tejido nervioso prematuro, en las
glandulassuprarrenales, el cuello, el térax y la médula espinal [16]. Los tumores derivados
de células indiferenciadas provenientes de la cresta neural hacia el sistema nervioso
simpatico son capaces de presentar crecimiento descontrolado en cualquier sitio, generando
tumores en distintas partes del cuerpo humano [17,18]. A menudo, cuando se diagnostica,
el NB ya esta diseminado a ganglios linfaticos, los huesos, la médula 6sea, el higado, la piel,

el encéfalo o los pulmones [18,19].

1.1.2. Tratamientos actuales para cancer

Las opciones terapéuticas para el cancer varian desde cirugia a quimioterapia, radioterapia,
terapia dirigida, inmunoterapia, terapia hormonal, hipertermia, entre otros [20]. La cirugia es
un tratamiento comun, donde se extirpa el tumor comprometiendo diferentes tejidos,
causando fibrosis e inflamacion [21]. La quimioterapia se refiere a mdltiples farmacos
administrados via oral o intravenoso, siendo el régimen terapéutico prioritario, a pesar de

los efectos secundarios graves [20,22]. Uno de los efectos importantes es la resistencia
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celular a los medicamentos, siendo el mayor de los desafios para la quimioterapia [23]. Otra
terapia contra el cancer es la radioterapia; sin embargo, en este caso se ve afectada la
fertilidad de los pacientes debido a la exposicion repetida a particulas radioactivas [24]. Por
otra parte, los farmacos que bloquean el crecimiento y controlan la diseminacién de las
células se denomina terapia dirigida. No obstante, entre los efectos secundarios se
destacan los problemas hepaticos producidos [24,25]. De igual forma, la inmunoterapia
depende de la capacidad del cuerpo humano para combatir infecciones (sistema
inmunitario) y ocasiona desordenes en el sistema inmunitario dificiles de controlar,
provocando un ataque a las células sanas [25]. Entre las terapias clasicas, se resalta la
controversia de la quimio resistencia o resistenciaa multiples drogas (MDR), siendo
atribuida a una proteina transportadora de la membrana celular llamada p-glicoproteina, la
cual inhibe la accion de determinados farmacos [23,26].

Segun las guias del Grupo de Oncologia Pediatrica, los farmacos habituales para tratar el
neuroblastoma en 2021 son la vincristina, ciclofosfamida, doxorrubicina, carboplatino y
etoposido [22,27]. Estos farmacos trabajan en conjunto, pero cada uno de ellos afecta el
funcionamiento de diversos 6rganos, provocando neutropenia, trombosis, neuropatias,
debilidad, dolor, entre otros cuadros clinicos graves [27]. En el caso del neuroblastoma, el
método terapéutico dependera de la etapa del cancer [28]. Es decir, en el neuroblastoma
diseminado y no localizado, la expresion de p-glicoproteina antes del tratamiento es capaz
de predecir el éxito o el fracaso en la quimioterapia [29,30]. EI NB en su forma sélida (tumor)
es tratado con cirugia, sin embargo, esta puede ser de alto riesgo si se expande a los
ganglios linfaticos cercanos al tumor [31]. Si este problema ocurre, es necesario reducir el
volumen tumoral mediante quimioterapia convencional, exponiendo al paciente a las
consecuencias de este régimen de procedimiento, disminuyendo la tasa de supervivencia
a un 30 % [24,31].

Durante la busqueda de nuevas sustancias y medicamentos contra el cancer se han

explorado proteinas y péptidos como un grupo prometedor de compuestos bioactivos y

potenciales farmacos contra el cdncer [32]. El ejemplo méas conocido del uso de metabolitos

son las “toxinas Coley”, originadas a partir de Streptococcus pyogenes y Serratia

marcescens para tumores irresecables (tumores de gran extension) [33]. La actinomicina,

bleomicina, doxorrubicina y mitomicina C, son antibidticos que posteriormente fueron
3



aprobados contra el cancer. De hecho, la doxorrubicina fue aislada de Streptomyces
peuceticus en 1950, el cual mostraba una buena actividad para tumores de ratones
(murinos), sin embargo, en 1967 registré que causaba efectos cardio toxicos fatales [34].
Los medicamentos contra el cancer siguen siendo una necesidad clinica no resuelta, es por
esto que ha incrementado el desarrollo de alternativas novedosas que incluyan entidades
moleculares innovadoras y productos biol6gicos mas eficientes [35]. En los Ultimos afios,
investigaciones sobre agentes citotoxicos de baja efectividad han ido perfeccionando la
especificidad basada en mecanismos que combinan inmunoterapia y terapia dirigida, dando
como resultado a los anticuerpos monoclonales [36,37]. En términos generales, esta terapia
es eficaz, aunque provoque reacciones alérgicas, hipertension, dafio renal, coagulopatias,
entre otros. Los efectos adversos de los anticuerpos monoclonales dependeran de la salud
del paciente previo al proceso, el tiempo con la patologia, el tipo de anticuerpo monoclonal
gue reciba y la dosis [38].

En el 2020, la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) aprobd Naxitamab, un
farmaco basado en un anticuerpo monoclonal que combina un factor estimulante de
colonias de granulocito y macrofagos indicado para pacientes de 1 afio y mayores con
Neuroblastoma de alto riesgo en hueso o médula 6sea [39]. Sin embargo, el acceso a este
farmaco se ve limitado, debido a que una sola dosis asciende a mas de los $36 000 para
sutratamiento. En este sentido, existe una creciente preocupacién sobre las muertes
prematuras por cancer asociadas a la falta de acceso de medicinas [40]. Segin la OMS, en
los paises en vias de desarrollo unos 2 000 millones de personas carecen de acceso a
medicamentos esenciales [41], siendo elemental la blusqueda de alternativas con mayor

disponibilidad.

1.1.3.Compuestos bioactivos como alternativa a tratamientos actuales

Hasta la fecha, la investigacion ha revelado que la naturaleza contiene increibles fuentes de
moléculas bioactivas de origen animal con propiedades terapéuticas [42]. Razones que
impulsan el descubrimiento de nuevas moléculas asociadas al tratamiento de
neuroblastoma [43]. Dentro de estas moléculas se encuentran; proteinas, enzimas,

péptidos y toxinas aisladas del veneno de serpientes, escorpiones, ranas, abejas, con
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potencial antitumoral, capaces de inducir la muerte de células tumorales por diferentes

mecanismos [44].

Los venenos de animales son considerados una fuente poco explorada, pero rica en
compuestos bioactivos diversificados con potencial farmacolégico en la supresion del
cancer [45]. Un conjunto de ejemplos ilustran la aplicabilidad de estas moléculas bioactivas.
La clorotoxina, aislada del veneno de escorpion Leiurus quinquestriatus ha sido utilizada en
conjunto con células T con receptores quiméricos de antigenos (CAR-T) para desarrollar
terapia dirigida con anticuerpos monoclonales para el tipo mas comun de cancer cerebral
(glioblastoma) [45,46]. El péptido Polybia-MP1 aislado de la avispa Polybia paulista muestra
una combinacién sinérgica entre dos fosfolipidos de membrana que mejora la capacidad de
encontrar células cancerigenas de leucemia, cancer de prostata, cancer de mama y
glioblastoma [47,48]. También se determiné bioactividad en componentes peptidicos de la
secrecion de la rana Agalychnis spurrelli sobre la linea celular de cancer de pulmén [49,50].

1.1.4.Veneno de serpientes

La investigacion ha revelado la compleja composicion proteica de los venenos de
serpientes. Estos andamios estan compuestos por moléculas capaces de interactuar con la
membrana celular u otros blancos intracelulares, inhibiendo el desarrollo y el crecimiento
de células tumorales [51]. En lineas generales, se detalla un ejemplo de proteina aislada de
veneno de serpiente. La contortrostatina (desintegrina) aislada de Agkistrodon contortrix,
evita la adhesion celular e inhibe la interaccion con los tejidos cercanos, lo que da como
resultado una disminucion de la movilidad y la capacidad de invadir a otros tejidos. Este tipo
de desintegrinas pueden mimetizar el ligando natural de las integrinas, por lo que producir
resistencia es poco probable [52]. Estas moléculas bioactivas muestran ventajas sobre los
métodos tradicionales, a partir de recursos naturales, que impulsan el potencial uso de

agentes biologicos en el desarrollo de medicamentos.

