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RESUMEN 
 
La resistencia bacteriana en enfermedades infecciosas como la vibriosis en el camarón 
blanco (Litopenaeus vannamei), ha impulsado la búsqueda de estrategias más 
eficiencias para combatir esta enfermedad en el sector acuícola. Una alternativa para 
solucionar esta problemática es la búsqueda de nuevos compuestos antimicrobianos, a 
partir de las toxinas derivadas del veneno de serpientes ecuatorianas. Por lo tanto, el 
objetivo de este estudio fue purificar y caracterizar un homólogo de la fosfolipasa A2 
(PLA2 Lys-49), presente en el veneno de Bothrops asper y evaluar su efecto 
antimicrobiano en cepas de Vibrio spp. La toxina se purificó y caracterizó a través de 
cromatografía líquida de alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC) y SDS-PAGE en 
condiciones reductoras. Debido a su naturaleza monomérica, se observó una masa 
molecular cercana a los 14 kDa. Luego, se confirmó mediante cromatografía líquida de 
ultra eficiencia acoplada a espectrometría de masas, obteniéndose una masa molecular 
de 13.649,17 Da. Mediante la secuenciación parcial de los fragmentos peptídicos se 
identificaron 82 residuos de aminoácidos que mostraron tener alta similitud con otras 
fosfolipasas básicas A2 (PLA2 Lys-49) del género de Bothrops. También, mediante un 
predictor peptídico (AMPfun), se encontraron dos péptidos con un alcance mayor al 0,9 
demostrando tener alto potencial antimicrobiano. En los ensayos preliminares in vitro, 
se evaluó la actividad antivibrio mostrando una inhibición del 85% contra cepas Gram 
negativas de Vibrio harveyi, V. parahaemolyticus y V. vulnificus; indicando una alta 
susceptibilidad al estar expuesta a una concentración de 250 µg/mL de PLA2 Lys-49. 
Por ende, mediante esta investigación se podrían desarrollar nuevas alternativas 
terapéuticas en el sector acuícola.  
 
Palabras claves: Veneno, serpiente, fosfolipasa A2, antimicrobiano, vibriosis, camarón 
blanco 
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ABSTRACT 
 
Bacterial resistance in infectious diseases such as vibriosis in white shrimp (Litopenaeus 
vannamei) has prompted the search for more efficient strategies to combat this disease 
in the aquaculture sector. An alternative to solve this problem is the search for new 
antimicrobial compounds based on toxins derived from the venom of Ecuadorian snakes. 
Therefore, the objective of this study was to purify and characterize a homologue of 
phospholipase A2 (PLA2 Lys-49), present in the venom of Bothrops asper and evaluate 
its antimicrobial effect on strains of Vibrio spp. The toxin was purified and characterized 
by reverse-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) and SDS-PAGE 
under reducing conditions. Due to its monomeric nature, a molecular mass close to 14 
kDa was observed. Then, it was confirmed by ultra-efficiency liquid chromatography 
coupled to mass spectrometry, obtaining a molecular mass of 13,649.17 Da. In addition, 
by partial sequencing of the peptide fragments, 82 amino acid residues were identified 
that showed high similarity to other basic phospholipases A2 (PLA2 Lys-49) of the 
Bothrops genus. Also, using a peptide predictor (AMPfun), two peptides with a range 
greater than 0.9 were found to have high antimicrobial potential. In preliminary in vitro 
assays, antivibrio activity was evaluated showing an 85% inhibition against Gram-
negative strains of Vibrio harveyi, V. parahaemolyticus and V. vulnificus; indicating a high 
susceptibility when exposed to a concentration of 250 µg/mL of PLA2 Lys-49. Therefore, 
this research could lead to the development of new therapeutic alternatives in the 
aquaculture sector. 
 
Keywords: Venom, snake, phospholipase A2, antimicrobial, vibriosis, white shrimp 
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1. CAPÍTULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

 

 

1. Antecedentes 

 

1.1.1 Veneno de serpientes  

 

El veneno de serpientes es producido por las glándulas salivales y está diseñado para 

someter, matar y/o digerir presas [1]. Esta solución acuosa es una secreción exocrina 

que contiene una amplia complejidad de agentes compuestos por péptidos y toxinas, 

también contiene aminoácidos, carbohidratos, azucares fosforilados, lípidos, iones 

metálicos entre otros [2]. La fracción proteica del veneno representa aproximadamente 

el 90- 95% del peso seco, y varía según la especie, la edad, sexo y su variabilidad 

ontogénica [3].  

 

En el veneno de Bothrops asper conocida comúnmente como “terciopelo o equis”, se 

han encontrado al menos ocho familias de proteínas incluyendo metaloproteinasas 

(SVMP) (41-44%), fosfolipasas A2 (PLA2) (29-45%), serina proteasas (SVSP) (4-18%), 

L-aminoácido oxidasa (LAAO) (5-59%), desintegrinas (1-2%), proteínas lectina tipo C 

(CTL) (0.5%) y las proteínas ricas en cisteína (CRISP) (0.1%). Además, se han aislado 

toxinas representativas de cada uno de estas familias [2, 4]. Cada una de estas 

proteínas tiene diferentes efectos biológicos y contribuyen a los efectos tóxicos y 

terapéuticos del veneno.  

 

Las toxinas venenosas son cocteles proteicos que exhiben una amplia gama de 

actividades farmacológicas como neurotoxinas, miotoxinas, cardiotoxinas y 

hematotoxinas [1]. Esta sustancia tóxica actúa sobre blancos celulares específicos y 

cumplen funciones como la inmovilización y predigestión de distintas presas [1]. Sin 

embargo, su efecto toxico no se limita a esto, sino que también causa una variabilidad 

de alteraciones en un organismo, incluyendo desorganización de canales iónicos, 

receptores nicotínicos y enzimas, así como alteraciones en los tejidos neurales y 

cardiovasculares y en el sistema neuromuscular [5]. Debido a la especificidad de sus 

efectos biológicos, los componentes del veneno se han convertido en un recurso valioso 

para la investigación relacionado al ofidismo y al desarrollo de nuevos agentes 

terapéuticos [6]. 
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Dentro del grupo de toxinas se destaca la fosfolipasa A2 reconocida por ser un 

componente tóxico y abundante en el veneno de las serpientes. Además de su 

reconocimiento en sus distintas aplicaciones y propiedades farmacológicas [7]. 

 

1.1.1.1 Fosfolipasas A2  

 

Las fosfolipasas A2 poseen una gran variedad de actividades biológicas y 

fisiopatológicos al actuar sobre las membranas celulares. Esta acción induce varios 

procesos fisiopatológicos como: neurotóxicos, miotóxicos, coagulopatías, cardiotóxicos, 

produce hipotensión, edema, agregación plaquetaria, anticoagulación, hipotensión y 

procesos inflamatorios [8]. Sin embargo, también han surgido como un modelo 

terapéutico, mostrando su actividad biológica como: antimicrobiana, antitumoral, 

anticancerígena, antiviral y antiparasitaria [2]. Las enzimas de tipo Lys-49 fosfolipasa A2 

(Lys-49 PLA2) están involucradas en el metabolismo de los lípidos y la alteración de la 

estructura de las membranas celulares de los patógenos y células cancerosas, 

presentando un enfoque terapéutico de baja resistencia [7]. 

 

Las fosfolipasas A2 secretadas del veneno de serpientes (svPLA2), son proteínas que 

generalmente tienen una masa molecular entre 13-15 kDa con 115-122 residuos. Estas 

son estables, ubicuas y versátiles; contienen enzimas ricas en enlaces disulfuro, se 

hidrolizan en la posición de enlaces éster sn-2 de 1,2-diacil-3-fosfolípidos liberando 

lisofosfolípidos y ácidos grasos [9]. Existen dos grupos svPLA2, en el grupo I se incluye 

la familia Elapidae, mientras que en el grupo II pertenece a la familia Viperidae [10]. De 

la familia Viperidae se han aislado dos subgrupos principales de isoformas svPLA2 

perteneciente al grupo IIA, comúnmente conocidas como homologas a PLA2 Asp49 y 

PLA2 Lys-49 [11]. 

  

El primero representa a la variante catalíticamente activa (PLA2 Asp49), exhibe al 

residuo del ácido aspártico en la posición 49 (Asp49). Posee hidrofobicidad y unión al 

calcio (Ca2+) lo que produce la actividad enzimática sobre los fosfolípidos de membrana 

[12]. Mientras que, el homólogo catalíticamente inactivo (PLA2 Lys-49) se caracteriza 

por tener un residuo de lisina en la posición 49 (Lys-49), tiene una carga positiva, baja 

o nula hidrofobicidad y carece de actividad catalítica [13]. La inactivación catalítica de 

PLA2 Lys-49 se basó en un proceso evolutivo, provocado por la sustitución de un residuo 

de aspartato (Asp/D) en la posición 49 por un residuo de lisina (Lys/K), impidiendo la 

unión del calcio (Ca2+), el cual es un cofactor esencial en la actividad catalítica [14]. Los 
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homólogos de PLA2 Lys-49 poseen una estructura cuaternaria y están constituidos por 

monómeros altamente tóxicos, que ejercen daño en la membrana plasmática [5]. A 

pesar de perder su actividad para hidrolizar los fosfolípidos de membrana, esta isoforma 

mantiene sus propiedades biológicas en especial su actividad antimicrobiana. Por lo 

anteriormente expuesto, esta toxina se ha convertido en modelos moleculares y 

estructurales para el diseño de moléculas bioactivas.  

