|
F.V V¥V, .\
IKiam:ze
Universidad Pdblica

UNIVERSIDAD REGIONAL AMAZONICA IKIAM

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA VIDA
INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

EVALUACION DEL EFECTO DE TOXINAS PURIFICADAS DE
BOTHROCOPHIAS MICROPHTHALMUS EN
NEUROBLASTOMA HUMANO

Proyecto de investigacion previo a la obtencién del titulo de:

INGENIERO EN BIOTECNOLOGIA

AUTOR: EMILIO GUILLERMO CARBONELLY BENITEZ

TUTOR: PHD. JOSE RAFAEL DE ALMEIDA

Napo — Ecuador

2022



]
F.v, v .\
IKiame
Universidad Publica

DECLARACION DE DERECHO DE AUTOR, AUTENTICIDAD Y
RESPONSABILIDAD

Yo, Emilio Guillermo Carbonelly Benitez con documento de identidad N° 1316555133,
declaro que los resultados obtenidos en la investigacion que presento en este
documento final, previo a la obtencién del titulo Ingeniero en Biotecnologia son

absolutamente inéditos, originales, auténticos y personales.

En virtud de lo cual, el contenido, criterios, opiniones, resultados, analisis,
interpretaciones, conclusiones y recomendaciones y todos los demas aspectos vertidos

en la presente investigacién son de mi autoria y de mi absoluta responsabilidad.

Tena, 15 de julio de 2022

Emilio Guillermo Carbonelly Benitez

1316555133

www.ikiam.edu.ec




Ikiam:e

Universidad Plblica

AUTORIZACION DE PUBLICACION EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL

Yo, Emilio Guillermo Carbonelly Benitez, con documento de identidad N° 1316555133,
en calidad de autor y titular de los derechos morales y patrimoniales del trabajo de
titulacion: Evaluacion del efecto de toxinas purificadas de Bothrocophias
microphthalmus en neuroblastoma humano de conformidad con el Art. 114 del CODIGO
ORGANICO DE LA ECONOMIA SOCIAL DE LOS CONOCIMIENTOS, CREATIVIDAD
E INNOVACION, reconozco a favor de la Universidad Regional Amazénica Ikiam una
licencia gratuita, intransferible y no exclusiva para el uso no comercial de la obra, con

fines estrictamente académicos.

Asi mismo autorizo a la Universidad Regional Amazonica lkiam para que realice la
publicacion de este trabajo de titulacion en el Repositorio Institucional de conformidad a

lo dispuesto en el Art. 144 de la Ley Organica de Educacion Superior.

Tena, 15 de julio de 2022

‘}A, ;'7‘,&)“ I {30 '(Snme S&j

Emilio Guillermo Carbonelly Benitez

1316555133

oquia Muyuna, kilometro 7 via a Alto Tena www.ikiam.edu.ec
apo - Ec I

370 0040 - (06) 299 9160




u
F.V, V. .\
IKiam
Universidad Plblica

CERTIFICADO DE DIRECCION DE TRABAJO DE INTEGRACION CURRICULAR

Certifico que el trabajo de integracion curricular titulado: Evaluacion del efecto de
toxinas purificadas de Bothrocophias microphthalmus en neuroblastoma humano, en la
modalidad de: proyecto de investigacién en formato tesis, fue realizado por: Emilio
Guillermo Carbonelly Benitez, bajo mi direccion.

El mismo ha sido revisado en su totalidad y analizado por la herramienta de verificacién
de similitud de contenido; por lo tanto, cumple con los requisitos tedricos, cientificos,
técnicos, metodoldgicos y legales establecidos por la Universidad Regional Amazénica

Ikiam, para su entrega y defensa.

Tena, 15 de julio de 2022

JOSE RAFAEL
* DE ALMEI DA

José Rafael de Almeida
1757448954

www.ikiam.edu.ec




DEDICATORIA

Nunca tuve todas las oportunidades o recursos que me hubiera gustado tener.
Pero si fui bendecido con la mejor familia, mejores amigos y tutores que
haya podido desear.

Gracias a ustedes, todo esto fue posible.

Lo bueno en una persona, siempre atrae mas buenas personas.



AGRADECIMIENTO

Me ha tomado largos meses de estudio, dedicacion, lagrimas y esfuerzo la realizacion
de este trabajo de tesis, pero, jamas sera igual al esfuerzo que puse en resumir todos
los agradecimientos que tengo por cada una de las personas que conoci durante mi
carrera universitaria. Para mi madre, por ser la mujer mas fuerte que he conocido al criar
a 3 hijos y darles el mejor de los legados, la educacion para ser un profesional que ame
su trabajo. A mi padre, que me ensefié el valor del trabajo arduo y el autosacrificio por
las personas que amas. A mis hermanos, que no dudaron en darme su mano en los
momentos mas dificiles de mi vida y apoyarme incondicionalmente en cada una de las
decisiones que tomé para nuestra vivencia en una ciudad donde no tuvimos a lado a

nuestros padres.

Agradezco desde lo mas profundo de mi corazén a mi tutor Rafael que nunca me dio la
espalda durante los 6 afios que llevo conociéndolo, dandome consejos, regafios y me
traté como a un hijo para él. Jamas me va a alcanzar la vida para agradecer todo el
apoyo que me dio a lo largo de mi carrera y que ayudaron a formar no solo a un
profesional, si no a una mejor persona. Agradezco a Bruno que, sin él, este trabajo de
tesis no hubiera podido culminarse y que, si bien, no tengo afios conociéndolo demostro

ser una excelente calidad de persona y siempre me brind4 un carifio incondicional.

Mi mas sincera gratitud a Carolyn Rosales y Kamila Jurado que fueron las dos personas
mas importantes en estos Ultimos meses de culminacion de mi tesis. Sin ustedes, yo no
habria podido con todos estos retos que tuve que superar. A Carolyn, que, aunque
jamas pueda devolver toda la ayuda que me obsequié desde que nos conocemos, le

agradezco infinitamente y la llevaré siempre en mi corazon.

Doy las gracias a Reny Jaramillo por ser la mejor amistad que pude encontrar en la
universidad, sin él, nunca hubiera tenido las mas gratas experiencias que me llevo de
mi trayecto universitario. Agradezco a Anggie Medina que sin falta siempre me apoyo

durante estos ultimos meses de realizacion de la tesis.

Y, por ultimo, quiero dar las gracias nuevamente a la mujer mas importante en mi vida,
mi madre. Sin ella, no seria la persona que soy ahora ni tuviera los animos de superarme
alun mas. Gracias por demostrarme el amor incondicional de una madre por su hijo,
gracias por cada gota de sudor, por cada noche de desvelo, por cada te amo a la lejania
y, sobre todo, doy gracias con todo mi ser, poderte llamar mama. Gracias infinitas por

haberte convertido en el mejor simbolo para mi y mis hermanos.