El uso del veneno de serpiente en el tratamiento de algunas enfermedades comenzo hace

mas de sesenta afios en la medicina tradicional [53]. Su constitucion es variable, desde el

punto de vista estructural y de composicién. Su base molecular es una mezcla de enzimas,

péptidos, carbohidratos, minerales y proteinas [52]. Los mecanismos de accion mas
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conocidos de ciertos componentes del veneno son la induccién de apoptosis y la inhibicion

del desarrollo celular [54].

Los venenos de serpiente estan conformados por grandes familias de péptidos, que se
clasifican en componentes enzimaticos y no enzimaticos. En el primer grupo estan las
fosfolipasas A. (PLA;), L-aminooxidasas (LAAO), serinproteasas (SVSP), metaloproteasas
(SVMP), hialuronidasas, 5 - nucleotidasas y acetilcolinesterasas [55]. En el segundo grupo
estan las desintegrinas (DIS), toxina de tres dedos (3FTx), péptidos de Kunitz, proteinas
secretoras ricas en cisteina (CRiSP), lectinas tipo C y péptidos natriuréticos (NP) [46,55].

1.2. Planteamiento del problema a investigar

Como se mencion6 anteriormente, el cancer es una de las principales causas de mortalidad
en nifios y adolescentes. En los paises desarrollados con acceso y servicios de salud
integrales, el 80 % de los nifios con cancer se curan, mientras que, en los paises en vias
de desarrollo, se curan menos del 30 % [29]. El neuroblastoma es el cancer sélido mas
comun en los nifios, donde 1 de cada 2 nifios mueren a causa de esta patologia, siendo
este el cuarto cancer mas frecuente en nifios con tratamientos que no conducen a la
erradicacion del tumor. En la actualidad, Ecuador pertenece al grupo de paises con
problemas de diagnostico (debido a que suelen ser incorrectos o tardios), tratamientos
ineficientes, dificultades para acceder a la atencion sanitaria, toxicidad y resistencia celular
[32]. Esta situacion ha promovido la busqueda de alternativas a los tratamientos
convencionales, al desarrollo de terapias combinadas (que aun mantienen efectos
secundarios de alto riesgo) y los medicamentos de alto costo. Aunque existe una amplia
informacion acerca de biomoléculas prometedoras anticancerigenas, no se ha logrado
atraer la atencion de la industria farmacéutica debido a que es necesario incrementar la
eficiencia y comprobar la selectividad de la terapia derivada de recursos naturales [45]. Es
importante destacar que, Ecuador carece de informacion estandarizada sobre la toxinologia
de biorecursos con potencial anticancerigeno de origen animal. Por lo tanto, es
indispensable que en este pais se empiece a desarrollar investigaciones del estudio de

venenos principalmente porque es una de las naciones megadiversas del planeta.



1.3. Justificacién de lainvestigacion

Este estudio representa una contribucién a la literatura cientifica sobre la especie L. muta
de laregion ecuatoriana debido a que hasta la actualidad no existe la caracterizacion de las
toxinas mas abundantes y su evaluacion citotdxica sobre lineas celulares cancerigenas de
ningun tipo. L. muta es una serpiente distribuida al este de los Andes de Colombia,
Venezuela, Peru, Ecuador, norte y centro de Brasil [56]. En la regién ecuatoriana ha sido
reportada en las provincias de Sucumbios, Napo, Orellana, Pastaza, Morona Santiago y
Zamora Chinchipe [56] lo que facilita el acceso directo para su investigacion. La
caracterizacion de los componentes de este veneno y sus efectos en células tumorales
representan el punto de partida para el conocimiento y desarrollo de nuevas estrategias de
tratamiento basados en la biodiversidad molecular de un veneno proveniente de una especie
ecuatoriana. Es decir, esta investigacion seria el primer estudio de L. muta de Ecuador
dirigido a la interpretacion y analisis de la citotoxicidad de las fracciones del veneno sobre
SH-SY5Y. Los resultados supondrian un aporte significativo en el campo farmacéutico para
el descubrimiento de nuevas moléculas bioactivas con potencial antitumoral con una mayor

especificidad para el disefio de terapias modernas para el neuroblastoma.



1.4. Objetivos de Investigacion

1.4.1. Objetivo General

Evaluar la actividad citotoxica del veneno crudo L. muta y de los componentes proteicos

mas abundantes sobre la linea celular de neuroblastoma y eritrocitos humanos.

1.4.2. Objetivos Especificos

o Identificar la actividad citotoxica del veneno crudo de la especie L. muta sobre SH-
SY5Y vy eritrocitos humanos

o Purificar las toxinas mas abundantes del veneno y evaluar su actividad citotoxica

mediante ensayos in-vitro

o Caracterizar la identidad molecular mediante la actividad enzimatica del veneno y de

los componentes mas abundantes



2. CAPITULO Il. MARCO METODOLOGICO

2.1. Veneno

Las muestras del veneno de L. muta fueron obtenidas en el cantdn Mera, provincia de
Pastaza bajo los permisos de investigacion del MAE, MAE-DNB-CM-2015-0017 y MAE-
DNB-CM-2019-0115. Esta etapa se desarrollé en colaboracion y empleando la metodologia
de Salazar-Valenzuela de la Universidad Indoamérica [57]. El procedimiento se basé en la
captura del individuo en un tubo telescépico para inmovilizar y efectuar la mordida de la
serpiente en un vaso de precipitacion cubierto con Parafim®. El veneno después de su
colecta fue liofilizado a -83°C usando el equipo BenchTop Pro con Omnitronics de 9 litros,

aproximadamente a 100 mTorr durante 3 dias y almacenado a -20°C para su posterior uso.

2.2. Métodos

2.2.1.Evaluacion citotdoxica del veneno

2.2.1.1. Descongelamiento y cultivo de linea celular

Se empled la linea celular humana de neuroblastoma SH-SY5Y (ATCC® CRL-2266). Las
células fueron descongeladas empleando la metodologia de Martinez Chacén [58], con
algunas modificaciones. El vial con la linea celular estaba congelado con DMSO, por esta
razon, se bajo la temperatura de forma gradual, para asi mantener la viabilidad celular. Se
trasvaso y se centrifugd en un tubo conico de 15 mL a 2 000 rpm durante 5 min a 4°C. Se
desechd el sobrenadante y se resuspendieron las células en 1mL de medio RPMI
suplementado con 15 % de suero fetal bovino (FBS) (Sigma), 1 mM piruvato sédico, 1 %
penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich), 20 % de HEPES 1M y 1 % de L-glutamina
(Lonza) [59]. El pH del medio suplementado fue regulado a 7,4 y después fue filtrado con
un filtro de jeringa estéril de tamafio de poro 0,22 um. El medio suplementado se almacend
a 4°Cy se mantuvo a 37°C en bafio maria (PolyScience) previo a su uso. Las células se
cultivaron en un frasco de 75cm? con 15 mL del medio suplementado, las condiciones de

cultivo se mantuvieron en 37°C con 5 % CO. y 95 % de humedad para todas las secciones
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(Thermo Scientific, serie forma 3).

2.2.1.2. Mantenimiento y replique de la linea celular.

Para mantener la linea celular viable se registr6 diariamente la confluencia y el estado del
medio bajo el microscopio invertido. EI cambio de medio se estandarizé a 4 veces a la
semana y los repliques se realizaron a una confluencia de un 70 % aproximadamente. El
medio contenido en los frascos de 75 cm? listos para replique se trasvasaron a un tubo
cénico de 15 mL para centrifugar a 1 500 rpm por 10 min a 37°C, a fin de recuperar las
células en suspensioén. El sobrenadante se descartd y se resuspendié el contenido en 5 mL
de suero suplementado, posterior a esto se homogenizé y se trasvasé en un frasco estéril
de 75 cm? para cultivo. Por otro lado, se realizé 3 lavados con tampén fosfato salino (PBS)
(37°C) 1x al frasco contenido de células adheridas, a fin de evitar la inactivacion de la
Tripsina por el suero. Después de descartar el PBS se afiadié 300 uL de Tripsina-EDTA
0,25 % (1x) (Sigma) a 37°C dejando que actue durante 3 min aproximadamente. Seguido
a esto se afiadié 25 mL de medio suplementado en el frasco; se homogenizé y se trasvaso
10 mL al frasco contenido de los 5mL de células en suspension preservado inicialmente.
Obteniendo asi dos frascos de cultivo por repliqgue con 15 mL de medio suplementado y

células SHSY-5Y. Las condiciones de cultivo son las mismas para todo el proceso.