 

1.1.1.2 Actividad de antimicrobiana de svPLA2  

 

La actividad antimicrobiana de las svPLA2 es una de las propiedades más prometedoras 

para mitigar patógenos, debido a la creciente resistencia antibiótica reportada en los 

últimos años [15]. Según datos del NCBI, aproximadamente 35 svPLA2 han sido 

caracterizados y descritas en relación a sus propiedades antimicrobianas, esto 

representa el 7,8% de todas las svPLA2 estudiadas. Cabe destacar que no todas las 

fosfolipasas A2 han sido aplicadas contra bacterias [7]. Esta actividad implica el 

reconocimiento de dominios catiónicos que actúan directamente, provocando 

adelgazamiento y desestabilización de la membrana; en consecuencia, altera 

morfológicamente produciendo permeabilización y expulsión del contenido celular [16].  

 

Se han realizado varios estudios in vitro de la actividad bactericida de las svPLA2 frente 

a bacterias Gram negativas como: Escherichia coli, Vibrio cholerae, Klebsiella 

pneumoniae, Salmonella spp. y bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus 

y B. subtillis. Por ejemplo, la actividad antibactericida de svPLA2 del veneno de Bothrops 

alternatus tiene mayor eficacia en contra de E. coli y S. aureus [17]. En otro estudio, la 

víbora de Rusell (Daboia russeliipulchella) inhibió el crecimiento de seis cepas de 

bacterias [13]. Y otras especies como Crotalus adamanteus (Catx-II) inhibieron el 

crecimiento de S.aureus, Burkholderia pseudomallei y Enterobacter aerogenes [18, 19].  

 

Ante este potencial farmacológico y su capacidad de interactuar con membranas 

celulares, la comunidad científica ha diseñado péptidos sintéticos inspirados en la región 

C-terminal de las svPLA2 [20]. Esta región molecular está constituida por aminoácidos 

catiónicos e hidrofóbicos, con una longitud aproximadamente entre 12-16 aminoácidos 

y una alta afinidad con los fosfolípidos aniónicos [21]. Se identificó por primera vez el 

péptido sintético obtenido de PLA2 del grupo II Lys-49 de la región 115-129 de B. asper, 

teniendo una carga positiva y una naturaleza hidrofóbica con los grupos aromáticos 
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básicos [21]. Los péptidos derivados de este segmento han demostrado tener 

actividades mionecróticas, citolíticas y efectos bactericidas como la proteína madre [29].  

 

1.1.1.3 Enfoques proteómicos 

 

En las últimas décadas, la espectrometría de masas ha surgido como una tecnología 

clave para el análisis proteómico. Existen dos enfoques principales en la espectrometría 

de masas: ascendente (bottom up) y descendente (top down). En los enfoques 

ascendentes (bottom up), las proteínas se someten a escisión proteolítica y los 

productos peptídicos se analizan en MS. Mientras que, en la proteómica de arriba hacia 

abajo (top down) los iones de las proteínas intactas o fragmentos de proteínas se 

someten a fragmentación en fase gaseosa para el análisis de MS (Figura 1).  

 

El método ascendente, conocido como "bottom up", es la técnica más utilizada para 

identificar y cuantificar las proteínas. Este método se compone de varios pasos 

principales: en primer lugar, se aíslan las proteínas de la muestra; en segundo lugar, se 

fracciona las proteínas por medio de electroforesis en gel o métodos cromatográficos 

líquidos; en tercer lugar, se lleva a cabo una escisión proteolítica de las proteínas, 

generalmente con tripsina. A continuación, se realiza la medición de las masas 

espectrométricas de los péptidos resultantes y, por último, se realiza una búsqueda 

basada en la identificación de proteínas [22]. 

 

La espectrometría de masas es capaz de identificar los péptidos mediante su masa y 

carga, esta información se somete a un software que compara los datos con una base 

de secuencias de proteínas conocidas. La información obtenida a partir de los péptidos 

puede ser utilizada para identificar isoformas, modificaciones postraduccionales y 

modelar la estructura tridimensional de la proteína de interés [22, 23]. 

  

Los datos de fragmentación de péptidos o proteínas en espectrometría de masas, se 

adquiere mediante dos métodos: la adquisición dependiente de datos (DDA) y la 

adquisición independiente de datos (DIA). La técnica conocida como adquisición 

dependiente de datos (DDA) permite la transición del modo MS al modo MS/MS, se 

realiza mediante la selección de iones precursores de las moléculas más abundantes 

en un espectro de masa especifico. Por otro lado, la adquisición independiente de datos 

(DIA) implica en la selección de todos los iones precursores en rango de masa 
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especifico, se adquieren espectros de masa repetidos, lo que da como resultados 

grandes datos de espectros de fragmentos [24].  

 

 
Figura 1. Flujo de trabajo del enfoque proteómico 

           Fuente: Miller, 2023 
 

Por ello, mediante la purificación y caracterización estructural y funcional se ha obtenido 

una amplia variedad de svPLA2 básicas a partir del veneno de múltiples serpientes. De 

acuerdo con los datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) y 

Uniprot, se han analizado alrededor de 464 svPLA2 de diferentes serpientes, como las 

del género Bothrops (B. asper, B. jararacussu, B. pirajai y B. moojeni), Bungarus faciatus 

y otras especies como Crotalus durissus terrificus, entre otras [25–28]. Estos estudios 

han permitido una comprensión más profunda de su estructura, función y propiedades 

bioquímicas, lo que es esencial para desarrollar aplicaciones terapéuticas y diagnósticas 

basadas en sus actividades biológicas.  

 

1.1.1 Producción de camarón blanco (Litopenaeus vannamei) 

 

En Ecuador, la mayor parte de producción de crustáceos se centra principalmente en 

dos especies: el camarón blanco (Litopenaeus vannamei) y el langostino tigre (Penaeus 

monodon). El camarón blanco es la especie más cultivada a nivel industrial, 

representando el 95% de la producción total del camarón en el país [29]. Esta especie 

se cultiva en granjas acuícolas ubicadas principalmente en las provincias costeras de 
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Guayas, El Oro y Manabí [30]. El éxito del cultivo de camarón se debe a su rápido 

crecimiento, alta tasa de conversión alimenticia y resistencia a enfermedades, lo que lo 

convierte en una especie rentable en la industria acuícola del país.  

 

El camarón blanco (Litopenaeus vannamei) es un crustáceo decápodo, perteneciente a 

la familia Penaeidae, que suele habitar en zonas tropicales y subtropicales y puede 

alcanzar un tamaño entre 9 y 23 cm [31]. Es la especie más popular en la acuicultura 

debido a su rápido crecimiento y excelente rendimiento en piscinas industriales. Además 

de su capacidad de osmorregulación, el camarón blanco tiene la ventaja de mayor 

tolerancia a condiciones ambientales adversas [32]. Lo que conlleva a que los 

acuicultores y la industria camaronera impulsen su producción a gran escala. 

 

La industria acuícola se ha incrementado en varias regiones del mundo, con un 67% de 

la producción procedente del cultivo y el 33% de la captura natural. En el caso de 

Ecuador, la industria camaronera es una de las actividades no petroleras con mayor 

impacto en la economía [33]. Según cifras del Banco Central del Ecuador, en el año 

2022 se exportaron 704 mil toneladas de camarón blanco (Litopenaeus vannamei), 

generando ingresos de un total de USD 8.129,9 millones de dólares; lo que la convierte 

en uno de los ejes económicos más importantes del país. Esta cifra representa el 60,1% 

de la diversificación anual, siendo la segunda actividad en generar mayor ingreso de 

divisas, por debajo de la industria bananera [34]. Con los datos expuestos, el sector 

camaronero constituye un pilar fundamental en las exportaciones ecuatorianas.  

 

1.1.2 Enfermedad bacteriana en la acuicultura  

 

La vibriosis es una de las enfermedades bacterianas más comunes y causan enormes 

pérdidas en la industria acuícola. Esta enfermedad es causada por bacterias halófilas 

del género Vibrio, que pertenecen a la familia Vibrionaceae [32]. Los vibriones son 

patógenos oportunistas que infectan al huésped cuando los mecanismos de defensa 

están suprimidos o cuando se enfrentan a factores de estrés como la calidad del agua, 

el oxígeno disuelto, los niveles anormales de nitratos y nitritos, el pH y la temperatura 

[35]. Los vibriones usan como nicho la hemolinfa, la hepatopáncreas y el tubo digestivo 

de las especies acuáticas para proliferarse y mantenerse con vida [36]. La presencia de 

Vibrio spp. puede afectar la supervivencia y el crecimiento del camarón, siendo 



7 

 

responsable de enfermedades como la necrosis hepatopancreática aguda (AHPND) o 

el síndrome de mortalidad temprana (EMS) [37]. 

 

La necrosis hepatopancreática aguda (AHPND) es una enfermedad que ha tenido un 

impacto devastador en la acuicultura, especialmente en la etapa larvaria [38]. Los 

síntomas suelen aparecer alrededor de 8 días después de la siembra y pueden provocar 

una mortalidad cercana al 100% en un período de 20 a 30 días después de la infección 

[39, 40]. Los camarones infectados por Vibrio spp, presentan una serie de signos 

clínicos, que incluyen decoloración de la hepatopáncreas, hipoxia, enrojecimiento del 

cuerpo con branquias rojas o marones, letargia, pérdida de miembros, reducción de 

alimentación, nado errático, textura blanda del exoesqueleto y muerte súbita [41]. La 

alta tasa de mortalidad se debe a la rápida proliferación bacteriana provocando una 

infección global en todo el cultivo.  