Vi



TABLA DE CONTENIDO

DECLARACION DE DERECHO DE AUTOR, AUTENTICIDAD
Y RESPONSABILIDAD ...ttt e e e e e ii

AUTORIZACION DE PUBLICACION EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL............ iii

CERTIFICADO DE DIRECCION DE TRABAJO DE INTEGRACION CURRICULAR....iv

DEDICATORIA . ..ot e et e et e ettt e e e et e e e eaaanas iv
AGRADECIMIENTO ..ttt e et e et e e e et e e e e aba e eaeees Vi
INDICE DE TABLAS .....oitiiiiiiietitetetete ettt es et ese e st e st ee e e s sese e eeesene s X
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt st nene e Xi
e S U 1Y TP Xii
F o IS 7 3 LU PRSP Xiii
CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION ................... 1
1.1. F AN a1 (=Tot =T 1= ) (= PP 1
1.1.1. Céancer: Fundamentos y epidemiologia............cccceeeeiiiiiiiiiiiiccii e, 1
1.1.2. Tratamientos actuales contra el CANCEr............ccccooviiiiiiiiiiiii 2
1.1.3. Alternativas a los tratamientos actuales .............cccooooiiiiiiiiieiiiiiiieee. 3
1.1.4. TOXINAS ettt e e 4
1.1.4.1. ACELICOIINESIEIASA ...t 5
1.1.4.2. L-aMIN0 OXIOBSAS .....veviiieieiiiiiiiiiii et 5
1.1.4.3. HIAIUIONIAASAS .......vviiiiiiiieii e 6
1.1.4.4. Y= (g To T o] (0] (=T 7= 1 6
1.1.45. FOSTOlPASAS Az ..o e 7
1.1.46. YTz o] o] £0] (ST= 1ST= F- P UURRTR 7
1.1.5. Bothrocophias en ECUador...........c.ooooiiiiiiiiii e 8
1.2. Planteamiento del problema..............oiiiiiiiiiic e 9
1.3. Justificacion de 1a investigacion ..............ccccceiiiieiiiiiiiie e 10
1.4, Objetivos de 1a iINVESHIgaCION ...........cceviiiiiiiiic e 11
1.4.1. ODbJetiVO GENEIAL.......ccieeeeiiee e 11



1.4.2. ODbjetivOS @SPECITICOS ..o 11

CAPITULO IIl: MARCO METODOLOGICO .....ccoiiiiiieieieceee e, 12
2.1 V4] 01T 0T 1 TSP TR UPPRRTT 12
2.2. 1021 (oo [0 1T P PP P PP PPRTTR 12
2.2.1. Evaluacion del potencial citotoxico del veneno............ccccuvvvevveeeeininnnnee. 12
2.2.1.1. Descongelamiento y cultivo de la linea celular..............ccccccceeeeenns 12
2.2.1.2. Mantenimiento y replique de la linea celular .............ccccvviiiiiennnn, 12
2.2.2. ENSAYOS M T .o e 13
2.2.2.1. Cosecha de 1as CEIUIAS ........ccooiuiiiiiiiiie e 13
2.2.2.2. Adicién de las fracciones, veneno crudo, MTTy SDS..................... 13
2.2.3. ENSay0s hemOIItICOS ......uvviiiiiiiiiiiiiiiiee e 14
2.2.4. Fraccionamiento del veneno de Bothrocophias microphthalmus

POr RP-HPLC. ..o e e 15
2.2.5. Cromatografia de las fraCCiones............cceeeviiiiiiiiiiic e, 15
2.2.6. ElECIIrOfOreSIS ..ccoiie e 15
2.2.7. Evaluacién del potencial citotoxico de las toxinas mas abundantes ....... 16
2.2.8. Actividad hemolitica de las toxinas mayoritarias ..........cccceeeeeevvvvevvinnnnnnn. 16
2.2.9. ENSayos €NZIMALICOS ........coouviiiiiiii e 16
2.2.9.1. Actividad SErNOPrOtEASA.........cccvieviiiiii e e 17
2.2.9.2. Actividad caseinOlitiCa.............eevveiiiiiiiiiiiiiee e 17
2.2.9.3. Actividad fOosfolipasa Az.....ceeei i 17
2.2.10. Espectrometria de Masas .......cccooeeeeiiiiiiiiiiiii e 18
2.2.11. ANAIISIS €StAAISTICO. .. .eeiiiiiiiiiiiii e 18
CAPITULO Ill: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS .....cccoveveeveciecreeeene, 19
3.1. Actividad CitotOXiCa del VENENO .........cceiiiiiiiiiiiiiiiieeeee et 19
3.2. Perfil bioquimico del pool de veneno de Bothrocophias microphthalmus ...... 20
3.3. Cromatografia de alta reSolUCION ........ccoooeeiiiiiiiiiiii e 23
3.4. Efecto citotoxico de las toxinas purificadas ...........ccccceeeeeeeeiee 24

viii



3.5. Caracterizacion de actividad €nNzimMAtiCa.........coueeeeeeee e 27

3.6. Espectrometria de masas de la fraccion 18.............ccccceeeeeiiei e 29
CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION.......coooiiiiieieie e, 31
CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.......c.cooiiiiiiiiiiiiiecei 35
REFERENCIAS. ...t e et e et e e e et e e e aba e 0



INDICE DE TABLAS

Tabla 1-1. Cantidad de toxina liofilizada obtenida de las fracciones
purificadas por RP-HPLC. .......ccoooiiiiiiee e e e e 22



INDICE DE FIGURAS

Figura 1-12: Efecto del veneno de Bothrocophias microphthalmus

sobre la linea celular SH-SY5Y ... 19
Figura 2-12: Ensayos de hemodlisis del veneno de Bothrocophias microphthalmus. ...20
Figura 3-12: Perfil cromatografico obtenido por RP-HPLC del

veneno de la serpiente Bothrocophias microphthalmus.......................... 21

Figura 4-12: Comparacion de la absorbancia entre las fracciones

purificadas Por RP-HPLC. ..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 22
Figura 5-12: Peso molecular de las fracciones obtenidas por

RP-HPLC con mayor absorbancia por SDS-PAGE ..........ccccccvvvvviviiinnnee. 23
Figura 6-12: Cromatografia por RP-HPLC de las fracciones purificadas

F13 (A), F14 (B) Y F18 (C)..veveeeeeeeeeeeeeeeeee e 24

Figura 7-12: Efecto de las fracciones 13,14 y 18 de Bothrocophias

microphthalmus sobre la linea celular SH-SY5Y ..., 25
Figura 8-12: Obtencion del ECso de la fraccion y del veneno de