2.2.1.3. Cosecha de las células

Las células se cosecharon con una confluencia del 70 % para los ensayos de viabilidad
celular. Primero se trasvasaron los medios de los frascos 75 cm? a tubos cénicos de 15 mL
y se centrifugaron a 1 500 rpm, 37°C por 5 min. El sobrenadante de cada tubo fue
descartado y el precipitado fue resuspendido en 5 mL de medio suplementado. Después
las células resuspendidas se trasvasaron a un tubo de 50 mL. Una vez realizado, se
colocaron las células a baja temperatura para evitar que se adhieran a las paredes del tubo.
Luego se realizaron 3 lavados con PBS y se adicionaron 300 pL tripsina en cada frasco con
células adheridas y sin medio, como se describié anteriormente en la metodologia para un
replique. Posterior a esto se utiliz6 un raspador celular para recoger cuidadosamente la
mayor cantidad de células. Esta etapa, se realiz6, sin levantar el raspador, desde el fondo
hacia la abertura del frasco, se resuspendieron las células de cada frasco en 5 mL de medio
10



suplementado y se trasvasaron en el tubo de 50 mL ubicado en el bloque frio.

2.2.1.4. Conteo celular

El conteo celular se realizé en una camara de contaje Neubauer, la cual es una placa de
vidrio Optico con dimensiones 30x70 mm y un espesor de 4 mm. Compuesto por tres
divisiones que conforman un total de 400 cuadros microscopicos. Se coloco un cubreobjetos
sobre la camara de Neubauer y se afiadi6é 10 pL por lado del contenido del tubo de 50 mL
ubicado en el bloque frio, en ambos extremos de la camara. Una vez realizado esto se
cuantificd en el microscopio 6ptico y se determind la concentracion de células por mL,

basado en la siguiente formula:

células

1
= (numero de celulas contadas)(factor de dilucion) ( )

mL factor de volumen

2.2.1.5. Incubacién de veneno, MTT y SDS

Se preparé una microplaca de 96 pocillos con 130 pL por pocillo de células SH-SY5Y a una
concentracion de 3,4 x10° células/mL en 17 mL de medio suplementado. Se estabilizé la
temperatura de las células durante 3 h, antes de agregar la muestra de veneno. El veneno
crudo de L. muta se disolvié en 1 mL de PBS 1x teniendo una concentracion de 1mg/mL.
Se incubd el veneno en los pocillos a concentraciones de 25, 50, 100, 200 y 300 pug/mL, a
excepcion de los pocillos para el control positivo (doxorrubicina 50 mM) y el control negativo
contenido de las células y PBS 1x. Las muestras en cada pocillo fueron realizadas por
triplicado. Posterior a esto, el veneno crudo y las células se incubaron durante 24 h en las
condiciones mencionadas anteriormente, Después de las 24 h se prepard una solucién de
500 pg/mL de MTT y se agregaron 30 uL MTT a cada pocillo y se dejé incubar por 3 h. Al
observar la precipitacion de color morado, correspondiente a los cristales de formazan se
agregaron 10 uL SDS 20 % en cada pocillo de la placa, previa la lectura espectrofotométrica.

El lector de microplacas utilizado fue Glomax DS, Promega a 600 nm, 37°C y agitacion [60].
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2.2.1.6. Ensayos hemoliticos

En este apartado se utilizaron eritrocitos de un donador sano. Se prepar6 una suspension
deglébulos rojos al 4 % utilizando 2 mL de sangre humana tipo O Rh+ en 50 mL de PBS 1x
autoclavado. Se realizaron 3 lavados con PBS respectivamente. Después de cada lavado,
lascélulas se centrifugaron a 1 000 rpm durante 5 min y se descarté el sobrenadante, de
acuerdo con la metodologia de Proafio [61], con ciertas modificaciones. Se prepararon
diluciones del veneno crudo para obtener las concentraciones de 25, 50, 100, 200y 300
pg/mL. El control negativo fue 200 L de los eritrocitos 4 %, y 200 uL de PBS 1x. Al control
positivo se le afiadieron 5 pL de Triton X-100 (2 % v:v) mas los eritrocitos y PBS. Para
analizarlas se us6 un lector de microplacas (Glomax DS, Promega) a 570 nm. Se considero
el control positivo como el 100 % de la hemdlisis y se utilizé el control negativo para calcular
el porcentaje de hemodlisis de las muestras, basado en la siguiente formula:

DO — DO,

oH = (——
% (DO,C—DOO

)*100

Donde;

DO: Corresponde al valor de la densidad Optica de la concentracion de las fracciones y el

veneno crudo
D0, Densidad optica del control (-)
DO,.: Densidad 6ptica del control (+)

2.2.2. Purificacion y evaluacion citotéxica de las fracciones mas abundantes de L.

muta
2.2.2.1. Fraccionamiento del veneno crudo L. muta por RP-HPLC
La separacion bioquimica de los componentes moleculares contenidos en el veneno de L.

muta, se realizd por cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC).
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Primero se disolvieron 3 mg de veneno liofilizado en 200 ul del buffer de muestra, compuesto
por &cido trifluoroacético (TFA) al 0,05 % (v:v) + 5 % deacetonitrilo (ACN) y 94,95 % de agua,
la mezcla se homogeniz6 usando vortex. La muestra fue centrifugada a 2 000 rpm por 10 min'y
190 uL del sobrenadante fueron inyectados en la columna de HPLC Discovery Bio Wide
Pore C18 (250 x 4,6 mm, tamafio departicula de 5 um) utilizando un HPLC-PDA 991
(Waters), equipado con dos bombas Waters Modelo 510 /B, una muestra de inyector
automatico UK6 y detector 2998 de deteccion de matriz de fotodiodo. La elucion de las
proteinas se monitored a 214 nm bajo un flujo constante de 1 mL/min usando un gradiente
lineal de 0 a 100 % de solvente A (Agua 99,9 % (v:v) + TFA 0,1 % (v:v)) y solvente B
(acetonitrilo 99,9 % (v:v) + TFA 0,1 % (v:v)), durante 100 min [62]. Las fracciones obtenidas
de la elucion se recolectaron manualmente, en tubos de 1,5 mL, con un tiempo muerto de
40 s. Este proceso se realizo en 36 ocasiones, a fin de unir las fracciones y asi obtener la
cantidad de muestra adecuada para su posterior andlisis funcional.

2.2.2.2. Liofilizaciéon y almacenamiento de las fracciones L. muta

La liofilizacion fue realizada en tubos cénicos para centrifuga de 15 mL. Los tubos contenidos
de las fracciones L. muta se mantuvieron por 24 h en el ultra-congelador (-80°C) y 15 min
en nitrégeno liquido, previo a la liofilizacion. Los tubos fueron tapados con Parafilm
haciendo pequefios agujeros con una punta esterilizada, finalmente se ingresaron al
liofilizador, de la marca BenchTop Pro con Omnitronics de 9 litros, a -83°C a una presién de
100 mTorr, aproximadamente. Los tubos fueron dejados en el equipo durante 4 a 5 dias y

posteriormente a ello se almacenaron a -20°C para usarlos mas adelante en los ensayos.

2.2.2.3. Cromatografia de las fracciones

Para corroborar la pureza de los componentes aislados de L. muta se utilizé el protocolo
descrito en la seccion 2.2.2.1, correspondiente al fraccionamiento del veneno crudo, con
algunas modificaciones. Se utiliz6 1 mg de la muestra liofilizada en 100 pL de buffer de
muestra. Después de la centrifugacién se recuper6é 90 pL del sobrenadante para la

inyeccion, considerando, la misma columna, gradiente y condiciones del método 2.2.2.1.
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2.2.2.4. Electroforesis SDS -PAGE