 

1.2 Planteamiento del problema  

 

La sobreproducción de camarón blanco ha sido una de las principales causas de 

pérdidas relacionadas con bacterias y virus, representando un 60%, mientras que el 

20% es atribuible a parásitos y hongos [42]. Las afecciones producidas por virus y 

bacterias pueden ocasionar el fracaso de las cosechas por la alta densidad o biomasa 

en las piscinas o estanques [43]. Los cultivos enfrentan desafíos en cuanto a infecciones 

bacterianas, como Vibrio spp. el cual presenta una patología crítica con una alta tasa de 

morbilidad y mortalidad en las granjas camaroneras [44]. 

 

La infección por Vibrio spp. es altamente mortífera y los primeros casos de AHPND se 

reportaron en China en el año 2009, propagándose posteriormente a acuicultivos en 

Malasia, Tailandia y Vietnam [42]. Desde entonces, la enfermedad se ha ido 

expandiendo rápidamente a otras regiones del mundo, incluyendo América Latina donde 

los primeros casos se detectaron en 2013 en países como EEUU, México, Perú y 

Ecuador [42]. La vibriosis ha provocado pérdidas considerables hasta el 60% en la 

producción de camarón [45, 46]. En Tailandia, por ejemplo, las pérdidas se estiman en 

más de 11 mil millones de dólares y en toda Asia con más 45 mil millones dólares entre 

2009 y 2016 [47]. México y Estados Unidos también han sufrido pérdidas significativas, 

con algunas regiones importantes de la acuicultura como Sinaloa y Texas reportando 

hasta un 75% de disminución de producción [48]. En Ecuador, el impacto de la AHPND 

fue especialmente grave en 2013, se estima que perdieron 70,000 toneladas de 
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camarones, lo que representó un costo alrededor de $1.2 mil millones de dólares para 

la industria camaronera del país [49]. Estas cifras ilustran la gravedad del impacto 

económico dada por enfermedades infecciosas como la vibriosis en la industria acuícola. 

 

La falta de control sobre factores de riesgo como la carga de nutrientes, mal manejo del 

agua y el uso excesivo de antibióticos ha contribuido a la resistencia bacteriana, 

limitando las opciones terapéuticas [48]. La resistencia bacteriana es un asunto 

preocupante, ya que se han reportado varios casos en países como India, Brasil, 

Malasia, Perú y Ecuador. En Ecuador, un estudio reciente ha demostrado que ciertos 

antibióticos, como la oxitetraciclina, enrofloxacina, fosfomicina, tetraciclina, norfloxacina, 

ampicilina, florfenicol, gentamicina e incluso las cefalosporinas de tercera generación, 

tienen una eficacia reducida para el tratamiento de vibriosis. Además, se ha encontrado 

una resistencia del 50-85% a la ampicilina y el 71,4% de oxitetraciclina, siendo el 

antibiótico con mayor incidencia en Ecuador [50].  

 

El uso inadecuado de antibióticos ha generado graves problemas como resistencia 

bacteriana, problemas ecológicos y restricciones en las exportaciones debido a la 

presencia de residuos de antibióticos en los tejidos de camarón [33].  Como resultado, 

se ha visto una reducción en la producción de camarón y en algunos casos, el cierre de 

industrias, lo que ha llevado al desempleo y al quebranto de recursos [51]. Es importante 

destacar que las infecciones en los cultivos ocasionadas por Vibrio spp. desencadenan 

insostenibilidad socioeconómica, problemas ambientales y de salud pública, por lo que 

se exige soluciones para controlar y combatir esta enfermedad.  

 

1.3 Justificación de la investigación  

 

La bioprospección de compuestos naturales presentes en la biodiversidad ecuatoriana 

se ha consolidado como una alternativa prometedora para enfrentar patógenos 

bacterianos en animales acuáticos como el camarón blanco (Litopenaeus vannamei). 

Por lo que la búsqueda de componentes en el veneno de las serpientes se ha convertido 

en un recurso valioso para el descubrimiento y desarrollo de estrategias eficaces basada 

en moléculas bioactivas [25]. En particular, la fosfolipasa (svPLA2) ha demostrado tener 

propiedades antimicrobianas, lo que la convierte en una herramienta potencialmente útil 

para combatir la vibriosis.  
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La toxina svPLA2, presente en los venenos bothrópicos es ampliamente conocida y ha 

sido objeto de números estudios. Los homólogos de la proteína PLA2 Lys-49 son 

especialmente interesantes, en base a su estructura primaria se han diseñado, 

sintetizado y probado péptidos catiónicos enfocadas en la mitigación de bacterias [52]. 

Esta proteína tiene la capacidad de interactuar sobre la membrana de las bacterias, 

alterando su estructura y provocando su muerte mediante sus efectos tóxicos. Esto la 

convierte en una alternativa eficaz para erradicar bacterias Gram positivas y negativas, 

lo que abre la posibilidad de luchar contra la resistencia antibiótica [53,54]. En este 

estudio, se evaluó la actividad antimicrobiana de una toxina derivada del veneno de la 

serpiente B. asper del Ecuador con el objeto de purificar y caracterizar una isoforma 

básica de PLA2 Lys-49. Se destacará los aspectos bioquímicos y funcionales de la PLA2 

Lys-49 contra de bacterias Gram negativas como el Vibrio spp, siendo esta investigación 

pionera en el sector acuícola.  

 

 

1.4      Objetivos de Investigación 

 

 

1.4.1 Objetivo General  

 

Purificar y caracterizar una fosfolipasa A2 del veneno de Bothrops asper y evaluar su 

efecto contra cepas de Vibrio spp. que afectan al camarón blanco (Litopenaeus 

vannamei).  

 

1.4.2 Objetivos Específicos 

 

● Aislar una fosfolipasa A2 (PLA2) a partir del veneno de B. asper. 

● Caracterizar la estructura primaria parcial de una fosfolipasa A2 del veneno de B. 

asper 

● Determinar la actividad antimicrobiana del veneno desecado y la PLA2 purificada in 

vitro contra cepas de Vibrio spp. que afectan al camarón blanco (Litopenaeus 

vannamei).  
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2. CAPÍTULO II: MARCO METODOLÓGICO 

 

 

2.1 Obtención de Venenos 

 

Los especímenes fueron colectados bajo los permisos de investigación MAE-DNB-CM-

2019-0115 y MAE-DNB-CM-2015-001 emitidos por el Ministerio del Ambiente del 

Ecuador.   

 

Se colectaron dos especímenes del Área Protegida del Bosque y Vegetación Oña-León 

ubicado en la provincia del Azuay, y otros dos especímenes de la Reserva Ecológica 

Jama Coaque en la provincia de Manabí y la Reserva Buenaventura Jocotoco, en la 

provincia del Oro (Figura 2). El manejo de las serpientes se realizó con un gancho 

herpetológico y contenedores para manipularla y extraer su veneno.  

 

La extracción fue llevada a cabo por el Dr. David Salazar, para un manejo seguro de los 

ejemplares se utilizaron tubos de sujeción, después se tomó la cabeza de las serpientes 

con un agarre seguro, se les permitió morder un vaso de precipitación cubierto con 

Parafilm® y se transfirió el veneno a un microtubo.  

 

En la Universidad Tecnológica Indoamérica (UTI), los tubos con el veneno se colocaron 

abiertos en una cámara sellada al vacío con carbonato de calcio, teniendo como 

resultado veneno desecado cristalizado.  
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Figura 2. Sitios de colecta del veneno de B. asper de especímenes 
ecuatorianos ubicados en tres reservas de conservación  

            Realizado por: Ortega, Josselyn, 2023. 
 

2.2 Aislamiento de fosfolipasa A2 

 

La separación bioquímica de los venenos se realizó mediante cromatografía líquida de 

alta eficiencia en fase reversa (RP- HPLC), empleando el protocolo descrito por Mora et 

al. (2020) [55]. Se disolvieron 3 mg del veneno de B. asper en 200 μL de solución de 

ácido trifluoroacético (TFA) al 0.1%, con acetonitrilo (ACN) al 5%. Se homogeneizó y 

centrifugó (DLab) a 13.000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente. Para la 

separación de proteínas se empleó una columna C18 Discovery Bio Wide Pore (250 x 

4.56 mm, tamaño de la partícula de 5 µm) de fase reversa y el cromatógrafo líquido 

(HPLC) equipado con un sistema de bombas (Waters 1525), detector HPLC-PDA 991 

(Waters) y un automuestreador (Waters 2707). Se emplearon dos solventes, el solvente 
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A, compuesto por TFA al 0.1% en agua y el solvente B por TFA al 0.1% en 99.9% de 

ACN. El fraccionamiento se monitoreó en una longitud de onda de 215 nm y la elución 

se realizó con un gradiente desde 5% a 70% del solvente B, en las siguientes 

condiciones:  5% de B durante 5 min, 5-25% de B durante 10 min, 25-45% B de durante 

60 min, 45-70% de B durante 10 min, 70% durante 5min y 45-5% de 5 min 

respectivamente. La velocidad de flujo se fijó a 1 mL/min durante 100 min [56]. 

Finalmente, se colectaron manualmente las fracciones del veneno de las serpientes.  

 

2.3 Liofilización y almacenamiento  

 

La liofilización de las fracciones del veneno fue realizada en tubos cónicos de 15 mL. 