Bothrocophias microphthalmus sobre la linea celular SH-SY5Y............. 26
Figura 9-12: Ensayos de hemodlisis de las fracciones F13, F14, F18

del veneno de Bothrocophias microphthalmus ..., 27
Figura 10-12: Caracterizacion enziméatica de las actividades

fosfolipasicas, proteoliticas y caseinoliticas del

veneno de Bothrocophias microphthalmus. ..., 28
Figura 11-12: Caracterizacion enzimatica de la actividad

caseinolitica de las fracciones 13, 14 y 18..........ocvviiiiiiiieiiiiiiiicie e, 29
Figura 12-12: Espectrometria de masas de F13 en un

barrido espectral de 800 a 1300. ...........ccevviiiiiiiiieeieieie e 30

Xi



RESUMEN

La terapia contra el cancer representa un importante desafio para la medicina moderna
debido a la toxicidad y dependencia de dosis mas altas de los quimioterapéuticos tras
generar resistencia presentada por algunos tipos celulares. En este escenario, recursos
biolégicos abundantes en paises biodiversos como Ecuador permiten la basqueda de
moléculas novedosas con potencial farmacologico. Por ejemplo, los venenos de
serpientes son considerados cocteles de moléculas biol6gicamente activas que pueden
modular diversos procesos biologicos de las células y funciones fisiol6gicas. En este
estudio se caracterizé parcialmente el veneno de Bothrocophias microphthalmus y sus
toxinas mayoritarias y, se evallo su efecto sobre la linea SH-SY5Y. Las tres proteinas
mas abundantes fueron purificadas mediante cromatografia liquida (RP-HPLC) y SDS-
PAGE. EIl veneno es rico en metaloproteasas del tipo | y Ill. Por otro lado, el veneno
crudo redujo significativamente la viabilidad de la linea celular, incluso en las
concentraciones mas bajas, tales como 12.5 y 25 ug/mL y, no afecté la integridad de la
membrana de los eritrocitos de manera significativa. De las toxinas purificadas se
reporté una metaloproteasa (F18) no hemolitica y con una ligera toxicidad sobre la linea
celular SH-SY5Y (F18: ECso: 420.9 ug/mL). Esta toxina pertenece al tipo |, caracterizado
por un peso molecular de 23000 Da. En conclusion, la presente investigacion evidencia
la importancia de caracterizar venenos de serpientes de especies del pais para asi
ofrecer mas informacion sobre componentes potenciales que tengan actividades

farmacoldgicas de gran interés.

Palabras claves: Cancer, caracterizacion, citotoxicidad, metaloproteasa y purificacion
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ABSTRACT

Cancer therapy represents a major challenge for modern medicine due to the toxicity
and dependence of higher doses of chemotherapeutic agents after generating resistance
presented by some cell types. In this scenario, abundant biological resources in
biodiverse countries such as Ecuador allow the search for novel molecules with
pharmacological potential. For example, snake venoms are considered cocktails of
biologically active molecules that can modulate various cell biological processes and
physiological functions. In this study, Bothrocophias microphthalmus venom and its main
toxins were partially characterized and their effect on the SH-SY5Y line was evaluated.
The three most abundant proteins were purified by liquid chromatography (RP-HPLC)
and SDS-PAGE. The venom is rich in Pl-metalloproteinases and Pll-metalloproteinase.
On the other hand, the crude venom significantly reduced the viability of the cell line,
even at the lowest concentrations such as 12.5 and 25 pg/mL and did not significantly
affect the integrity of the erythrocyte membrane. Of the purified toxins, a non-hemolytic
metalloproteinase (F18) with a slight toxicity on the SH-SY5Y cell line (F18: EC50: 420.9
pHg/mL) was reported. This toxin belongs to type |, characterized by a molecular weight
of 23,000 Da. In conclusion, this research shows the importance of characterizing snake
venoms of species from the country is evidenced in order to offer more information on

potential components that have pharmacological activities of great interest.

Keywords: Cancer, characterization, cytotoxicity, metalloprotein and purification.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Antecedentes

1.1.1. Cancer: Fundamentos y epidemiologia

El cancer es la segunda causa de fallecimiento a nivel mundial representando asi un
relevante y creciente problema de salud publica con terapias limitadas [1-3]. Las
estadisticas globales de cancer (GLOBOCAN) realizadas en 2020 mostraron que hubo
mas de 19.3 millones de nuevos casos de cancer y alrededor de 10 millones de muertes
debido a la enfermedad. A su vez, se espera un aumento a 28.4 millones de nuevos
casos para 2040 [4,5]. A pesar de que las técnicas para la deteccién temprana de la
enfermedad han mejorado, la proliferacién celular descontrolada y la deficiente
especificidad de los tratamientos la seguird convirtiendo en una de las principales

causas de mortalidad y morbilidad en el planeta durante muchas décadas mas [6].

América se encuentra en el tercer puesto de incidencia de cancer en el mundo (20,9%),
solo por debajo de Europa (22,8%) en un 2% tanto para hombres como mujeres. A pesar
de que se estimd que se llegarian a los 20 millones de casos nuevos para 2025, esta
cifra se alcanz6é en 2020, volviendo al cancer un grave peligro para la salud a nivel
mundial [4,5]. Si bien, el cancer es una enfermedad que asedia el planeta entero, mas
del 65% de los nuevos casos ocurren en paises en vias de desarrollo en donde tan
solo se dedican el 5% de los recursos globales disponibles para combatir el cancery,
ademas, los riesgos de exposicién a diversos compuestos cancerigenos son mayores
[125,126]. Para finales de 2020, en cada una de las provincias de Ecuador, se registré

gue una de las principales causas de mortalidad fue el cancer [124].

El neuroblastoma es considerado uno de los tumores sélidos mas comunes en la
poblacién infantil, llegando a desarrollarse en menores de un afio de edad [127]. En
Europa y Estados Unidos esta enfermedad ocup6 el 28% de los casos de cancer
registrados en infantes [128]. Aungue, el neuroblastoma no es considerado uno de los
casos mas comunes de cancer registrados en Ecuador debido a que la poblacién de
ninos menores a 3 afos no es la mas representativa para el pais, posee una tasa de

mortalidad en nifios menores a 1 afio de mas del 50% [129]. Estas cifras pueden variar
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debido a las complicaciones que tienen las actuales formas de tratamientos (cirugia
invasiva) en menores de edad [130]. Es por ello, que la baja frecuencia de desarrollo de
neuroblastoma sumado a la corta edad de los infantes representa un grave desafio para
las quimioterapias colocando como objetivo de los principales centros neuroquirdrgicos,
las mejoras de las terapias actuales para disminuir los altos porcentajes de mortalidad
[129].