La separacion por electroforesis en gel de poliacrilamida con sodio dodecil sulfato (SDS-
PAGE) se realizdé en una cdmara de electroforesis vertical BIO-RAD Mini-PROTEAN Tetra
en condiciones reductoras. Inicialmente, se disolvié en un tubo de 1,5 mL, 0,1 mg de las
fracciones liofilizadas de veneno y 50 pyL de tampdn de carga compuesto de Tris-HCI 0,075
M, glicerol al 10 % (v:v), SDS al 4 % (p:v), azul de bromofenol al 0,001 % (p:v) en proporcion
1:1 y 5 pL de 1,4-ditiotreitol (DTT) a pH de 6,8. Posterior a esto, las fracciones de veneno
se mantuvieron a 95°C durante 5 min previo a su uso. Por otro lado, las placas de
poliacrilamida para la corrida electroforética se prepararon de manera discontinua. Primero
se construy6 un gel de apilamiento compuesta de bis-acrilamida 5 % (30:0,8), Tris-HCI 0,06
M, SDS 0,1 % (m:v), persulfato de amonio 0,15 % (m:v), TEMED 0,02 % (v:v) a pH 6,8 y un
gel de corrida compuesta de bis-acrilamida 12 % (30:0,8), Tris-HCI 0,5 M, SDS 4 % (m:v),
persulfato de amonio 0,05 % (m:v), TEMED 0,35 % (v:v) a pH 8,8 de acuerdo a la metodologia
usada en el trabajo de Almeida y colaboradores [62]. El gel de corrida se sobre el gel de
apilamiento después de 15 min, junto al peine para formar los pocillos del gel. Luego se
colocd 4 uL del marcador de peso molecular pretefiido RunBlue Tricolor (Novus biologicals
a biotechne brand) en el primer pocillo del gel, a fin de estimar las masas moleculares de
las toxinas. Después de esto se colocaron 15 L de las fracciones de veneno en los pocillos
restantes del gel. Las condiciones a las que se mantuvo la corrida electroforética fueron
temperatura ambiente y un voltaje de 80 mA a 100 mA durante 6h aproximadamente.
Posterior a esto se ubicé los geles en un proceso de tincion, con azul Comassie Blue
brillante R-250 0,2 %, durante 24 h. Luego de la tincién se eliminé el exceso de tinte con
una solucién de acido acético 7 % y metanol 40 %, durante 3 h. Finalmente se digitalizé las

imagenes de los geles y sus bandas para su posterior andlisis.

2.2.2.5. Evaluacion del potencial citotoxico de las toxinas més abundantes

La evaluacion citotoxica de las fracciones L. muta de mayor abundancia, previamente
liofilizadas (2.2.2.2) fue realizada en base a la metodologia descrita en la seccién 2.2.1,
correspondiente al andlisis de actividad citotoxica del veneno crudo. Considerando las

mismas condiciones de cultivo y 1mg de fraccién liofilizada.
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2.2.2.6. Actividad hemolitica de las toxinas mas abundantes

El porcentaje hemolitico de las fracciones L. muta de mayor abundancia, previamente
liofilizadas (2.2.2.2) fue realizada en base a la metodologia descrita en la seccion 2.2.1.6
correspondiente a la actividad hemolitica del veneno crudo L. muta, a partir 1mg de las

fracciones liofilizadas para la preparacién de disoluciones en las mismas concentraciones.

2.2.3. ldentidad molecular de las fracciones mas abundantes de L. muta

La actividad enzimética se realiz6 basada en la metodologia de Almeida y colaboradores
[62]. Inicialmente se realizaron ensayos independientes con diferentes sustratos
cromogénicos, N-benzoil-arginina-p-nitroanilida (L-BapNa) para la actividad serinproteasa,
azocaseina para la actividad caseinolitica, L-metionina para la actividad L-amino oxidasa y
Acido 4-nitro-3 [octanoiloxi] benzoico (NOBA) para la actividad fosfolipasa, metodologias
descritas en la seccion posterior. Previo al analisis de las fracciones mas abundantes se
realizé la evaluacion del veneno crudo para los cuatros sustratos cromogénicos usando la
misma metodologia. Después del tratamiento independiente para cada sustrato se midi6 la
actividad haciendo uso del lector de microplacas multipocillo (Glomax Discover System,
Promega). Finalmente, los ensayos fueron expresados como actividades especificas de la
media + desviacion estandar. La actividad especifica para cada ensay6 se expresé de
acuerdo con la metodologia de Patifio e Isobe [63,64] seguidodel uso del software
GraphPad Prism 9.

2.2.3.1. Actividad caseinolitica

La evaluacién de la actividad caseinolitica del veneno crudo y de las fracciones mas
abundantes se realizo preparando 11 mg de azocaseina (Sigma-Aldrich) disueltos en 2 200
uL de buffer B (Tris HClI 10 mM, CaCl 1 M y NaCl 10 mM a pH de 7,8) usando la
metodologia de Almeiday colaboradores [62]. Después se pesaron 100 ug de las fracciones
y se disolvieron en 100 pL de buffer B, manteniendo una concentracién de 1 mg/mL. Luego
se prepararon tubos de 1,5 mL con 90 uL de azocaseina y 10 pL de la fraccion de veneno,

manteniéndolos a una temperatura de 37°C por 90 min. Posterior a esto, se afiadieron 200
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uL de TCA (acido tricloroacetico) 5 %y se centrifugaron a 8 000 rpm durante 5 min. Después,
se transfirieron 150 yL de sobrenadante a una microplaca de 96 pocillos y se afiadieron 150
puL de NAOH 0,5 M. Las condiciones para el lector de placas fueron usando una longitud de
onda de 440 nm, con ensayos en triplicado. El control negativo fue preparado a partir de 10
ul de buffer B y 90 pL de solucién sustrato caseinolitica. Finalmente, los resultados a partir

de la lectura de la microplaca fueron expresados en U/min/mg.

2.2.3.2. Actividad serinproteasa

La evaluacion de la actividad serinproteasa (SVSP) del veneno crudo y de las fracciones
mas abundantes se realiz6 preparando 1,0436 mg de BapNa (Sigma-Aldrich) disueltos en
2 376 pl de buffer B (TrisHCI 10 mM, CaCl2 1 M, NaCl 10 mM a pH de 7,8) y 24 uL de
DMSO (solucién sustrato). Posterior a esto, se preparé una microplaca de 96 pocillos con
50 uL de buffer B y 20 uL de las fracciones de veneno L. muta y 200 pL de solucién sustrato
para su posterior lectura (410 nm a 37°C cada 10 min hasta los 30 min de incubacién).
El control negativo fue preparado a partir de 70 uL de buffer B y 200 pl de solucion sustrato.
Finalmente, los resultados a partir de la lectura de la microplaca fueron expresados en

nm/min/mg.

2.2.3.3. Actividad L-amino oxidasa

La evaluacién de la actividad LAAO del veneno crudo y de las fracciones mas abundantes
se realiz6 en base a la metodologia descrita por Kishimoto [65], con modificaciones.
Inicialmente, se utilizé 1 mL de L-metionina para la solucién sustrato (Tris-HCI 50 mM, L-
metionina 5 mM, 4,5-dicloro-o-fenilendimina 2 mM) a pH 8,0. Luego, las fracciones
liofilizadas fueron disueltas en Tris-HCI 5 mM en una concentracién de 1 mg/mL. Después,
se prepararon 10 pL de una solucion de peroxidasa 0,8 U/mL, 20 uL de la muestra de las
fracciones y 90 pL de solucion sustrato, directamente en una microplaca de 96 pocillos. Se
incubaron las muestras durante 1 h a 37°C, posterior a esto se afiadieron 50 pL de H,SO,
2M y se procedi6 a la lectura espectrofotométrica. La absorbancia se midié a 490 nmy la
actividad especifica se expresé en U/mg de proteina [64]. El control negativo fue preparado

a partir de 20 pL de agua destilada, 90 pL de sustrato y 10 uL de peroxidasa.
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2.2.3.4. Actividad Fosfolipasa

La evaluacion de la actividad fosfolipasa del veneno crudo y de las fracciones mas
abundantes se realizé preparando 1,023 mg de NOBA disueltos en 330 pL de acetonitrilo y
3 660 pL buffer B (Tris HCI 10 mM, CaCl.1 M, NaCl 10 mM a pH de 7,8). Para este ensayo
se prepararon 220 pL de solucién sustrato y 20 pL de las muestras de fracciones L. muta
en una microplaca de 96 pocillos. Luego se incubaron en el lector de placas a 37°C
haciendo lecturas durante 30 min. Las lecturas se realizaron midiendo a una longitud de
onda de 440 nm. El control negativo fue preparado a partir de 20 uL de buffer B y 220 pL

de solucion sustrato. Los resultados fueron expresados en nmol/min/mg.