Previamente las fracciones de fosfolipasa A2 se congelaron por 24 horas a -80ºC. Los 

tubos se cubrieron con Parafilm y se realizaron pequeños agujeros en la parte superior, 

sin colocar la tapa. Finalmente, se ingresaron al liofilizador (Benchtop Pro, Omnitronics 

de 9 litros), con las siguientes condiciones a -80ºC, presión al vacío de 200 mTorr, 

durante 4 a 5 días y se almacenaron a -20ºC [57]. 

 

2.4 Análisis de pureza de la toxina homóloga PLA2 Lys-49 

 

La pureza de la fracción PLA2 liofilizada se analizó mediante RP-HPLC, según lo descrito 

por Almeida et al. (2016) [19]. Se aplicaron los mismos solventes anteriormente descrito 

en la sección 2.2. La velocidad de flujo fue de 1 mL/min durante 60 min. Se empleo el 

siguiente gradiente: 5% de B durante 5 min, 5-25% de B durante 10 min, 25-45% de B 

durante 25 min, 45-70% de B durante 5 min, 70% de B durante 5 min y 70-5% de B 

durante 5 min. El fraccionamiento se monitoreó en una longitud de onda de 215 nm. La 

abundancia relativa de las moléculas se cuantificó con la ayuda del software “Empower” 

a través de la integración del área del pico cromatográfico. Se consideró un nivel de 

pureza mínimo del 95% para los posteriores ensayos de evaluación biológica. Las 

fracciones fueron almacenadas a -20ºC para tener una mayor estabilidad a largo plazo.  

 

2.5 Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) con dodecilsulfato sódico 

(SDS) 

 

La separación de proteínas se realizó según la metodología de Laemmli (1970), con 

algunas modificaciones [58]. Las fracciones del RP-HPLC se concentraron hasta 

eliminar el exceso del solvente mediante el concentrador al vacio (Genevac, miVac Duo) 
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a 30ºC durante 24 horas. En las fracciones concentradas se añadieron 45 µl de buffer 

de carga (0,075 M Tris-HCl; pH 6,8; 10% (v:v) glicerol, 4% (m:v) SDS, 0,001% (m/v) azul 

de bromofenol). Se separaron las muestras en condiciones reductoras, se añadieron 5 

µL de ditriotreitol (DTT) 1M. Luego, se homogeneizó y se llevó a 95°C al termobloque 

(Thermo Scientific™) durante 5 minutos. La separación por electroforesis se realizó en 

una cámara vertical BIO RAD Mini-PROTEAN Tetra con Buffer de corrida 1X (0,075M 

Tris-HCL (pH 8,3); 0,192 M glicerol; 0,1% (m/v) SDS. En primer lugar, se construyó un 

gel de apilamiento compuesto de bis-acrilamida 5% (30:0,8), Tris-HCl 0,067M, SDS 

0,1% (m/v), persulfato de amonio 0,15% (m:v), TEMED 0,02%(v:v), 6,8 de pH y otro gel 

de corrida compuesto de bis-acrilamida 12% (30:0,8), Tris-HCl 0,55M, SDS 4% (m:v), 

persulfato de amonio 0,05% (m/v), TEMED 0,35% (v:v) a pH 8,8 de acuerdo a la 

metodología de Almeida et al. (2016) [19]. Se colocaron 20 µl de cada muestra en los 

pocillos del gel de corrida. La separación inició con una intensidad inicial de 35 mA y 

luego se aumentó cada hora a 70, 110 y 120 mA. Para visualizar las bandas los geles 

fueron teñidos con azul de Coomasie (Blue brillant R-250) y se destiño con una solución 

decolorante con 40% (v:v) de metanol y 10% (v:v) de ácido acético [59]. Se repitió el 

mismo procedimiento para elaborar otro gel con el veneno total desecado y la fracción 

de interés purificada y liofilizada de PLA2.  

 

2.6 Digestión de proteína 

 

2.6.1 Digestión enzimática en solución  

 

Las fracciones colectadas directamente del RP-HPLC correspondiente a PLA2 Lys-49 

se sometieron a digestión enzimática proteolítica. Para lo cual, se añadieron 5 µl de 

bicarbonato de amonio (AMBIC 10X) a la muestra correspondiente a PLA2 Lys-49 hasta 

completar 20 µl. Se agregaron 6 µl ditriotreitol (DTT 100mM), se incubó a 56ºC durante 

30 min. Luego se alquiló el producto en una solución de 3 µl de yodoacetamida (IAA) en 

la oscuridad por 20 min y se colocó nuevamente 3 µL de ditriotreitol (DTT 100mM) por 

20 minutos a temperatura ambiente [60]. 

Posteriormente, se realizaron dos digestiones proteolíticas con tripsina y 

endoproteinasa LysC (Promega). Para ello se digirió durante toda la noche a 37ºC con 

3 µl de una solución de 20 µg de cada enzima (tripsina y endoproteinasa Lys C) en 200 

µl de bicarbonato de amonio (AMBIC 0,1M) respectivamente. A continuación, se 

agregaron 0,2 µl de ácido fórmico 0,4% concentrado para detener la reacción 

enzimática.  
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Posteriormente, se evaporaron los solventes en el centrifuga al vacío casi a sequedad. 

Finalmente, se transfirieron 25 µl al vial de cromatografía y se añadieron 100 µl de ácido 

fórmico al 0.1% y se almacenó de 4-8ºC hasta inyectar en el sistema LC-ESI-QTOFMS.  

 

2.7 Identificación de PLA2 Lys 49 por cromatografía liquida acoplada a 

espectrometría de masas 

 

2.7.1 Determinación de masa molecular intacta de proteínas por “ESI-MS” 

 

La determinación de la masa molecular intacta de la fosfolipasa A2 Lys-49 se determinó 

por cromatografía de ultra eficiencia acoplado a un espectrómetro de masas, como 

interfaz un sistema de ionización por electrospray (ESI). A partir de una columna BEH 

C18 (2.1 Mm × 50 mm, tamaño de partícula de 1,7μm) con un sistema de espectrometría 

de masas Waters Xevo G2-XS QTOF. Inicialmente, se tomaron las fracciones libres de 

solventes y se disolvieron en 150 μL de AF al 0.1% [61]. Posteriormente se inyectaron 

10 μL de las fracciones disueltas en el equipo. Se emplearon dos solventes, el solvente 

A consiste de ácido fórmico al 0,1% en agua y el solvente B de ácido fórmico al 0,1% 

con acetonitrilo (ACN).  El perfil del gradiente fue de 1% de B durante 1 min,1-12% de 

B durante 1 min, 12- 40% de B durante 15 min, 40-85% de B durante 2 min. Se 

estableció los parámetros como el caudal se fijó de 300 μL/min con una presión de 

15000 psi, durante 24 minutos. La elución del cromatograma se monitoreó en rangos 

espectrales (MS1) de 600 a 1700 m/z, obtenidos en modo de ion positivo. Los cálculos 

de masa intacta se realizaron mediante la metodología de Munuera (2016) [62], se utilizó 

la siguiente fórmula para calcular las masas: 

 

𝑀1 = 𝑀2 

Donde M es igual a: 

 

𝑀 = (
𝑚

𝑧
) ∗ 𝑧 − 𝑧 

 

Siendo (m/z) la relación masa-carga de la proteína y z es la carga.  
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2.7.2 Análisis de la estructura primaria por espectrometría de masas en tándem 

“LC-MS/MS” 

 

La determinación de la estructura primaria de PLA2 Lys-49 se llevó a cabo mediante 

cromatografía líquida de ultra eficiencia UPLC ACQUITY I-Class en fase reversa con 

una columna CSH C18 (100 mm x 100 mm, tamaño de la partícula 1,7 µm), acoplado a 

espectrometría de masas Waters Xevo G2-XS QTof con fuente Lockspray (LC-ESI-

QTOF). Se inyectaron 10 μL de la muestra de los péptidos digeridos con las enzimas 

proteolíticas realizado en la sección 2.6.1, y en la separación se emplearon dos 

solventes, el solvente A consiste de ácido fórmico al 0,1% en agua y el solvente B de 

ácido fórmico al 0,1% con acetonitrilo (ACN). Los péptidos eluyeron en un gradiente 

lineal, el cual fue establecido al 1% B durante 1 min,1-70% de B durante 29 min y 

finalmente se mantuvo al 70% de B por 2 min. La velocidad de flujo fue de 300 μL/min 

con un tiempo de corrida de 40 min [60]. El espectrómetro de masas operó con un voltaje 

capilar de 0.5 KV, 450 ºC de temperatura desolvatación, 900 L/h de flujo de gas de 

solvatación, 40 V de tensión de cono, 30 L/h de flujo de gas del cono, 120ºC de la 

temperatura de la fuente. 

 

Los datos de espectrometría de masas (MS) fueron obtenidos a través del método de 

adquisición dependiente de datos (DDA) en modo positivo con una resolución que utiliza 

un barrido de masa de 400 a 1900 de la región m/z. Los iones precursor más abundantes 

en los espectros MS1 con cargas +2 y +3 fueron seleccionados automáticamente para 

la fragmentación MS2 mediante disociación por colisión inducida de los iones más 

intensos. 