1.1.2. Tratamientos actuales contra el caAncer

El cancer ha sido considerado una enfermedad radical por lo que la evolucién de su
tratamiento requiri6 de medidas exageradas para suplir la falta de eficacia de las
terapias. Todos los esfuerzos y avances en el desarrollo de técnicas de diagnostico y
terapias contra el cancer continlan sin superar la resistencia a los agentes
guimioterapéuticos generada tras los tratamientos, alergia a los medicamentos, la
especificidad y alta toxicidad de los farmacos. Por lo general, cada uno de estos desafios
se convierten en los desencadenantes de recaidas que pueden empeorar la salud del

paciente y aumentar la posibilidad de su muerte [1,4,6,7].

En el siglo XIX, el uso de cirugia invasiva y la medicacion de bleomicina durante las
guimioterapias, mantuvieron su permanencia como terapia durante décadas a pesar de
las graves secuelas que dejaban en los tejidos [17]. La quimioterapia, radioterapia y
guimioterapia pueden provocar infertilidad [17,27], los desérdenes del sistema
inmunitario [28] y resistencia a los quimioterapéuticos, respectivamente. A pesar de ello,

aun son consideradas la primera linea de tratamientos contra el cancer [1,6,17].

Debido a las falencias de cada uno de las terapias nombradas anteriormente, la
busqueda para el desarrollo de nuevas estrategias nunca se ha detenido, generando
asi investigaciones con células madre o el uso de biomoléculas activas purificados de
animales [15,16]. A medida que el tiempo transcurre y continla sin aparecer medidas
eficaces para los tratamientos se continda abriendo paso un sinnimero de
investigaciones sobre el cancer. Dentro de estas estrategias podemos encontrar el uso
de modelos de tumores en animales y la inmersion de diversos campos cientificos como
la inmunologia y la biologia molecular, los cuales produjeron los actuales tratamientos

con inhibidores o pequefios anticuerpos monoclonales [17-19].



El uso de agentes alquilantes, antimetabolitos y moléculas a base de metales
aparecieron como opciones de terapia pese a los graves efectos secundarios que
producian en el paciente. Sin embargo, la diversidad de tratamientos no se detuvo
solamente en la busqueda de nuevas terapias, sino también en la mejora de las
actuales, lo cual llevo a la combinacion de varias ellas para conseguir respuestas

positivas en la salud del paciente [25].

La diversidad de enfoques que han aparecido para el desarrollo de técnicas en el
tratamiento contra el cancer adn continda en evoluciéon hasta disminuir el namero de
limitaciones y efectos secundarios adversos [8,20,21]. En los ultimos afios, para superar
estos retos se puso en desarrollo una estrategia terapéutica potencial, la terapia dirigida
[2,8,9]. Esta herramienta se ha convertido en una de las estrategias con potencial

actividad farmacolégica menos téxicas que se han podido encontrar [10].

1.1.3. Alternativas a los tratamientos actuales

La demanda de estrategias novedosas para el tratamiento de cancer incrementd debido
a las investigaciones realizadas en la terapia dirigida y la basqueda de moléculas con
efectos farmacoldgicos favorables [14,23,25,26]. Bajo esta premisa, el desarrollo
prototipos de medicamentos para quimioterapias se convirti6 en una meta muy
prometedora. Dentro de la terapia dirigida, la busqueda de componentes naturales
nuevos es la base primordial para mejorar la terapia tradicional [6,11]. Para ello, se
requiere del uso de agentes terapéuticos novedosos con actividades farmacoldgicas
favorables que sean capaces de aumentar la eficacia de los tratamientos [9,13].
Actualmente, la Administracién de Drogas y Alimentos (FDA) ha aprobado varios
medicamentos utilizados en las terapias anticancerigenas como la vinblastina y la

vincristina que fueron aislados de la Catharanthus roseus [32].

Para suplir la falta de eficiencia de las terapias actuales, como lo seria la quimioterapia
tradicional, se centrd la blsqueda en el uso de recursos naturales para producir
componentes moleculares altamente selectivos que puedan ser asimilados por los
pacientes de una mejor manera que los componentes sintéticos producidos hasta ahora
[31]. Dentro de estas moléculas de importancia investigativa se encuentran las toxinas
purificadas de animales, primordialmente de serpientes, escorpiones, abejas y avispas,

las cuales han sido ampliamente estudiadas como posibles fuentes de biomoléculas con



potencial activo [2,7,9,12,14]. Por lo que, comienza a aparecer el uso de moléculas
aisladas y caracterizadas de los venenos de animales con potencial farmacolégico para
reducir la toxicidad de las drogas actuales, los efectos secundarios adversos, la
resistencia a las drogas, y a su vez, ampliar el repertorio de farmacos usados en las

terapias anticancerigenas [1,6,7].

Hoy en dia, hay muchos componentes de venenos de animales que han sido utilizados
en la elaboracion de medicamentos debido a sus amplias y diversas actividades
biolégicas y farmacoldgicas. Una de las principales ventajas para utilizar los recursos
naturales provenientes de ellos se debe a su toxicidad sobre lineas celulares
cancerigenas y su alta afinidad por células y tejidos [23,24]. Esto coloca a los venenos
y toxinas de animales como una fuente de recursos terapéuticos debido a la diversidad
y funcional de moléculas con actividad sobre el retraso de crecimiento de células,
antimicrobianas, antimalaricas, inmunosupresoras y en el desarrollo de drogas contra el
cancer [14,25].

1.1.4. Toxinas

Las toxinas son un recurso fundamental en la busqueda de moléculas potenciales con
fines farmacoldgicos para lineas celulares cancerigenas, lo que ha involucrado diversas
investigaciones de toxinas de venenos en campos de nanotecnologia y migracion celular
[33,34]. Muchas toxinas aisladas de animales exhiben un amplio repertorio de diversas
actividades biolégicas sobre el ciclo celular [35], venenos de arafias con actividad
citotoxica para desérdenes cardiovasculares y desarrollo de analgésicos [39], venenos
de escorpiones como fuente de neurotoxinas y agentes antitumorales [37], caracoles
marinos como blogueadores de canales i6nicos [38]. Sin embargo, no hay que dejar de
lado que hay otras fuentes para obtener proteinas citotoxicas ademas de las toxinas, los
mejores ejemplos serian las plantas y las bacterias que principalmente comparten

estudios de agentes antitumorales [43,44].