2.2.3.5. Masa intacta de las fracciones mas abundantes L. muta

La determinacion de la masa intacta de las fracciones més abundantes del veneno L.muta,
se realizd haciendo uso de espectrometria de masas por ionizacion electrospray (ESI) a
partir de una columna UPLC C-18 (phenomenex C-18; 4,6 x150 mm) del sistema acoplado
UPLC Xevo G2-XS-QTOF de la marca Waters. Inicialmente, se disolvieron 100 ug de las
fracciones en 20 pL de agua con 0,1 % de &cido férmico [66]. Luego se inyectaron 3 pL en
el espectrometro de masas mediante la técnica de cuadrupolo. La elucién del
cromatograma se monitore6 en un rango espectral de 500 a 1900 m/z, se trabaj6 a un flujo
de 0,6 uL/min con una presion de 1500 psi. Todos los espectros fueron obtenidos en modo
de ion positivo y el analisis se realizé en una rampa de colisién de alta energia de 20 a 40
V. Los célculos de masa intacta se realizaron siguiendo la metodologiade Munuera [66],

dada en la siguiente formula:

M1=M2

Donde M es igual a:

M=(m/z)*xz—z

Donde (m/z) corresponde a la relacion masa-carga de la muestra y z la carga del mismo.
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2.2.3.6. Digestion de bandas

La digestion de las bandas obtenidas por electroforesis SDS-PAGE se realiz6 a partir de la
metodologia de Lomonte con modificaciones [67]. Inicialmente se recortd las bandas del gel
y se realizaron procesos continuos de decoloracion, hidratacién y deshidratacién para las
bandas. Inicialmente se ubicaron los cortes de las bandas en tubos de 1,5 mL afiadiendo
50 pL de solucién de bicarbonato deamonio (AMBIC) 100 nM y ACN (1:1) durante 1 h a
temperatura ambiente (TA). Luego del tiempo estimado, se descartaron las soluciones de
los geles y se agregaron 50 pL de ACN durante 15 min a TA. Posterior a este proceso se
descartaron las soluciones de los tubos y se colocaron los geles en la centrifuga al vacio
(45°C) durante 15 min. En el proceso de rehidratacion se utilizaron 50 pL de DTT y se
incubaron las muestras durante 30 min a 56°C. Previo al uso de la centrifuga al vacio (45°C)
porl5 min se descart6 el DTT y se agregaron 50 puL de ACN por 5 min a TA. Después de
este proceso se enjuagaron las muestras con AMBIC a TA. Luego se secaron las muestras
durante 15 min en la centrifuga al vacio (45°C) previo a la adiccion de ACN y su descarte.
Al final de esta seccién se agregaron 30 pul de tripsina (4°C) durante 15 min, posterior a este
tiempo se agregaron 10 ul de AMBIC y se dejaron las muestras incubando durante 24 h a
37°C.

La extraccion de los componentes de interés, después de las 24 h inici6é centrifugando las
muestras durante 15 seg a 12 000 rpm. Después se recolectaron los sobrenadantes y se
trasvasaron a tubos de 1,5 mL y se almacenaron para su posterior uso. Finalmente, se
agregaron 30 pl de ACN 60 % con acido férmico 1 % a los tubos contenidos de las bandas y
se sonicaron durante 10 min a 37°C antes de su centrifugacién a 12 000 rpm por 15
segundos. Luego se juntaron los sobrenadantes a los tubos previamente almacenados y
se concentraron las muestras en la centrifuga al vacio (45°C) de 20 a 40 min. Después de
este tiempo se agregaron 20 pL de agua con 0,1 % de AF a los tubos con las muestras
concentradas. Posterior a esto se transfirieron las muestras a viales mantenidos a 4-8°C

hasta su inyeccion en LC-ESI-TOF.

El analisis de las bandas se analizo en el software MASCOT DESTILLER 2,7 [68], haciendo

uso de la base de datos Swiss-Prot y una base de datos nueva con secuencias del género

Lachesis descargados en UniProt [69]. La tolerancia considerada fue 0,15 Da.
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Carbamidometil cisteina y la oxidacién de metionina se utilizaron como modificaciones fijas

y variables en la busqueda.
2.2.3.7. Andlisis estadistico
Para el tratamiento de datos se realiz6 un andlisis de varianza unilateral (ANOVA)
complementado con una prueba posterior de comparaciones multiples (Tukey). Se utilizo

un intervalo de confianza del 95 %, p < 0,05 para la significancia. Para el analisis y las

graficas se utilizé el programa GraphPad Prism 9 [70].
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3. CAPITULO Ill. PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

3.1. Evaluacioén de la actividad citotdoxica del veneno

Los primeros indicios de la reduccion de viabilidad celular de SH-SY5Y fueron visibles
desde la concentracibn mas baja, por micrografia (Figura 1-10 parte A). Los cambios
morfolégicos observados fueron encogimiento, desprendimiento y redondeo en la linea
celular SH-SY5Y expuestas con el veneno L. muta. Se observaron células intactas
(morfologia normal) en el grupo control, mientras que en las muestras tratadas (25 a 300
pug/mL) se observo el cambio de morfologias alargadas y adheridas a formas circulares con
granulos dispersos en la zona de visualizacion. El control positivo (Doxorrubicin) generod
agrupamientos, encogimiento y presencia de agregados celulares. El porcentaje de
viabilidad en las concentraciones bajas (25, 50 y 100 pg/mL) disminuy6 de 82 % a 74 % y
en las concentraciones altas (200y 300 pg/mL) disminuy6 de 66 % a 56 %. El analisis
ANOVA Yy la prueba complementaria Tukey mostraron una diferencia significativade ** P <
0,01 en las concentraciones mas altas respecto al control (Figura 1B). Los resultados

indican un efecto citotéxico significativo en concentraciones bajas y altas del veneno.
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Figura 1-10: Efecto del veneno de L. muta sobre los cambiosmorfolégicos y el

desprendimiento celular en SH-SY5Y.

Micrografia de luz (10X y 40x) de la linea celular SH-SY5Y durante 24 h de exposicion con 25, 100,
300 pg/mL de veneno. El control negativo muestra un cultivo a las 24 h sin veneno. El agente de
control positivo fue doxorrubicina 50 nM (A). Gréfico de viabilidad celular para SH-SY5Y haciendo
uso de ANOVA unidireccional con la prueba post de Tukey para determinar la significancia
estadistica en SH-SY5Y *P < 0,05y * P < 0,01 y *** P < 0,0001 (B).

En el ensayo de hemdlisis, se pudo observar que después de 1 h de incubacién con el

veneno de L. muta, se produce un bajo porcentaje (3,49 %) de hemdlisis en concentracion

25 pg/mL (Figura 2-10). Por tanto, la muestra no presentd la capacidad de lisar la
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membrana de eritrocitos. Asimismo, con el aumento de la concentracion, el porcentaje de
hemodlisis no incrementd significativamente, debido que indujo 4,43 % de hemolisis en 300
pug/mL. La prueba Tukey evidencioé una diferencia estadistica significante para todas las
concentraciones en comparacion al grupo control tritdn. No obstante, para los tratamientos

de las concentraciones sin contar el control, no existe diferencias estadisticas.
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Figura 2-10: Efecto hemolitico de L. muta sobre

eritrocitos humanos.

Graéfica del porcentaje hemolitico del veneno crudo de L. muta para concentraciones de 25, 50, 100,
200 y 300 pg/mL. El control positivo usado fue el detergente (Triton X-100). Se us6 ANOVA
unidireccional con la prueba de Tukey para determinar si existe significancia estadistica y en cuales

grupos del tratamiento se evidencia (**** indica p < 0,0001).

3.2. Perfil bioquimico de L. muta

La separacién bioquimica del veneno crudo de L. muta en un sistema RP-HPLC (columna
C18) result6 en veintisiete fracciones que eluyeron en 100 min (Figura 3-10). Las toxinas
se recolectaron considerando la absorbancia y el tiempo de retencién. Se presentaron 6
toxinas con mayor absorbancia desde el minuto 18 (F5), 47 (F12), 63y 83 (F24, F25y F26).

Se realizaron 36 corridas cromatograficas recolectando cada fraccion en los 100 minutos
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de elucion. Aunque la fraccidon 5y 12 presentaron alta absorbancia tras la liofilizacién no se
obtuvo cantidad suficiente de estas toxinas para su posterior analisis. Por lo contrario, las

fracciones 16, 24, 25 y 26 obtuvieron mayor cantidad de material (Tabla 1-1).
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Minutos

Figura 3-10: Perfil de elucion del veneno crudo de la serpiente L. muta medianteRP-HPLC en

columna C18 Discovery Bio Wide Pore.

Perfil cromatogréfico monitoreado a 214 nm del veneno de L. muta con 27 fracciones que eluyeron
durante 100 minutos.

La Tabla 1-1 recopila datos de las toxinas mayaoritarias purificadas, incluyendo el tiempo de

retencion, el area bajo la curva, y la cantidad liofilizada. El peso obtenido de las fracciones
fueron 13,7 mg para F16, 6,2 mg para F24, 3,9 mg para F25y 2,4 mg para F26.
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Tabla 1-1: Area y cantidad de las fracciones

liofilizada mas abundantes de L. muta.