 

Los espectros de masa de los péptidos se analizaron a través del software Mascot 

Distiller (Versión 2.7), con parámetros como carbamidometilación de la cisteína y 

oxidación de la metionina, en las bases de datos SwissProt. Posteriormente, se buscó 

similitud con un porcentaje del 90 al 100% mediante BLAST del NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST ) y las secuencias de PLA2 aislada de B. asper se 

obtuvieron por Uni-Prot. Se realizó la alineación con Clustal Omega 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ [63] y mediante el software T- coffee se 

corroboró la alineación de secuencias y el porcentaje de similitud en otras especies 

(https://tcoffee.crg.eu/apps/tcoffee/do:expresso [64].  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://tcoffee.crg.eu/apps/tcoffee/do:expresso
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2.8 Predictor de actividad antimicrobiana de péptidos  

 

El análisis bioinformático para la predicción de actividad antimicrobiana de los péptidos 

se realizó mediante la herramienta AMPfun 

(http://fdblab.csie.ncu.edu.tw/AMPfun/index.html) [65].  

 

2.9 Evaluación de la actividad antimicrobiana 

 

2.9.1 Cepas y condiciones de crecimiento bacteriano 

 

Para determinar la actividad antimicrobiana se utilizó el método descrito por Páramo et 

al (1998) en cepas de Vibrio spp [16]. Se utilizaron tres especies:  V. harveyi, V. 

parahaemolyticus y V. vulnificus, obtenidas del cepario del Centro Nacional de 

Acuicultura e Investigaciones Marinas (CENAIM). Las bacterias se cultivaron en caldo 

de agar tripticasa de soja (TSA) durante 8 horas a 30ºC. Posteriormente, se realizó un 

pase de bacterias para inocularlas en caldo de soja tripticaseína (TSB), el cual estuvo 

en agitación durante 2 h. A continuación, se ajustó la concentración hasta 1x105 

unidades formadoras de colonias/mL (UFC/mL) a partir de la medición de densidad (OD) 

mediante un espectrofotómetro GloMax (Promega, Madison, WI, USA) a 620 nm.  

 

2.9.2 Ensayo bactericida 

  

Se tomaron 180 µL de las suspensiones bacterianas (1x105 UFC/mL) y fueron 

incubadas en una microplaca con 20 µL a cuatro concentraciones diferentes (250, 125, 

62.5 y 31.25 µg/mL) para el veneno desecado y de PLA2 Lys-49 durante 12 h a 30ºC. 

Para cuantificar se realizaron diluciones seriadas con un factor de dilución de 10-5-10-7, 

se sembraron 100 µl de cada dilución en agar tripticasa (TSA). Por último, se contaron 

las colonias luego de 24 h a 30ºC y se aplicó la siguiente formula:  

 

𝑈𝐹𝐶

𝑚𝐿
=

 (𝑛°  𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎𝑠 𝑥 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛)

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑖𝑛𝑜𝑐𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜 (𝑚𝐿)
 

 

Además, se incluyó un control negativo de 200 µL de suspensión bacteriana sin ningún 

tratamiento y un control positivo con 20 µL de antibiótico de ácido clavulánico y 

amoxicilina a 300 µg/mL. Este ensayo se realizó por triplicado y los resultados se 

http://fdblab.csie.ncu.edu.tw/AMPfun/index.html
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expresaron en porcentaje, considerando el 100% de lo observado en el control negativo 

[66]. 

 

2.10 Análisis Estadístico 

 

Los datos analizados entre las cepas de Vibrio spp. tuvieron un análisis estadístico de 

ANOVA y prueba de Tukey con un nivel de significancia de p ≤ 0.05 se utilizó el 

programa GraphPad-Prism 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 

 

3. CAPÍTULO III. PRESENTACIÓN DATOS Y RESULTADOS 

 

 

3.1 Caracterización Bioquímica 

 

Las fracciones obtenidas por cromatografía en fase reversa (RP-HPLC) se usaron para 

identificar y aislar las familias proteicas del veneno, y particularmente para caracterizar la 

toxina de interés (PLA2 Lys-49) aplicando tres criterios: i) el tiempo de retención de cada 

familia; ii) la masa a partir de las bandas presentes en los geles electroforéticos, y iii) 

estudios previos proteómicos de venenos bothrópicos. A partir de la información del perfil 

cromatográfico y electroforético se identificó la presencia de las fosfolipasas (svPLA2). En 

el perfil cromatográfico se presentó un pico relevante que eluyó en el minuto ≈40 (Figura 

3). En la región central del cromatograma se encontró la isoforma catalíticamente inactiva 

PLA2 Lys-49, mientras que la isoforma ácida PLA2 Asp49 eluyó en el minuto 55 

aproximadamente.  

 

Se aisló la PLA2 Lys-49 de los especímenes anteriormente descritos en la sección 2.1, 

se procedió a liofilizar el pool de fracciones de cada espécimen. Sin embargo, no todos 

los especímenes proporcionaron suficiente cantidad de PLA2 Lys-49 liofilizado, por lo que 

solo se consideró el espécimen ubicado en la Reserva Oña-León de la provincia del 

Azuay con el código (0736) (Anexo 1).  En el cromatograma de la Figura 3, se visualiza 

un pico con mayor incidencia denominado PLA2, el cual fue aislado realizando 11 corridas 

cromatográficas obteniendo así, la fosfolipasa A2 Lys-49 de B. asper, para su 

caracterización estructural y funcional. Cabe destacar para evitar contaminaciones se 

procedió a colectar solo la parte central del pico. Se obtuvieron 1.5 mg PLA2 Lys-49 

liofilizado, siendo la única muestra considerada para este estudio (Anexo 2).  

 

 
Figura 3. Perfil cromatográfico mediante RP-HPLC del veneno de B. asper. 
Realizado por: Ortega, Josselyn, 2023. 
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El pico prominente etiquetado como 1, se recolectó y posteriormente se identificó como PLA2 

perteneciente a la isoforma catalíticamente inactiva Lys-49 tinturada de color gris, mientras que 

el pico 2 pertenece a PLA2 Asp49 catalíticamente activo. El gradiente de acetonitrilo (ACN) 

aplicado para la elución se mostró como una línea discontinua roja. 

 

Las fracciones obtenidas por RP-HPLC se analizaron por SDS-PAGE en condiciones 

reductoras y se evidenció la presencia de varias familias de proteínas del veneno de B. 

asper. En el gel electroforético se observaron al menos ocho familias. Entre ellas, se 

observaron las desintegrinas (3-5 kDa), las fosfolipasas (PLA2) que poseen una masa 

de (13-15 kDa), las metaloproteinasas tipo I (PI-SVMP’s) (20-30 kDA), serinproteasa 

(SVSP’s) (35-40 kDa), metaloproteinasas II (PII-SVMP’s) (45 kDa), las L-Amino oxidasa 

(LAAO’s) y las metaloproteinasas tipo III ( PIII-SVMP’s) (70-90 kDa) (Figura 4 y 6). La 

fracción 1 correspondiente a PLA2 Lys-49, en condiciones desnaturalizantes, mostró ser 

un monómero con una masa molecular de alrededor de 13 a 15 kDa (Figura 3 y 4). 

 

  
Figura 4. Perfil electroforético en condiciones reductoras de las fracciones 

separadas por RP-HPLC. 
               Realizado por: Ortega, Josselyn, 2023 

 
 

En los geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) de las fracciones obtenidas por RP-HPLC del veneno 

de B. asper, se evidenciaron las masas moleculares de las familias proteicas del veneno. M: 

marcador de masa molecular y al borde derecho del gel la identificación de familias. 
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3.2 Análisis de pureza de PLA2 Lys-49 

 

La homogeneidad y la pureza de la fracción fueron confirmadas nuevamente por RP-

HPLC, mostrando un único pico bien resuelto en la región central con un tiempo de 

elución de 33 minutos, correspondiente a la proteína PLA2 Lys-49 (Figura 5). La 

cuantificación de la abundancia relativa de la proteína se midió a partir de la integración 

del área bajo la curva, mostrando una pureza del 99.06%, siendo idóneo para los 

posteriores ensayos. 

 

 
Figura 5. Perfil cromatográfico de la PLA2 Lys-49 liofilizada ubicada en la región central    

obtenida por RP-HPLC.  
  Realizado por: Ortega, Josselyn, 2023. 

 

La corrida fue monitoreada a 215 nm y el gradiente del solvente empleado se muestra con la 

línea discontinua roja durante 60min.  

 

Por otro lado, se analizó el veneno total desecado proporcionando información acerca 

de todo el contenido proteico del veneno de B. asper y la fracción de interés aislada y 

liofilizada correspondiente PLA2 Lys-49 revelando una banda electroforética bajo 

condiciones reductoras con masa molecular aproximadamente de ~14 kDa, lo que 

confirma el nivel de pureza y su naturaleza monomérica (Figura 6). 
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Figura 6. Gel de electroforesis en poliacrilamida (SDS-PAGE, condiciones 

reductoras) del veneno total desecado y PLA2 Lys-49 purificado de B. 
asper. 

                    Realizado por: Ortega, Josselyn, 2023. 
 

Se etiquetó el veneno total desecado y la toxina purificada en la parte superior. En el lado izquierdo 

se describen como M: marcadores de masa molecular (kDa), mientras que en la parte derecha se 

encuentra las familias de proteínas más abundantes.  
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3.3 Análisis de la estructural primaria de la PLA2 Lys-49 

 

3.3.1 Determinación de masa molecular intacta de PLA2 Lys-49  

 

 
Figura 7. Espectro de masas por ionización electrospray acoplada a espectrometría de 

masas (ESI-MS) de PLA2 básica (Lys-49) aislada de B. asper. 
Realizado por: Ortega, Josselyn, 2023. 