La aparicidn de estos recursos naturales como fuentes prometedoras de medicamentos
no se hizo esperar. A partir de una toxina aislada del veneno Bothrops jararaca se
desarrollé un farmaco que se convertiria en el primer inhibidor de la enzima convertidora
de angiotensina autorizado por la FDA [45]. Los venenos de serpientes forman una parte

primordial de los recursos de toxinas con potencial terapéutico gracias a que son
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considerados mezclas complejas de proteinas con un alto potencial bioactivo en
diversos procesos celulares [40]. Por ello, son reconocidos como un recurso de gran
importancia en la obtencién de compuestos biolégicamente activos que son capaces de
interactuar de diversas maneras con la célula, por ejemplo: induccién de apoptosis [41],
inhibicién del desarrollo celular [24] o despolarizacion de la membrana celular [42]. Su
potencial citotoxico esta muy relacionado con las alteraciones que pueden realizar las
toxinas sobre el metabolismo celular, lo cual las convierte en el eje central de desarrollo

de drogas quimioterapéuticas [46].

Los venenos de serpientes se caracterizan por tener una enorme variedad de diferentes
componentes que incluyen grandes familias de péptidos en ellas. De entre las familias
mas importantes de péptidos con aplicaciones farmacoldgicas sobre lineas celulares
encontramos las acetilcolinesterasas, L-acido amino oxidasas, hialuronidasas, serino

proteasas, metaloproteasas y fosfolipasas A [47].

1.1.4.1. Acetilcolinesterasa

Las acetilcolinesterasas se encuentran en su mayor parte en los tejidos y tejidos
nerviosos y juegan un papel muy importante en la hidrolizacion rapida de los
neurotransmisores convirtiendo la acetilcolina en colina y acido acético [48]. A partir de
las caracterizaciones que se han realizado de los venenos de serpientes se ha logrado
determinar que la familia Elapidae es una de las mayores productoras de enzimas de

acetilcolinesterasa [49].

La citotoxicidad de estas enzimas sobre células cancerigenas ha sido muy poco
estudiada. A pesar de ello, se ha demostrado que los venenos con mayor porcentaje de
estas toxinas afectan al crecimiento y diferenciacion de células neuronales. Cabe
recalcar, aln se desconoce los mecanismos de por los cuales es toxico para esta linea

celular [87].

1.1.4.2. L-amino oxidasas

Las l-amino oxidasas a pesar de encontrarse en la naturaleza han sido caracterizadas
en su mayoria en los venenos de serpientes. Estas enzimas catalizan la oxidacion de

un l-aminoécido y liberan peréxido de hidrégeno y amoniaco. Han sido descritas en su
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mayoria en los venenos de las familias Elapidae y Viperidae, pero se ha demostrado
que la familia mas rica en estas enzimas es la familia Crotalidae [50,51]. Aunque existen
pocas investigaciones realizadas sobre esta familia se ha logrado evidenciar que poseen
un amplio repertorio de actividades (citotoxicas, edema, apoptosis, hemorragia,
leishmanicida, antibacterial y antiviral) [51].

Dependiendo de la composicion del veneno estas enzimas son las mas abundantes
dentro del veneno. Su capacidad para producir peroxidos libres ha sido de gran
importancia investigativa debido a los efectos bioldgicos que produce sobre las células,
como: la induccién de apoptosis. De esta manera, se han utilizado ampliamente en el
estudio de neoplasmas gracias a su capacidad antiproliferativa [88, 89, 90], leucemias
a través del uso de células de linfoblastos, adenocarcinomas y melanomas demostrando
alta capacidad de fragmentacion del ADN a través de la liberacién de oxigeno reactivo
[46,90,91].

1.1.4.3. Hialuronidasas

Estas enzimas se encuentran presentes en varios venenos de animales, tales como
serpientes [115], escorpiones [116] y abejas [117], ademas de secreciones de bacterias
[118], hongos [119] e incluso nematodos [120]. Las hialuronidasas son capaces de
degradar el hialuronato y las responsables de una actividad que se conoce como factor
de dispersion, la cual facilita el paso de estas enzimas a través de la matriz extracelular
de las células durante el envenenamiento de una serpiente [121,122]. A pesar de los
pocos hallazgos relacionados a su actividad citotoxica sobre lineas cancerigenas y su
baja efectividad sobre el crecimiento de tumores, no se ha descartado su uso en el
cancer de mama. Esto debido a que los niveles de hialuronato suelen ser indicadores
de la agresividad del cancer y su interaccién con la matriz celular a través de las

glicoproteinas transmembranas celulares, llamadas CD44 [114].

1.1.4.4. Serino proteasas

Las serino proteasas son las encargadas de catalizar la ruptura de los enlaces
peptidicos en las proteinas y tienen diversos roles en los procesos de regulacion de la
inflamacién y coagulacion sanguinea [52]. Debido a ello han sido candidatas excelentes

en el desarrollo de farmacos para tratar desordenes de coagulacion sanguinea [53]. Por
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lo general, se encuentran en mayores cantidades en las familias Viperidae, Crotalidae y
Elapidae [54,55,56].

De la misma manera que ocurre con las acetilcolinesterasas, existe una limitada
informacion in vivo e in vitro sobre los efectos en lineas celulares tumorales [94]. Pero,
de manera general, al igual que las metaloproteasas son capaces de interactuar con la
matriz de las células produciendo metastasis y angiogénesis [92,93]. Se ha podido
registrar serino proteasas aisladas de serpientes con actividades similares a la calicreina
humana que han sido descritas como unas proteasas con gran actividad

anticancerigena [95].

1.1.45. Fosfolipasas Az

Las fosfolipasas A; tienen la capacidad de hidrolizar glicerofosfolipidos por lo que juegan
roles muy importantes en la permeabilidad de la membrana liberando de esta manera
acidos grasos Yy lisofosfolipidos lo que facilita la digestién de la presa [45]. Se ha

demostrado que se encuentra presente en las familias Viperidae y Elapidae [60].

Ademads de los efectos miotdxicos de los que son responsables las fosfolipasas gracias
a su capacidad de hidrolizar los fosfolipidos de membrana, se ha estudiado la actividad
citotoxica que posee. Las isoformas de PLA que son llamadas miotdxicas han sido muy
usadas en lineas celulares de leucemia, melanoma y cancer de mama gracias a su
capacidad de producir apoptosis y citotoxicidad [64]. Como se ha demostrado en
diversos estudios algunas fosfolipasas aisladas de especies como Lachesis muta y
Crotalus durisusus demuestran no ser dependientes del tipo de linea celular sobre el
gue actlen gracias a sus diversos mecanismos de interaccién con la célula [66, 96]. Al
mismo tiempo, las PLA: purificadas del veneno y péptidos derivados de las regiones que
otorgan la capacidad citotoxica han sido ampliamente estudiados debido a su gran

capacidad citotoxica y antimicrobiana [97,98,99].