Fraccion Tiempo Area Peso
de (UV*segq) liofilizado
retencion (mg)
(min)

16 63,078 208053530 13,7
24 83,35 49679207 6,2
25 84,150 22212648 3,9
26 85,15 52224020 2,4
Total: 26,2

Realizado por: Rosales, Carolyn, 2022

Se utilizaron 108 mg de veneno crudo de L. muta, de los cuales se pudo liofilizar un total de
26,2 mg de fracciones purificadas. La abundancia relativa ( %) se obtuvo a partir de la
integral del area bajo la curva (Figura 4-10), evidenciando que las cuatro fracciones con
mayores valores de absorbancia y muestra liofilizada representa para F16 el 30 % de las
toxinas del veneno, seguido de un 7 % para F24, un 4 % para F25y 7 % para F26.

F16
mF24
mF25
mF26
m Otros

Figura 4-10: Abundancia relativa (%) de las fracciones purificadas

mas abundantes del veneno L. muta
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Se observa los porcentajes de abundancia de las fracciones 16 (naranja), 24 (celeste), 25 (violeta)

y 26 (marrén) que fueron purificadas por RP-HPLC dentro del veneno L. muta.

La electroforesis en gel de poliacrilamida proporcioné informacion sobre la pureza de las
fracciones de veneno (Figura 5-10). La fraccién F16 se acerca a 31 kDa, con una banda
ligeramente tefiida de 11 kDa. F24 y F25 muestra bandas Unicas de 24 kDa. F26 presento
bandas de 42 a 57 kDa y una banda en 24 kDa, correspondiente a la fraccién que le
antecede. Los resultados evidencian la presencia de familia de proteinas correspondientes
SVSP, PLA; para la fraccion 16, metaloproteasas tipo 1 (PI-SVMP) para la fraccion 24 y 25
y metaloproteasas tipo 3 (PllII-SVMP) o LAAOs para la fraccién 26, basado en los pesos

moleculares registrados.

F16 F24 F25 F26
| Pumsvwp
LAAO
r— [ svsp
I Pl-svmp
" PLA2

Figura 5-10. Electroforesis por SDS PAGE de las fraccionesobtenidas
por RP-HPLC.

Las corridas electroforéticas se realizaron para las fracciones 16, 24, 25 y 26 en condiciones

reductoras, a la izquierda de los geles se muestra los marcadores de peso molecular en kilodaltons
(kDa).
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3.3. Cromatografia por RP-HPLC de las principales fracciones del veneno L. muta

La homogeneidad proteica de F16, F24, F25 y F26 en un sistema RP-HPLC (columna C18)
con gradiente lineal, mostré un Unico pico en cada cromatograma (Figura 6-10). La
recromatografia de la fraccién 16, mostré un 85,27 % de pureza, debido a la presencia de
dos picos en su tiempo de retencion, esta fraccion se recolectd junta debido a que, en la
purificacién del veneno crudo, se visualiz6 como un solo pico cromatogréfico. Para
comprobar esto, se separé los picos en la recromatografia y se analizé6 por SDS-PAGE,
observando que ambos tuvieron el mismo peso molecular en kDa (Figura 6-10 parte A).
Para la fraccion 24 se obtuvo una pureza del 96,2 % (Figura 6-10 parte B); seguido de la
fraccion 25 con un 95,65 % (Figura 6-10 parte C). La fraccion 26 en el gel de electroforesis
mostré6 méas de una banda, a razén de esto tuvo un 93,25 % de grado de pureza, hecho
que se puede observar(Figura 6-10 parte D), donde el pico cromatografico no fue separado
correctamente al final de la elusién, recolectando parte de la fraccion 25 del veneno.
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Figura 6-10: Cromatografia de las cuatro fracciones obtenidas por RP-HPLC con mayor

absorbancia.

Toxinas aisladas del veneno L. muta con sus correspondientes porcentajes de pureza: F16 con
85,37 % (A), F24 con 96,2 % (B), F25 con 95,65 % (C) y F26 con 93,2 % (D).

A partir de la purificacion de las proteinas se evalué el efecto de cada una de las fracciones

sobre la linea celular cancerigena SH-SY5Y (Figura 7-10). La linea celular para

neuroblastoma mostré 84 % de inhibicion de la viabilidad celular en la dosis més alta para

la fraccion 16 (A), SH-SY5Y no mostré actividad para la fraccion 24 y 25 (resultados no

mostrados). Asimismo, se evidencid una inhibiciébn de 56 % de la viabilidad celular en la

fraccion 26 (B) de L. muta. En el analisis estadistico se evidenci6 una diferencia significativa

de * P < 0,05y ** P < 0,01 en las concentraciones mas altas respecto al control. Los
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resultados indican un efecto citotoxico significativo para las fracciones 16 y 26.
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Figura 7-10: Efecto citotdxico de las fracciones del veneno L. muta sobre

SHSYS5Y.

Actividad citotdxica de las fracciones de L. muta. La linea celular SH-SY5Y fue incubada durante 24

h con las fracciones de veneno 16 (A), 26 (B). Finalizado el tiempo de incubacién se determiné la

viabilidad celular con MTT, frente al control negativo (PBS).

El dafio a los globulos rojos por el detergente aniénico (Tritdn) usado como control positivo
se consider6 como maxima respuesta (100 %) y referencia para el célculo de la actividad
hemolitica. En la Figura 8-10 se observa los modelos celulares (eritrocitos) incubados con
las fracciones 15,24, 25 y 26 del veneno L. muta sobre las mismas concentraciones
evaluadas anteriormente (Figura 8-10). La fraccion 25 fue la que mayor porcentaje (4,54 %)
de hemdlisis reporté en la concentracion de 300 ug/mL. En general, los componentes del

veneno L. muta no son toxicas para los eritrocitos, ya que existe una diferencia significativa

entre las fracciones y el control.
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Figura 8-10: Porcentaje de hemodlisis de las fracciones purificadas masabundantes de L. muta.

Graéfica del porcentaje hemolitico de las fracciones 16 (naranja), 24 (celeste), 25 (violeta) y 26
(marrén) de veneno para las concentraciones de 25, 50, 100, 200 y 300 pg/mL. El control positivo
usado fue Triton X-100 (blanco). Se us6 ANOVA unidireccional con la prueba de Tukey para

determinar la significancia estadistica en eritrocitos humanos (**** indica p < 0,0001).

3.4. ldentidad molecular de las fracciones mas abundantes de L. muta

El andlisis de la actividad enzimatica revel6 que el veneno de L. muta presenta toxinas
cataliticamente activas de la familia de SVSP, PLA;, SVMP y LAO (Figura 9-10). Los
ensayos son independientes entre si, se evidencid que el veneno crudo mantiene actividad
especifica de PLA: (45 nmol/min/mg), actividad caseinolitica (120 U/min/mg), actividad
proteolitica (0,4 nmol/min/mg) y actividad LAAO (140 nM/min/mg). La fraccion 16, reveld
una actividad de 10 nmol/min/mg para PLA: (A) y 0,0843 nmol/min/mg para SVSP (B). La

fraccion 24, 25 (2,8667 nmol/min/mg) y 26 no mostraron actividad enziméatica caseinolitica
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significativa respecto al veneno total (C). Sin embargo, la misma fraccion 26 evaluada para

L-amino oxidasa report6 una actividad especifica de 39,432 nM/min/mg.
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Figura 9-10: Actividad enzimatica del veneno crudo yfracciones purificadas de

L. muta.

Se presenta la actividad PLA: (A), SVSP (B), caseinolitica (C) y LAAO (D), evaluadas mediante
sustratos cromogénicos especificos: NOBA, BapNa, azocaseina y L-metionina y respectivamente.
El veneno crudo fue analizado para las cuatro actividades enzimaticas. La fraccion 16 fue evaluada

para SVSP y PLA2, las fracciones 24 y 25 para actividad caseinolitica, y la fraccion 26 para LAAO y

caseinolitica.
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3.5. Espectrometria de masas