 

La PLA2 Lys-49 purificada se analizó por cromatografía de ultra eficiencia acoplado a 

espectrometría de masas mediante la interfaz de ionización electrospray (ESI-MS) en 

modo scan (Figura 7). En el espectro de masa se observan los iones de carga múltiple 

m/z: desde 9+ m/z=13.657,02, 10+ m/z= 13.658,10, 11+ m/z= 13.660,17, 12+ m/z= 

13.659.16 y 13+ m/z= 13.662,20. El ion con carga 11+ m/z tuvo mayor intensidad 

relativa. Además, mediante el análisis de desconvolución se obtuvo la masa molecular 

de 13.649,17 Da. de PLA2 Lys-49, lo que coincide con la masa molecular relativa 

observado por SDS-PAGE. 
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3.3.2 Caracterización parcial de la estructural primaria 

 

Para llevar a cabo la identificación molecular y el estudio del homologo, se realizó una 

caracterización parcial de la proteína PLA2 mediante digestión proteolítica seguida de 

una combinación de técnicas analíticas de cromatografía líquida (LC) con 

espectrometría de masas en tándem y análisis bioinformático. Para el proceso de 

descomposición de la proteína en péptidos y su posterior análisis por espectrometría de 

masas, se empleó una digestión enzimática en solución con tripsina y endoproteinasa 

(Lys-C). Esta técnica permitió la identificación y cuantificación de la isoforma de PLA2 

para obtener secuencias de aminoácidos de iones peptídicos dobles y triples cargados. 

La interpretación de los espectros se realizó utilizando el programa MASCOT 

DISTILLER 2.7 y se compararon con la base de datos Swiss-Prot/TrEMBL para 

identificar la toxina. Se identificaron trece péptidos (Tabla 1) a partir de la proteína 

digerida, lo que permitió confirmar y clasificarla como una isoforma básica de PLA2 Lys-

49. Se obtuvieron 82 residuos de aminoácidos conformados por los trece péptidos, lo 

que representa una caracterización parcial del 70% de la secuencia de PLA2 Lys-49. Los 

resultados obtenidos proporcionan información valiosa para comprender mejor las 

propiedades y la estructura de la proteína PLA2 Lys-49 de B. asper. 

 
 

Tabla 1. Fragmentos pépticos de Lys C y tripsina de PLA2  Lys-49 de B. asper obtenidos 
por secuenciación LC-MS/MS 

No. Fragmento del péptido Masa Molecular (Da) Precisión 

(ppm) 
Mono 

isotópica 

Teórica 

1 MILQETGK 918.4738 918.4844 -0.0107 

2 SYGAYGCNCGVLGRGKPK 1942.9350 1942.9142 0.0208 

3 DATDRCCYVHK 1423.6167 1433.5973 0.0194 

4 KLTGCNPKK 1044.5734 1044.5750 -0.0016 

5 DRYSYSWKDK 1346.6113 1346.6255 -0.0142 

6 DRYSYSWK 11a03.5066 11035036 0.0031 

7 TIVCGENNSCLK 1393.6519 13936330 0.0189 

8 ELCECDK 9523.581 952.3630 -0.0049 
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9 SYGAYGCNCGVLGR 1532.6955 15326.500 0.0455 

10 KLTGCNPK 9164.832 916.4800 0.0032 

11 TIVCGENNSCLK 1393.6717 1393.6363 0.0387 

12 ELCECDKAVAICLR 1735.8324 1735.8055 0.0269 

13 AVAICLR 801.4483 801.4531 -0.0048 

Realizado por: Ortega, Josselyn, 2023 
 

La isoforma PLA2 Lys-49 de B. asper aislada se redujo, alquiló y digirió con enzimas proteolíticas 

como: Lys C se obtuvo 8 péptidos y con la enzima tripsina se obtuvo 5 péptidos marcados con 

color gris.  

 

Se construyó la secuencia consenso de PLA2 Lys-49 a partir de los fragmentos 

peptídicos, con lo cual se obtuvo una secuencia parcial que abarca el 70% de toxina. 

Esto se realizó, a partir de la plantilla obtenida de Uniprot de la proteína básica aislada 

de B. asper perteneciente a la isoforma catalíticamente inactiva Lys-49. Los péptidos se 

compararon con otras proteínas similares obtenidas del veneno de serpiente desde la 

base de Blast del NCBI, revelando similitudes con otras PLA2 básicas de la familia 

Viperidae del grupo IIA que han sido purificadas y caracterizadas en estudios anteriores. 

 

La alineación múltiple de secuencias de proteínas se realizó con programas 

bioinformáticos como Clustal Omega y T-coffee, permitiendo realizar comparaciones 

estructurales y validaciones de porcentaje entre homologías con otras fosfolipasas A2.  

Evidenciándose con una alta similitud con otras serpientes del género Bothrops, en 

especial con Bothrops alternus, con un 98% de conservación de residuos perteneciente 

a la secuencia PLA2 Lys-49. La alineación respalda la similitud entre el modelo generado 

y la proteína de B.asper (Figura 8). 
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Figura 8. Alineación de la secuencia de aminoácidos de la isoforma básica de PLA2 

(Lys-49) de B. asper similares a los venenos de otras serpientes 
  Realizado por: Ortega, Josselyn, 2023. 

 

Las secuencias similares se adquirieron a través de Blast/p y el modelamiento y alineación se 

realizó mediante Cluster Omega y el software T-Coffee. Los asteriscos indican (*): residuos 

idénticos, (:): residuos similares y (.): residuos semiconservados con propiedades poco similares. 

Se indica a la izquierda la especie y en el lado inferior derecho el porcentaje de identidad con los 

homólogos de la PLA2. 

 

3.4 Predicción de péptidos antimicrobianos  

 

La herramienta “AMPfun” predice los posibles péptidos antimicrobianos (AMP), los 

cuales se obtuvieron de la secuenciación de PLA2 Lys-49 con las enzimas proteolíticas. 

Se evaluaron trece péptidos mediante una métrica basada en el área bajo la curva ROC, 

el cual mide la capacidad de modelo para distinguir entre péptidos AMP y no-AMP. 

Además, se utilizó una combinación de características físicas, químicas y descriptores 
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secuenciales para confirmar si los péptidos eran antimicrobianos. En la Tabla 2 se 

observó que los péptidos con una puntuación alta ≥0.80 posiblemente tengan actividad 

antimicrobiana destacando su actividad como AMP. Sin embargo, para bacterias Gram 

positivas y negativas, la puntuación alcanzó un valor ≤0.75, cabe recalcar que se debe 

considerar un valor >0.7 para una discriminación adecuada. Se destacaron dos péptidos 

con alto valor de predicción para AMP, bacterias Gram positivas y negativas, lo que los 

convierte en posibles candidatos ideales para futuras investigaciones.  

 

Tabla 2. Predicción bioinformática mediante AMPfun del potencial antimicrobiano 

de los péptidos de PLA2 Lys-49  
Nº Secuencia AMP Gram 

positive 

bacteria 

Gram 

negative 

bacteria 

1 MILQETGK 0.967 0.525 0.443 

2 SYGAYGCNCGVLGRGKPK 0.9374 0.6417 0.706 

3 DATDRCCYVHK 0.9449 0.45 0.488 

4 KLTGCNPKK 0.9915 0.7333 0.7009 

5 DRYSYSWKDK 0.9653 0.525 0.5738 

6 DRYSYSWK 0.9364 0.4917 0.5907 

7 TIVCGENNSCLK 0.9458 0.575 0.4511 

8 ELCECDK 0.8842 0.525 0.4669 

9 SYGAYGCNCGVLGR 0.9499 0.65 0.6572 

10 KLTGCNPK 0.9907 0.7333 0.645 

11 TIVCGENNSCLK 0.9458 0.575 0.4511 

12 ELCECDKAVAICLR 0.9182 0.5 0.4075 

13 AVAICLR 0.9897 0.775 0.7566 

Realizado por: Ortega, Josselyn, 2023. 
 

Se han resaltado de color gris a los valores de predicción que superan el umbral de >0.7 para 

bacterias Gram positivas y negativas. Además, se ha destacado el número del péptido con 

valores elevados para estos parámetros. 

 

3.5 Actividad antimicrobiana en PLA2 Lys-49 y veneno puro de B. asper 

 

En cuanto a los resultados del ensayo preliminar de la actividad antimicrobiana, se 

observó alta susceptibilidad frente a las cepas de Vibrio spp. ante las diferentes 

concentraciones tanto para el veneno total desecado y la toxina de interés aislada PLA2 

Lys-49. El veneno total desecado indujo una inhibición total de las colonias bacterianas 

aplicada a todas las concentraciones analizadas teniendo 100% de inhibición. Mientras 
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que, PLA2 Lys-49 aislada mostró tener actividad antimicrobiana, reduciendo el 

porcentaje de unidades formadoras de colonias (UFC) al 15.61% a una dosis de 250 

µg/mL es decir, un 85% de inhibición en un periodo de 24 horas. De igual manera, el 

análisis de varianza y prueba de Tukey mostraron que la interacción entre la dosis y la 

especie es significativa. Esto quiere decir que sí existe diferencia en la susceptibilidad 

de las especies de Vibrio spp. ante las diferentes dosis. Por ejemplo, la cepa de Vibrio 

harveyi mostró mayor resistencia al estar a diferentes concentraciones, lo cual se 

evidencia en Figura 9. 