1.1.4.6. Metaloproteasas

Las metaloproteasas son la familia proteolitica mas grande dentro de los venenos de
serpientes y se las puede encontrar en su mayoria dentro de las familias Crotalidae y

Viperidae. [45] Son enzimas dependientes de Zn#* y gracias a ello tienen su principal rol
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en las proteinas de la superficie celular promoviendo la ruptura de los capilares y
favoreciendo la hemorragia en las presas que son victimas de esta familia de enzimas
[58,59].

Varios estudios previos han demostrado que esta clase de toxinas pueden producir
apoptosis en células endoteliales y, aunque se ha visto que, cuando se merma la
actividad proteolitica muchas veces pierden esta facultad apoptoética, hay casos en los
gue esta actividad contintia, como seria el caso de las metaloproteasas con multiples
dominios [100]. A pesar de que no se ha elucidado por completo el proceso por el cual
estas biomoléculas producen la muerte de células endoteliales y epiteliales, se cree que
hay una asociacion entre el corte que se realiza en la interaccion de la matriz celular con
su supervivencia, lo cual no permite el anclaje molecular por parte de las células y se

produce la apoptosis [101,102].

La diversidad de metaloproteasas ha provocado que se aborde estas toxinas desde
diversos enfoques. Las toxinas del tipo | y Ill son las mas representativas dentro del
veneno de serpientes. Las metaloproteasas tipo | son menos hemorragicas que las
metaloproteasas tipo Ill. [104,105]. Las clases de estas proteinas se pueden diferenciar
por el tipo de dominio que posee, tipo | un dominio, tipo Il un dominio de metaloproteasas
seguido por uno de desintegrina y tipo lll con un dominio de metaloproteasa catalitica
dependiente de zinc, desintegrina y un dominio rico en cisteina. Esta ultima, gracias a
los diversos dominios que posee, como seria el caso de las desintegrinas, ha sido
ampliamente estudiada sobre la adhesion y migracion de células de cancer de mama
[58, 103].

1.1.5. Bothrocophias en Ecuador

La caracterizacion de venenos se considera una base en la blusqueda de moléculas con
alto potencial farmacolégico y descubrimiento y disefio de novedosos farmacos con
diversas actividades bioldgicas [64-68]. Existen muchas toxinas que han sido aisladas
a partir de venenos de serpientes y caracterizadas de acuerdo a los tipos de actividades
gue posea, como antiparasitaria, antimicrobiana y con actividades antitumorales y
citotoxicas [69,70]. En 2001, el género Bothrocophias se separ6 del género Bothrops y
comenz6 como un clado independiente. Pronto, se afiadieron 4 especimenes al clado

independiente Bothrocophias campbelli, B. hyoprorus, B. microphthalmus y B. myersi, y
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mas tarde se uniria B. andianus, B. colombianus y B. lojanus [71]. A pesar de que, hasta
la fecha, su género ha sido pobremente caracterizado se cuenta con diversos estudios
relacionados a sus diversas actividades toxicolégicas, siendo la actividad miotdxica la
mas recurrente entre los especimenes que conforman el género, provocando

mionecrosis [61,62].

Actualmente el género Bothrocophias no ha sido del todo explorado en Ecuador,
teniendo hasta ahora solo dos estudios de vendmica referentes a Bothrocophias myersi
y Bothrocophias campbelli en el pais [61, 62]. Por lo que, la caracterizacion funcional de
toxinas del veneno de Bothrocophias microphthalmus (BM) representa una adicion a la
falta de informacion sobre las especies de este género y cubrird el primer reporte

realizado en esta especie.

1.2. Planteamiento del problema

El cancer es un creciente problema de salud publica mundial que consta de terapias
limitadas. Ademas, la resistencia a los agentes quimioterapéuticos, la especificidad de
los medicamentos, la alta toxicidad de los farmacos y las altas dosis que deben ser
suministradas en los tratamientos provocan que las terapias actuales tengan graves
efectos secundarios adversos sobre los pacientes [1,6,7,24]. Los tratamientos mas
comunes para combatir el desarrollo del cancer son la cirugia invasiva [72] y la
guimioterapia [73]. Desafortunadamente, estas terapias provocan problemas a largo
plazo en sus pacientes y, eventualmente, se volveran mas susceptibles al desarrollo de

tumores en su cuerpo [74].

El neuroblastoma es un cancer sélido comldn en la poblacion infantil y tiende a
desarrollarse en nifios menores a un afio de edad. En Ecuador, se registran tasas de
mortalidad de 50% para infantes que padecen esta enfermedad. Aunque su incidencia
no es tan representativa como otros tipos de cancer que asedian al pais, las
complicaciones que tienen los tratamientos actuales (cirugia invasiva) pueden aumentar

las posibilidades de muerte en nifios [127-130].

La situacién actual implica que el cancer continuara siendo una de las principales causas
de muerte en el mundo. Dado que los tratamientos actuales aln pueden mejorarse o

reemplazarse, como es el caso de la cirugia invasiva y la quimioterapia tradicional, la
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busqueda de moléculas con alto potencial bioldgico derivadas de recursos naturales
supone un paso importante en la obtencién de un farmaco [4,6,8]. El interés por obtener
moléculas con potencial biolégico citotéxico a partir de recursos naturales se ha
centrado en las toxinas de serpientes, las cuales demostraron tener un amplio rango de

actividades farmacolégicas [1,57,75-76].

Por lo consiguiente, los hallazgos que se han realizado sobre la actividad citotdxica en
lineas cancerigenas de las toxinas aisladas de venenos de serpientes garantizan la
relevancia de continuar con la basqueda de moléculas prometedoras que mejoren la
eficiencia de los tratamientos actuales [2,23,25]. Bothrocophias microphthalmus es una
serpiente que se puede encontrar en Ecuador y pertenece a uno de los géneros de
serpientes pobremente estudiados dentro de la literatura [61,62]. En consecuencia, el
estudio se centrara en la busqueda de toxinas citotoxicas de una serpiente del género
Bothrocophias para demostrar el potencial de los venenos de serpientes en el
tratamiento del cancer [37,43-44] y, a su vez, aumentar la cantidad de informacién que

se tiene sobre serpientes del pais.

1.3. Justificacion de la investigacion

El potencial farmacoldgico de compuestos bioactivos de los venenos de serpientes ha
sido ampliamente estudiadas y descritas en la literatura [1,2,37,43]. Se considera a los
venenos de serpientes como un coctel de moléculas potencialmente activas con un alto
valor farmacolégico gracias a su amplio repertorio de actividades citotoxicas sobre
lineas celulares [1,75-75]. A pesar de que Ecuador posee una amplia diversidad de
serpientes (237 especies), de acuerdo a las registradas en la pagina web “Reptiles del
Ecuador”, hay muy pocos o nulos estudios sobre caracterizacion de sus venenos y su
potencial farmacoldgico en actividad cancerigena [135]. Como resultado, se recalca la
importancia de caracterizar venenos de serpientes del pais para ofrecer mas
informacién sobre moléculas potenciales con actividades farmacolégicas de gran

interés.