El andlisis directo de masa intacta para las fracciones 24, 25y 26 con potencial citotoxico
se realizé por LC-ESI-QTOF (Figura 10-10) mediante un rango espectral de 500 a 1900
(m/z). Los resultados corroboraron el peso molecular evidenciado por electroforesis SDS-
PAGE, mostrando la presencia de iones de alta intensidad que se utilizaron para el célculo
del peso molecular. La fraccion 16 mostré una masa intacta de 28,629 kDa (A) y una masa
intacta de 13,967 kDa (resultados no mostrados). La fraccién 24 (B), 25 (C) y 26 (D)
tuvieron un valor de 24,677, 24,677 y 24,674 kDa respectivamente, pesos que
corresponden a una PI-SVMP. Para la fraccién 26 no fue posible elucidar la masa intacta
de la banda de 45 kDa mostrada en el gel de electroforesis (Figura 5-10).

o B
1909,6515 18+
1o
1371,9907 17+
1452,5801
16+ e 164
= 1790,2549 - 1543,2576
8 < 19+
< 2
g B 1299,6849
E=1 [
= o
s E 15+
o 17+ -] 20+ 1646,1816
© [%] a3
s 1685,0507 ‘ S 1234,8529
2 c
5 £
: |
_NM.A&M&M&MM
1620 1880 1740 1800 1880 1620 1980 =pgq 1220 1280 1340 1400 a5 1620 560 0
C miz (uma) D m/z (uma)
™
= g
X -
T g 17
& 18+ g 18+ 14524241
e 1371,8603 i o 19+ 1372,1728 15
Fl 1452,6581 S
g o 2 1200,7291 1543,2415 .
i 16+ g
g 1299,7734 18433088 £ 200 1646,0985
£ 204 15+ 14
1234,8385 -
1248962 [ 1648,1650 17637626
" N Y O TR
b 20 san e

1180 240 10 1380 1860 1o nrs 1250 122 1400 17 1860 1635 10 1775 1850

m/z (uma) miz (uma)

Figura 10-10: Espectros por LC-ESI-TOF para las fracciones 16, 24, 25 y 26 con

potencial citotoxico.

Se muestra los espectros de las fracciones L. muta con un rango espectral de 1000 a 1900 (m/z)
para la fraccion 16 (A), 24 (B), 25 (C) y 26 (D), con proteinas de 28,629 kDa y 24,67 kDa con
diferentes intensidades relativas (%).
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A fin de determinar la identidad de las proteinas evaluadas, mediante la digestion de los
fragmentos de gel adquiridos por electroforesis SDS-PAGE se evidencio la secuencia
correspondiente a las fracciones y las familias de proteinas registradas en SwissProt y se
reporto la secuencia en la Tabla 1-2 . Posterior a la digestion en gel de las bandas de gel
de electroforesis con tripsina, seguida del analisis LC-ESI-TOF, se obtuvieron asignaciones
de familias de proteinas para cinco bandas, que se estima que representan el 48 % de las
proteinas totales del veneno. La fraccion 16-1 corresponde a la banda de 28 kDa mostrada
por electroforesis, evidenciando un score de 13 con una familia de proteina SVSP. La banda
de la fraccion 24 corresponde a una PI-SVMP con una masa aparente de 22,923 kDa. La
fraccion 25 contiene la misma informacién que la fraccion 24 (Resultados no mostrados).
La fraccion 26-1 corresponde a la banda de alto peso molecular registrada porelectroforesis
SDS-PAGE, evidenciando una masa aparente de 58,894 kDa relacionada ala familia de
proteinas L-amino oxidasa.
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Tabla 1-2: Identidad de las fracciones RP-HPLC del veneno de L. muta (Ecuador) por

secuenciacion LC-ESI-TOF-MS de bandas de proteinas digeridas con tripsina.

Fraccion Masa Mr (expt) Mr (calc) Expect Secuencia Familia de
aparente proteina,
[kDa] proteina
relacionada
F16-1 28,717 11155991 1115,6009 0,06 VLCAGILEGGK SVSP,
Crotalus
adamanteus
F24 22,923 1063,5405 1063,541 9,50E-05 YNGNLNTIR SVMP, L.
muta

1279,6531 1279,6521 3,30E-06 NSVGIVQD HSPK

F26-1 58,894  3331,5829  3331,5806 8,30E-09 EGNLSPGA LAAO, L.
VDMIGDLLN muta
EDSGYYVS FIESLK

3320,7142  3320,7187 8,30E-09 HVVIVGAG
MSGLSAAY
VLAEAGHQ
VTVLEASER

1280,6274  1280,6248 2,80E-06 SAGQLYEE SLGK

Realizado por: Rosales, Carolyn, 2022

Los péptidos sugeridos por el software de identificacion automética se muestran. Los valores de

confianza (Expt) y puntuacion (Sc) se calcularon mediante el software MASCOT.
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4, INTERPRETACION Y DISCUSION

Los venenos son reservorios de compuestos farmacolégicamente activos, siendo los de
serpientes, abejas, escorpiones, entre otros, altamente promisorios para la generacion
de nuevas terapias anticancer [47,36]. Estudios bioquimicos y moleculares han
explorado este potencial y han revelado caminos utiles para el futuro desarrollo de
agentes terapéuticos.

En este estudio, se demostr6é por primera vez el potencial citotéxico del veneno de L.
muta de Ecuador sobre la linea celular de neuroblastoma (SH-SY5Y). Estudios con este
veneno y toxinas aisladas en paises como Argentina, donde demostraron efectiva la
combinacién de O-LM compuesta por oligoelementos (Se-2, Zn+2 y Mg+2) y veneno de
L. muta como efecto radioprotector en tumores de ratdén y en células de cultivo [71]. Por
otro parte, en Brasil aislaron una L-amino oxidasa con propiedades citotoxicas para
cancer de mama (MCF-7) y un adenocarcinoma gastrico (AGS) [72], surgiendo asi esta
capacidad y posible aplicacion. Debido a la variabilidad en la composicion, y diferentes
isoformas es imperativo conocer la actividad citotéxica y proteinas farmacolégicamente

activas presentes en el veneno ecuatoriano [71].

Las micrografias demostraron que, las células que no fueron incubadas con veneno
mantenian una forma alargada distribuidas proporcionalmente en toda la placa. Sin
embargo, después de 24 h de incubacidn con el veneno, la morfologia del modelo celular
usado cambié a residuos circulares con presencia de granulos. Un estudio en el 2010 sobre
citotoxicidad inducida por una PLA2 para células MDCK (células epiteliales renales) reporta
gue las células en proceso apoptdtico cambian su morfologia de células alargadas
adheridas a células redondeadas y agrupamientos con presencia de granulos en el intento
de reorganizacién para restablecer la monocapa parcialmente perdida [73]. A pesar de los
reportes escasos sobre la morfologia de SHSY5Y por efecto citotoxico, en el 2019 se
evalué la morfologia por muerte celular inducida por hierro, dando como resultado células
extendidas con forma piramidal a células no diferenciadas con neuritas retraidas

caracteristica de la perdida de la integridad neural y muerte de celular [74]. En este estudio
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fue visible la presencia de células agrupadas sin adherencia, sin embargo, es necesario
comprobarlo con técnicas microscépicas capaces de observar estructuras celulares que

estan por debajo del limite de resolucion optica [75].

La capacidad de inhibicién celular del veneno crudo de L. muta fue de (82 % a 56 %) para
las concentraciones de 25 a 300 pg/mL. Estos datos sugieren que la composicion del
veneno L. muta contiene moléculas bioactivas con capacidad de controlar la viabilidad de
células tumorales del tipo neuroblastoma. Se desconoce el mecanismo de accion, sin
embargo, investigaciones citotoxicas con L. muta de Brasil sobre lineas celulares
cancerigenas (HELA, MCF-7, MDCK y C2C12) han demostrado alteraciéon de las vias de
muerte celular por autofagia y eventos apoptéticos [76]. A partir del analisis estadistico
ANOVA vy la prueba complemento Tukey se comprob6 que los porcentajes de 82 % a 56 %
son significativamente diferentes respecto al control.

El veneno de L. muta y sus componentes no mostraron una naturaleza hemolitica,
manteniendo un porcentaje de lisis por debajo del 5 % respecto al control (100 %) en todas
las concentraciones. Los eritrocitos constituyen un modelo ampliamente usado y reconocido
para estudios de toxicidad en etapas iniciales del desarrollo de productos farmacéuticos,
por su facil manejo y disponibilidad [77]. Sin embargo, la ausencia de nucleo y sus
caracteristicas particulares dificultan un acercamiento a células neuronales normales. En
este sentido, futuros estudios deberian explorar un tipo celular mas similar al modelo de
célula cancerosa usada en la presente investigacion.