 

 
   Figura 9. Actividad anti Vibrio 

                Realizado por: Ortega, Josselyn, 2023. 

 
 

(A)Efecto antivibrio del veneno total desecado a diferentes concentraciones, B) PLA2 Lys-49 

purificada frente cepas de Vibrio como: V.harveyi, V.parahemolyticus, V vulnificus. Se evaluó 

la inhibición del crecimiento bacteriano en diferentes concentraciones (0; 31,5; 62,5; 125; 250 

µg/mL) de PLA2 Lys-49 mediante técnica dilución en placa contando las (UFC): unidades 

formadoras de colonia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



28 

 

4. CAPÍTULO IV: INTERPRETACIÓN Y DISCUSIÓN  

 

 

La resistencia a antibióticos en la industria acuícola, particularmente en el caso de los 

camarones blancos (Litopenaeus vannamei), se ha desarrollado en respuesta al uso 

excesivo e inapropiado de los fármacos, lo que dificulta la eficacia de los tratamientos 

actuales en enfermedades como la vibriosis. Para encontrar nuevos compuestos 

antimicrobianos, se ha explorado en la biodiversidad ecuatoriana ‘[67]. Entre ellos, se 

ha encontrado que el veneno de serpientes contiene moléculas de interés terapéutico, 

como la proteína básica de la fosfolipasa Lys-49. Esta proteína presenta efectos 

citotóxicos y miotóxicos que permiten interactuar con la membrana celular bacteriana, 

lo que confiere su actividad antimicrobiana [68]. 

 

En este sentido, se realizó la caracterización proteómica del veneno de B.asper, 

utilizando una combinación de herramientas analíticas las cuales involucran técnicas de 

cromatografía liquida (LC) de alta eficiencia y ultra eficiencia junto a espectrometría de 

masas y electroforesis SDS-PAGE (unidimensional). Siendo fundamentales para 

conocer la complejidad de los venenos [69]. Asimismo, se llevó a cabo un estudio 

preliminar sobre la actividad antimicrobiana de la toxina aislada y purificada para 

combatir cepas de Vibrio spp.  

 

El primer paso fue el fraccionamiento del veneno mediante RP-HPLC, donde PLA2 Lys-

49 tuvo un tiempo de elución de 40 minutos aproximadamente, lo cual se evidenció en 

el perfil cromatográfico (Figura 3) [70]. En los análisis proteómicos, la PLA2 Lys-49 se 

aprecia con una banda electroforética, evidenciando su naturaleza monomérica y una 

masa molecular relativa de ~14 kDa, lo que concuerda con lo encontrado en el gel 

electroforético (Figura 6), al igual que otros estudios que han purificado esta proteína 

del veneno de serpientes [71]. Cabe destacar que en el perfil cromatográfico la toxina 

Lys-49 posee una bifurcación en el pico. En otros estudios se evidencia esta tendencia, 

corroborando el análisis con lo expuesto en los resultados. Es posible que la toxina 

presente esta bifurcación o hombro por su heterogeneidad, es decir los venenos a 

menudo contienen una mezcla compleja de varias variantes de miotoxinas como las 

isoformas codificadas por genes distintos por duplicación y divergencia [20]. Lomonte y 

colaboradores [72], mencionan que la presencia de múltiples isoformas parece ser un 

hallazgo común para las PLA2 el veneno de serpientes, incluso en el veneno de 

serpientes individuales como se mostró en B.asper. Los cambios evolutivos y ecológicos 
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a menudo implican la modificación de rasgos fenotípicos, morfológicos y moleculares en 

una especie. A pesar de que la complejidad genética del veneno de serpiente es 

moderada en términos del número de genes involucrados, la variabilidad en su 

composición es una característica común en todos los niveles taxonómicos. Esta 

variabilidad en la composición del veneno puede estar influenciada por factores como 

la edad, el sexo, la ontogenia y la geografía de las serpientes [3].  

  

La masa intacta de la PLA2 Lys-49 en el veneno de B. asper fue determinada mediante 

cromatografía de ultraeficiencia acoplada a espectrometría de masas mediante la 

interfaz de ionización electrospray (ESI-MS). En un estudio realizado por Mora et al [55], 

se encontró que la ubicación geográfica de las serpientes puede estar relacionada con 

la variación de masas de esta enzima. En la ruta Colombia- Costa Rica (incluyendo 

Ecuador), se caracterizaron PLA2 Lys-49 con una masa molecular de entre 13.532,5 Da 

a 14.033,8 Da. En base a esto, se puede decir que la masa molecular de la proteína de 

serpientes ecuatorianas fue la esperada, con un valor de 13.649,17 Da. Dado que las 

PLA2 del veneno de serpientes no muestran modificaciones postraduccionales, por lo 

que sus valores de masa intacta deberían coincidir con la secuencia de aminoácidos 

como marcadores fiables de identidad [73]. 

 

La proteómica ascendente, en la que se utilizan proteasas para descomponer las 

proteínas en péptidos con un terminal predicho, fue el método que se empleó para 

determinar la estructura principal de PLA2 Lys-49. Después, los péptidos se sometieron 

a una serie de pruebas que implicaban la combinación de otros tipos de métodos 

analíticos, como la cromatografía líquida de ultraeficiencia acoplada a espectrometría 

de masas en tándem (LC-MS/MS). Empleamos un método denominado adquisición 

dependiente de datos (DDA), que consistía en un barrido de iones precursores [69]. Este 

modo incluye un barrido de iones precursores (espectros MS1), que tiene lugar en el 

rango de masas cuadrupolar (Q) (m/z), y está determinado por la abundancia de iones 

peptídicos con carga +2 y +3 en el ESI. Mediante disociación inducida por colisión de 

alta energía (CID), los iones más intensos encontrados en este barrido inicial se separan 

sucesivamente y luego se fragmentan (espectros MS2). El analizador de tiempo de 

vuelo (TOF) se encarga de la detección de los fragmentos producidos. Los espectros 

MS/MS se introducen en la base de datos y se evalúa allí para deducir la secuencia del 

péptido y determinar su identidad (Tabla 1) [74]. 
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Por lo que, de manera parcial se obtuvo 82 residuos de aminoácidos por secuenciación, 

en comparación de la molécula primaria que tiene 122 aminoácidos de PLA2 Lys-49 de 

B. asper, adquirido desde Uniprot [75]. Por lo que, se creó un modelo útil para la 

identificación de estructuras similares a otras especies de serpientes relacionadas a 

PLA2 Lys-49. Gutiérrez et al [76], mencionan que la secuencia venómica parcial es un 

grave inconveniente para la identificación de proteínas en el veneno. No obstante, los 

espectros de fragmentación de iones peptídicos en espectrometría de masas en tándem 

(MS/MS) son una herramienta importante para proporcionar información e identificar 

una proteína similar en la base de datos actual [70]. Por lo tanto, aunque el modo DDA 

mejora la cantidad de la información en el análisis, es importante tener en cuenta que 

algunos precursores pueden ser ignorados debido a la limitación de rango de masa [74]. 

Se debe considerar otros enfoques alternativos para lograr una cobertura más completa 

del proteoma.  

 

La alineación múltiple, se basó en el 70% de la secuencia primaria parcial relacionada 

a una PLA2 Lys-49 del veneno de B. asper, siendo una proteína catalíticamente inactiva 

al tener una singularidad en la posición 49 de la secuencia (PLA2 Lys-49) junto al 

catalizador residual [77]. Además, según estudios, se menciona que la conservación 

estructural y plegamiento proteico de svPLA2 tiene una identidad entre el 40-90% [78]. 

 

La mayoría de los péptidos encontrados en este estudio mostraron múltiples 

alineaciones similares con otras especies de Bothrops relacionados a PLA2 Lys-49 [79]. 

La secuenciación parcial mostró alta similitud con la proteína de Lys-49, con un 98% de 

identidad con Bothrops alternatus. Se observó en la alineación la conservación de 

residuos y una gran cantidad de residuos de Lys(K), Try(Y), Gly(G), demostrando 

características del veneno de una toxina básica como svPLA2, lo que se puede 

evidenciar en la Figura 8 [12]. Además, a partir del análisis comparativo con otros PLA2 

Lys-49 del género Bothrops, también tuvieron similitud con la PLA2 Lys-49 aislada con 

especies como: B. brazili, B. piraja, B. atrox, B. pauloensis, B. moojeni, además de otras 

especies como Lachesis muta muta, y Agkistrodon piscivorus piscivorus [80,82]. 

 

En el estudio preliminar de la actividad antimicrobiana, se expuso que el veneno total 

desecado y PLA2 Lys-49 sobre las colonias de Vibrio spp en ensayos in vitro tuvieron 

efectos significativos. Al aplicar el veneno total, este contiene una variedad de 

componentes, se observó una inhibición total sobre la unidad formadora de colonias 

bacterianas (UFC). Se cree que esto se debe a la sinergia de las proteínas tóxicas 
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presentes en el veneno, como las fosfolipasas A2, que afecta radicalmente la estructura 

de la bicapa lipídica y conduce a la degeneración intracelular y muerte celular necrótica 

[83, 84]. Otro posible componente del veneno, que pudo estar inmerso son la mitigación 

bacteriana son las metaloproteinasas, las cuales pueden afectar la capacidad de las 

bacterias al adherirse a la superficie y formar biopelículas, lo que podría ser útil en el 

tratamiento de infecciones bacterianas resistentes [85]. Es decir, la letalidad del veneno 

podría provenir de una acción combinada de varias toxinas y mecanismos endógenos 

nocivos para las bacterias [86, 87].  