El tratamiento de neuroblastoma con venenos de serpientes no ha ampliamente
explorado en el mundo. Sin embargo, la actual tasa de mortalidad (50%) y las
complicaciones que conlleva realizar cirugia invasiva a menores de 3 afios de edad

puede aumentar este nimero considerablemente [129,130]. Por ello, la evaluaciéon de
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la citotoxicidad de los venenos de serpientes sobre la linea celular SH-SY5Y es de vital
importancia para encontrar moléculas prometedoras. Entre ellos, los péptidos aislados
de Bothrops jararaca [132], las fracciones purificadas del veneno de Protobothrops
flavoviridis, asi como el veneno crudo [133], péptidos de bajo peso molecular aislados
de Bothrops jararaca [134] y fosfolipasas A, dentro del veneno de Naja sumatrana, que
si bien, mostraron una citotoxicidad menor que el veneno crudo ofrecen un primer

acercamiento al descubrimiento de moléculas prometedoras [108].

En este contexto, el veneno de Bothrocophias microphthalmus, ha sido muy poco
estudiado en la literatura y su perfil bioquimico, asi como la caracterizacion de sus
toxinas no ha sido investigado. Por lo tanto, la caracterizacion de las toxinas del veneno
en la busqueda de compuestos citotoxicos para la linea celular SH-SY5Y implica una

oportunidad de descubrir moléculas con alto valor biomédico [1,6,8].

1.4. Objetivos de la investigacion

1.4.1. Objetivo general

Evaluar la accién citotoxica de las toxinas aisladas de Bothrocophias microphthalmus

sobre la linea celular SH-SY5Y y eritrocitos humanos.

1.4.2. Objetivos especificos

Demostrar el potencial citotdéxico del veneno de Bothrocophias microphthalmus sobre la
linea SH-SY5Y Yy eritrocitos humanos.

Purificar y caracterizar las toxinas mas abundantes del veneno de Bothrocophias
microphthalmus

Identificar los componentes del veneno con actividad citotdxica y su efecto hemoalitico.
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CAPITULO Il: MARCO METODOLOGICO

2.1 Venenos

Las muestras de veneno de B. microphthalmus fueron obtenidas de serpientes adultas
de la Amazonia ecuatoriana bajo los permisos del MAE, MAE-DNB-CM-2015-0017 y
MAE-DNB-CM-2019-0115. Para la obtencion del veneno se realizd el procedimiento
descrito por Salazar-Valenzuela [62]. El veneno recolectado se coloc6 en tubos
eppendorf de 1,5 mL y se deshidrato al vacio con sulfato de calcio anhidro. La muestra

deshidratada se almacend a -20 °C hasta su caracterizacion.

2.2. Métodos

2.2.1. Evaluacién del potencial citotoxico del veneno

2.2.1.1. Descongelamiento y cultivo de la linea celular

La linea celular estaba congelada con DMSO, por lo cual, el descongelamiento se
realizd6 gradualmente. La linea celular se mantuvo en bloques frios mientras se
preparaba el frasco estéril de 25 cm? con filtro ventilado en la tapa. Se centrifugd la linea
celular en un tubo cénico de 15 mL a 1500 rpm durante 10 min a 4 °C. Luego se elimin6
el medio sobrenadante y se resuspendio las células en 1 mL de medio RPMI. Las células
se cultivaron en un frasco con 20 mL de medio RPMI suplementado con 15% de suero
fetal bovino (FBS), 1 mM de piruvato sodico, 1% de penicilina/estreptomicina, 40 mM de
HEPES y 2mM de L-glutamina. La linea celular SH-SY5Y (neuroblastoma de tumor 6seo
ATCC® CRL-2266) fue mantenida a 37°C con 5% CO, y cosechadas al 90 % de

confluencia.

2.2.1.2. Mantenimiento y replique de la linea celular

Para observar la confluencia y mantener un seguimiento del medio se observ6 en el
microscopio invertido el estado de la linea celular. Se realizé un cambio de medio cada
dos dias. Para ello, se centrifugd el medio de los frascos a 1500 rpm durante 10 min a
37 °Cy, se resuspendieron en 1 mL de medio. En un frasco nuevo y estéril se coloco el
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1 mL de medio en conjunto con 20 mL de medio RPMI suplementado. El cultivo se
suplemento con 1% de penicilina/estreptomicina. Los subcultivos celulares se realizaron
cuando se alcanzo6 una confluencia cercana al 90% mediante la adicion de 300 pL de
tripsina y una espatula estéril. Los repliques realizados alcanzaron la novena generaciéon

hasta obtener la cantidad de células/mL necesarios para los ensayos.
2.2.2. Ensayos MTT
2.2.2.1. Cosecha de las células

Los ensayos de viabilidad celular se realizaron mediante el ensayo colorimétrico MTT.
Para ello, se cosecharon las células con una confluencia cercana al 90% y se alcanzé
una concentracion de 3x10* células/mL de la linea celular. Por ello, se colocé 10 pL de
medio en una camara de neubauer para medir la concentracién de células/mL. El
contenido de los frascos se centrifugé a 1500 rpm por 5 min a 37°C y tras realizar los
calculos se decidi6 resuspender las células en 15 mL de medio DMEM, véase la Ec.1.
El medio se mantuvo en blogues de hielo hasta ser depositado en una microplaca de 96
pocillos. La microplaca de 96 pocillos se carg6 con 130 pL de medio DMEM con células

y se esperd una aclimatacion de 1 h antes de continuar con el ensayo.

Ec.1: C=— %2510
. : = — %k *
¢ 10

Donde;
C=Concentracion de células/mL
n= numero de células observadas en la caAmara neubauer

2.2.2.2. Adicion de las fracciones, veneno crudo, MTT y SDS

Las fracciones y el veneno crudo se evaluaron en las concentraciones finales de 12.5,
25, 50, 100, 150, 200 y 300 pg/mL disueltos en PBS. Una vez se aclimataron las células,
se adiciond las fracciones y el veneno crudo por triplicado en la microplaca de 96 pocillos

y se dejo en incubacion a 37°C con 5% CO; durante 24 h. Posteriormente, alcanzadas
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las 24 h se afiadio 30 pL de MTT y se dejo incubar nuevamente a 37 °C con 5% CO;
durante 3h. Después, se afiadié 30 uL de SDS al 20% y se procedi6 a realizar la lectura
en un lector de microplacas a 600 nm. El control negativo consté de 130 pL de medio
DMEM con células y el control positivo tenia una concentracion final de doxorrubicina
de 50 mM, ambos por triplicada. Se tomd el control negativo como el 100% de la
viabilidad celular para los célculos del % de viabilidad celular media y se usaron las
medias y la desviacion estandar de las absorbancias obtenidas.