Estos hallazgos sugieren una posible selectividad e impulsan la evaluacion de las toxinas
purificadas del veneno sobre una linea celular tumoral. Inicialmente, el fraccionamiento del
veneno evidencio un conjunto de veintisiete picos con diferentes abundancias. Es sabido
que el veneno de cada serpiente es diferente debido a factores como edad, habitat y el
clima en el que se ha adaptado el individuo [78]. Por ejemplo, L. muta rhombeata de Brasil
en el 2013 por RP- HPLC fue purificada y presentd veintitrés fracciones, con actividad
amidolitica y coagulante [79]. Montero y colaboradores en 2021, fraccionaron el veneno L.
muta por dos metodologias, cromatografia de exclusion molecular (columna de 13 x 130
mm) evidenciando ocho picos a 280 nm y por cromatografica de intercambio catiénico de

carboximetil-sefarosa (CMS) cinco fracciones contenidas en el veneno crudo [80]. En
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Bolivia la separacion del veneno L. muta por RP-HPLC mostré 38 fracciones y 32 fracciones
para Lachesis stenophys [81]. Esto evidencia la variacion proteémica del veneno de
serpiente L. muta de la regién ecuatoriana respecto a los registros a nivel latinoamericano.
Luego de la liofilizaciobn se obtuvo material en cantidad suficiente para los ensayos
biolégicos de cuatro fracciones, que coinciden con las proteinas de mayor absorbancia en
el cromatograma, con excepcion del pico cinco y doce, los cuales presentaron alta

absorbancia, pero baja cantidad liofilizada para su analisis.

En los resultados de la electroforesis SDS-PAGE, la fraccién 16 presentd dos bandas con
peso molecular en el rango de 10 a 12 kDa y 24 a 31 kDa, con familias de proteinas
probables de PLA2 y SVSP. Las fracciones 24 y 25 tuvieron una Unica banda con peso
molecular en el rango de 18 a 24 kDa, con una presencia probable de PI-SVMP. La fraccion
26 present6 multiples bandas en la region de 42 a 57 kDa y en la region de 18 a 24 kDa,
esta ultima podria ser parte de fraccién 25 que le antecede, con familia de proteina probable
de LAAO o PIII-SVMP, esto se corroboré con la presencia de proteinas con masa intacta
similar por espectrometria de masas. Ante la presencia de varios compuestos por pocillo

del gel, fue necesario evaluar el porcentaje de pureza de las muestras.

La evaluacion biolégica o citotéxica de nuevos agentes requiere de alto grado de pureza
(90 %). En este estudio se obtuvo un porcentaje de pureza minimo, pero dentro de los
rangos establecidos para estudios bioldgicos [82]. El porcentaje de pureza para F16 fue de
85,27 % por la presencia de un pico cromatografico que eluye muy cerca de la fraccién 16.
F24 obtuvo un 96,2 %, F25 un 95,65 % y F26 alcanz6 un grado de 93,25 %, considerando
que en este Ultimo hubo una elucién muy cercana al pico de interés, con un peso molecular
correspondiente a la fraccion que le antecede. Por lo tanto, en este primer acercamiento
en la bausqueda de agentes activos contra neuroblastoma, se tiene un porcentaje de pureza

suficiente para los ensayos biol6gicos.

El resultado de la evaluacion del potencial citotdxico en las toxinas mas abundantes sobre
SH-SY5Y, mostré 84 % de inhibicion para la fraccion 16 y 68 % de inhibicion para la fraccion
26 en las concentraciones mas altas. Aunque el mecanismo de accién no se ha podido

elucidar en esta investigacion. Se ha informado que el veneno de L. muta en las lineas
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celulares (MGSO-3, HELA y EA.hy926) provoca la despolarizacion transitoria de la
membrana mitocondrial después de 12 h, provocando la abertura de poros y liberacién de
moléculas pro-apoptoticas [76]. Otro de los aspectos importantes a examinar seria la
resistencia presentada por SH-SY5Y sobre estas familias de proteinas con potencial
citotoxico conocido para otros modelos celulares. Stransky, en 2018 evalud la toxicidad de
L. muta de Brasil en células HELA (adenocarcinoma de cuello uterino), MGSO-3 (tejido de
cancer de mama) y células VERO (de rifion de mono epitelial normal), donde reportd
actividad citotoxica desde 0,6 pg/mL para las células VERO [76]. Abdelkafi en 2021 reporto
la citotoxicidad de una LAAO para glioblastoma (U87) con valores de EC50 de 0,3 pg/mL
[83]. Aungue es otro tipo celular, es necesario evaluar la sensibilidad en otros modelos de
estudio para estas fracciones purificadas de L. muta de Ecuador.

La caracterizacion enziméatica evidencié actividad caseinolitica significativa, LAAO, PLA2 y
SVSP en el veneno crudo de L. muta. Todas estas familias de proteinas estan asociadas a
estudios con fines terapéuticos, es por esto que es importante obtener informacion adicional
acerca de la citotoxicidad de las proteinas aisladas sobre diferentes lineas celulares [84].
De igual forma en varios estudios sobre L. muta se presenta una composicion de PLA2 de
68 % a 80 % de la composicion del veneno [79]. Igualmente se registra a las SVMP y PLA2
como toxinas de mayor abundancia, esto ha sido descrito por Jiménez y colaboradores,
quienes aislaron PLA2 de L. muta de Peru [85]. De igual forma en Venezuela se ha
purificado una toxina fibrinolitica de L. muta, la misma que se une a SVMP para intervenir
en los procesos de coagulaciéon [72]. Aunque las AVMP hayan reducido su actividad
caseinolitica, esto no significa que no sean de tipo SVMP, mas bien corrobora el efecto que

tienen los solventes cromatograficos para provocar este tipo de eventos [67].

Las familias de proteinas reportadas por espectrometria de masas en tandem (MS/MS)
fueron una SVSP (F16), PI-SVMP (F24) y una LAAO acompafada de una PI-SVMP (F26).
El porcentaje de citotoxicidad de F26 puede estar atribuido a la combinacion entre estas
dos familias de proteinas. Hoy en dia este efecto puede representar una ventaja sobre la
investigacion, ya que se puede observar una toxicidad mejorada sinérgicamente para los
procesos metabdlicos dada por interacciones inter moleculares y supramoleculares con una

misma cantidad de veneno [86,87] Sin embargo, para corroborar esta informacion seria
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necesario la evaluacién de toxinas combinadas, para asi evaluar el efecto en conjunto de
LAAO.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se evidencio por primera vez un significativo efecto citotoxico del veneno crudo en la linea
celular (SH-SY5Y) de la especie L. muta de la region ecuatoriana. Otro hallazgo es la baja
capacidad del veneno de provocar lisis celular, evidenciando que el veneno tuvo un 4 % de
hemolisis significativamente diferente respecto al veneno incubado sobre eritrocitos
humanos. Se obtuvieron 27 fracciones, entre ellas cuatro mostraron mayor abundancia
relativa. Las familias de proteinas evidenciadas por electroforesis SDS-PAGE fueron
SVMP, PLA2, SVSP y LAAO. Estos resultados se confirmaron por espectrometria de masas
evidenciando proteinas con masa intacta de 13, 24 y 28 kDa, respectivamente. Los ensayos
enzimaticos identificaron la actividad de familias de proteinas con un importante interés
terapéutico. En esta seccidn se ha presentado que SVMP, LAAO y PLA2 son las enzimas
de mayor concentracién en el veneno. En contraste, la actividad enzimatica, junto a la
digestién de las bandas con tripsina evidencio que las familias de proteinas asociadas a las
fracciones fueron SVSP en la fraccion 16, PI-SVMP en la fraccién 24-25 y LAAO junto a PI-
SVMP en la fraccion 26 con una masa aparente similar a las del estudio. Este trabajo
contribuye a la literatura existente sobre caracterizacion de los componentes mas

abundantes de la especie L. muta a nivel latinoamericano.

L- amino oxidasas y metaloproteasas han reportado alta citotoxicidad para otras lineas
celulares, es por esto que es importante que se realice el analisis con un modelo de linea
celular diferente, debido a que, todo esto con el fin de indagar mas a fondo el potencial
citotoxico de las proteinas involucradas. De igual forma, se recomienda analizar el efecto
citotoxico respecto al sinergismo de las proteinas, para asi comprobar bajo las mismas
condiciones la efectividad de las moléculas purificadas en contraste con la informacion ya
reportada. Finalmente, se recomienda la investigacién sobre los mecanismos celulares
involucrados en el veneno L. muta que provocan una inhibicién celular de este tipo, el cual
permitira conocer el potencial de estas toxinas como candidatos iniciales para la terapéutica

de neuroblastoma.
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