 

En cuanto al tratamiento contra bacterias Gram negativas como el Vibrio spp. frente a 

PLA2 Lys-49 fue la esperada, ya que inhibió el crecimiento de colonias de bacterias al 

85% al estar expuesto a esta toxina (Figura 9). La acción de svPLA2 mantiene sus 

propiedades biológicas como miotoxicidad, edema, actividad anticoagulante, 

antitumoral y antimicrobial. Algunos autores han propuesto que la presencia y la 

abundancia de svPLA2, confiere ventajas evolutivas en procesos adaptativos de las 

glándulas venenosas para evitar la proliferación bacteriana en sus presas [4, 88]. 

Además, al ser una toxina multifuncional induce a efectos mediante la interacción de las 

regiones moleculares, esto se atribuye a su mayor afinidad con la membrana. La PLA2 

Lys-49 es la responsable de la perturbación de la membrana bacteriana y degeneración 

celular permanente [66]. Un estudio realizado por Páramo et al [16], demostró la 

reducción de colonias bacterianas con PLA2 Lys-49 de B. asper tuvo una inhibición en 

Gram negativas de (Vibrio cholerae) del 90%, mientras que en E. coli tuvo mayor 

inhibición 95.4%, siendo el primer mecanismo bactericida independiente de la catálisis 

ejercido por un homólogo de svPLA2. Otras PLA2 Lys-49 del género Bothrops, también 

mostraron efectos bactericidas, como BthTX-i (B. jararacussu) sobre cepas de 

Enteroccus faecalis y E. coli  [89, 90] 

 

El efecto antimicrobiano de PLA2 Lys-49 en cepas de Vibrio spp. probablemente se 

asocia a procesos de adelgazamiento y desestabilización lipídica. Esta proteína se ancla 

a los sitios de carga negativa de la membrana, lo que lleva a su rotura, permeabilidad 

celular, explosión del contenido celular y finalmente la muerte [60]. Estudios realizados 

por Páramo y colaboradores [16], han demostrado el proceso degenerativo de las cepas 

bacterianas al estar expuesta a la toxina (PLA2 Lys-49) de B. asper, se provocó el 

desprendimiento de la membrana interna junto a la formación de gránulos y 

vacuolización en V. cholera, lo que produjo una descomposición celular grave e 

irreversible. Además, Ward et al [91] ha demostrado que el bucle de la región C-terminal 
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de PLA2 Lys-49 posee residuos positivos y aromáticos, lo que permite la hidrolisis 

independiente de calcio y fosfolípidos Debido a probables interacciones electrostáticas 

entre los residuos catiónicos del dominio C-terminal de la PLA2 Lys-49 y los residuos 

cargados negativamente en la membrana lo que causa un colapso membranal, 

promoviendo a la desorganización de las bicapas, provocando un influjo de Ca2+  [92]. 

En conjunto, estos hallazgos sugieren que PLA2 Lys-49 podría ser crucial para la 

actividad antivibrica en contra diversos tipos de vibriones [4]. 

 

El uso de herramientas bioinformáticas no solo es útil en el diseño de nuevos péptidos, 

sino también para la predicción de su funcionalidad [52]. El uso de predictores peptídicos 

como AMPfun, reveló su capacidad para identificar actividades funcionales en péptidos, 

como su actividad antimicrobiana, antiviral, antiparasitarias, entre otras [93]. En el 

estudio se identificaron trece péptidos y se empleó este predictor, sin embargo, dos 

péptidos destacaron debido a su alto valor tanto para AMP, bacterias Gram positivas y 

negativas, lo que demostró la importancia de los predictores peptídicos en el diseño de 

posibles péptidos antimicrobianos (Tabla 2). Esta herramienta se destaca al 

proporcionar información relevante para desarrollar nuevos compuestos con aplicación 

terapéutica.  

 

Los péptidos antimicrobianos (AMP) encontrados en este estudio podrían ser una 

alternativa para frenar la propagación de patógenos, sin desencadenar resistencia 

bacteriana [94]. Como mencionó Páramo et al [16], al proponer el primer péptido 

sintético de la región C-terminal 115-129 (p115-W3) de la toxina II de B. asper, llamó la 

atención al ser un líder potencial antimicrobiano y antiendotóxico. La reducción de 

colonias para E. coli con un 99% de susceptibilidad, mostrando mayor letalidad que la 

toxina de origen. Otro estudio, comprobó su efectividad al permeabilizar las membranas 

en base a su región C-terminal teniendo interacciones catiónicas e hidrofóbicas [54]. 

Esta propiedad convierte a esta proteína esencial para convertir a pequeños fragmentos 

en modelos moleculares interesante, para la obtención de posibles nuevos péptidos 

funcionales contra diversas bacterias. Además, los péptidos de los venenos podrían 

usarse in vivo en animales acuáticos como los camarones, centrándose en activar la 

respuesta inmune a la infección y evitar la resistencia bacteriana como un posible y 

valioso fármaco antivíbrico [18, 94]. 
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5. CAPÍTULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES  

 

 

En este estudio, se llevó a cabo la purificación y caracterización bioquímica de una 

isoforma básica de PLA2 derivada del veneno de Bothrops asper, utilizando técnicas de 

separación como RP-HPLC y SDS-PAGE en condiciones reductoras. Se evidenció un 

pico y una única banda perteneciente a la PLA2 Lys-49, con un peso molecular de 

aproximadamente 14 kDa, lo que fue corroborado por cromatografía de ultra eficiencia 

(UPLC) acoplada a espectrometría de masas (ESI-MS) con un peso molecular de 

13.659,172 Da. Además, por LC-MS/MS se obtuvo el 70% de la secuencia, que consta 

de 82 residuos de aminoácidos mediante la caracterización parcial de la estructura 

primaria PLA2 Lys-49. Esta secuencia se alineó con otras isoformas de PLA2 Lys-49 de 

diferentes especies, destacando las del género Bothrops. Asimismo, en el estudio 

preliminar se demostró una actividad antimicrobiana significativa, con la capacidad de 

inhibir hasta el 85% de las cepas de Vibrio spp. probadas. Por el contrario, con el veneno 

total desecado se obtuvo un 100% de susceptibilidad, debido a la combinación sinérgica 

de todas las proteínas presentes en el veneno crudo.  

 

Esta investigación podría tener un gran impacto en el sector acuícola, ya que se podría 

evitar las pérdidas de producción de camarón causada por patógenos y posiblemente 

sustituir el uso de antibióticos convencionales. Sin embargo, se requiere más 

investigación para determinar el mecanismo de acción de la toxina en las bacterias y 

evaluar su grado de toxicidad en modelos in vivo. También es importante destacar que 

los péptidos derivados del veneno de serpiente poseen gran diversidad antimicrobiana, 

por lo que sugiere que los péptidos identificados podrían ser una fuente propicia para la 

exploración de nuevos compuestos antimicrobianos. 

 

En investigaciones futuras, se sugiere sintetizar los péptidos hallados y determinar la 

actividad antivíbrica para cepas resistentes a antibióticos. Además, se recomienda 

extraer el veneno de especímenes adultos, ya que poseen una mayor abundancia de 

fosfolipasa Lys-49 PLA2 y presentan una mayor actividad miotóxica y citotóxica, en 

comparación con individuos neonatos o juveniles, lo que ayudara a mejor el rendimiento 

del aislado de Lys-49 PLA2.  

 

Esta investigación establece las bases para el aprovechamiento de los recursos 

genéticos y biológicos del Ecuador, como el veneno de serpientes que se considera un 
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tesoro por sus numerosas propiedades terapéuticas. Demostrando ser valioso para el 

descubrimiento de nuevos agentes antimicrobianos y enfrentar problemáticas de interés 

médico, económico y social. 
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7. ANEXOS 
 

         

Anexo 1. Perfil cromatográfico de los venenos individuales de B. asper 
Realizado por: Ortega, Josselyn,2023. 

 
A) Espécimen neonato de la reserva Buena Aventura Jocotoco ubicada en la provincia del Oro, B) 

Espécimen neonato de la Reserva Jama Coaque en la provincia de Manabí,C) Espécimen juvenil 

del área protegida del Bosque y Vegetación Oña-León ubicado en la provincia del Azuay (Cod 5654), 

se observa que este espécimen posee el mismo hombro en la toxina (Lys-49), D) Espécimen adulto 

del área protegida del Bosque y Vegetación Oña-León ubicado en la provincia del Azuay (Cod 0736), 

en este espécimen se centró la investigación al obtener mayor cantidad de liofilizado. Todas las PLA2 

Lys 49 se etiquetaron como 1. 

 

  Anexo 2. Información de especímenes de B. asper 
Espécimen Ubicación Talla (cm) Estado Corridas 

cromatográficas 

Liofilizado 

(mg) 

Buena aventura Reserva 

Buenaventura 

Jocotoco, en la 

provincia del Oro 

30 Neonato 7 - 

Jamacoaque Reserva 

Ecológica Jama 

Coaque en la 

provincia de 

Manabí 

50 Neonato 9 - 



49 

 

Oña León 1 

(Cod 5654)  

Área Protegida 

del Bosque y 

Vegetación Oña-

León ubicado en 

la provincia del 

Azuay 

95 Juvenil 7 - 

Oña León (Cod 

0736) 

140 Adulto 11 1.5 mg 

   Realizado por: Ortega, Josselyn, 2023. 

 

 

 