2.2.3. Ensayos hemoliticos

Para la realizacion de los ensayos hemoliticos se prepard una solucion de eritrocitos al
4% (v/v) en 50 mL de PBS 1x autoclavado. Se colocé en varios eppendorfs 200 uL de
cada una de las concentraciones usadas en los ensayos de viabilidad celular para las
fracciones y el veneno crudo, por triplicada, y 200 uL de la solucién de eritrocitos al 4%.
El control negativo usado se preparé con 200 uL de eritrocitos al 4% y 200 pL de PBS
1x. Mientras que, el control positivo contenia 200 UL de eritrocitos al 4%, 195 pL de PBS
1x y 5 uL de Tritdn X-100. Cada uno de los eppendorfs se incubd durante 2h a 37 °C y
después, se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 min. Se tomaron 200 uL del
sobrenadante y se colocaron en una microplaca de 96 pocillos para su lectura a 570 nm
en el lector de microplaca (GloMax® Discover, Promega). Se tomé el control positivo
como el 100% de hemodlisis y se usé el control negativo para la obtencion del % de

hemolisis, véase la Ec.2.

DO — DO,

Ec.2) %H = ———0
(Ee.2) %H = 55—D0, *

100

Donde;

%H: porcentaje de hemdlisis

DO: Valor de la densidad Gptica de la concentracion de las fracciones y el veneno crudo
DOo: Densidad optica del control negativo

DOy: Densidad 6ptica del control positivo
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2.2.4. Fraccionamiento del veneno de Bothrocophias microphthalmus por RP-
HPLC

Para el andlisis por RP-HPLC, se disolvié 3 mg de veneno desecado en 200 pL de buffer
de muestra (0,05%, TFA, 5% ACN y 99,45% agua) y se homogeniz6 en un vortex
durante 2 min. La muestra se colocé en una centrifuga (DLAB) durante 10 min a 13000
rpm. Después se recolectd 200 pL de sobrenadante para la inyeccion en una columna
C18 de HPLC Discovery Bio Wide Pore (250x4 mm, tamafio de particula 5 pum). Se
utilizé un gradiente lineal con una elucién de 1 mL/min de solvente A (0,1% TFA) y
solvente B (acetonitrilo y 0,1% TFA) durante 100 min. Se monitoreé el fraccionamiento
a 214 nm y las fracciones se colectaron manualmente. Se colocé cada una de las
fracciones recogidas en el liofilizador (BenchTop Pro) y se repitié este procedimiento

hasta obtener suficiente cantidad de muestra para los siguientes ensayos.

2.2.5. Cromatografia de las fracciones

La cromatografia de las fracciones purificadas por RP-HPLC se realiz6 con 200 ug de
cada una de ellas disueltas en 200 yL de buffer de muestra (0,05% TFA, 5% ACN y
99,45% agua) y se homogenizdé en vortex durante 2 min. Se centrifugé la muestra
durante 10 min a 13000 rpm y se recolecté 200 puL de sobrenadante para inyectar en
una columna C18 de HPLC Discovery Bio Wide Pore. El gradiente de elucion fue de 1
mL/min del solvente A (0,1% TFA) y solvente B (acetonitrilo y 0,1% TFA) durante 100
min. La corrida cromatogréfica se realizé a 214 nm y se recolecté cada una de las
fracciones de forma manual. Se utilizaron las absorbancias de cada una de las corridas

para obtener el porcentaje de pureza de las fracciones.

2.2.6. Electroforesis

Se sometieron a electroforesis las fracciones con mayor area bajo la curva obtenidas
por RP-HPLC y con cantidad de material liofilizado adecuado. Para la separacion en gel
de poliacrilamida en una cdmara vertical (Thermo Scientific™) se disolvié 100 pg de
cada una de las fracciones liofilizadas en 45 uL de buffer de carga (0,075 M Tris-HCI
(pH 6,8), 10% (v:v) glicerol, 4% (m:s) SDS, 0,001% (m/v) azul de bromofenol). La

electroforesis se realizé en condiciones reductoras con presencia de DTT utilizando una
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concentracion de 5% para el gel de apilamiento y 12.5% para el gel de corrida. La
separacion se realizé a 30 mA durante los primeros 15 min, luego a 70 mA durante los
préximos 30 min y, por ultimo, se subié a 120 mA a temperatura ambiente. Las bandas
se tifieron con 0,2% de azul de Comassie (Blue brillant R-250) durante toda la noche,
se decolor6 el gel con 40% metanol y 10 % acido acético (decolorante) y se eliminé el
excedente de decolorante con agua. Se utiliz6 Runblue Tricolor (Novus biologicals a
biotechne Brand) como marcador de peso molecular.

2.2.7. Evaluacién del potencial citotoxico de las toxinas mas abundantes

El mismo protocolo descrito para el andlisis de la actividad citotdxica del veneno crudo
fue empleado para caracterizacion del efecto citotéxico de las proteinas de mayor

abundancia del veneno de B. microphthalmus.

2.2.8. Actividad hemolitica de las toxinas mayoritarias

El efecto de las toxinas aisladas por RP-HPLC en la membrana de eritrocitos fue
evaluada de acuerdo a la metodologia descrita en la seccion de hemodlisis para el
veneno, usando las mismas concentraciones de los ensayos de citotoxicidad sobre la
linea SH-SY5Y

2.2.9. Ensayos enziméticos

Las fracciones de interés purificadas por RP-HPLC e identificadas por electroforesis
fueron sometidas a la evaluacion de su actividad enzimatica, al igual que el veneno total.
El veneno de B. microphthalmus se evalu6 en las actividades serinoproteasa,
caseinolitica y fosfolipasica mediante el uso de los sustratos cromogénicos BapNa,
azocaseina y NOBA, respectivamente. Por otro lado, gracias a los tiempos de retencién
obtenidos tras la purificacién por RP-HPLC para las fracciones y el peso molecular de
las bandas observadas en el gel de electroforesis se evallio solo la actividad
caseinolitica para las 3 fracciones. La actividad enzimatica se midié en un lector de
microplacas multipocillo Versamax 190 (Promega). Cada uno de los ensayos se realizé
por triplicado y cada una de las lecturas se expresd en porcentajes como la media + la
desviacion estandar.
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2.2.9.1. Actividad serinoproteasa

La actividad serinoproteasa del veneno total se determiné usando L-BapNa (Sigma-
Aldrich) como sustrato cromogénico. Por ello, se disolvio el veneno en tampon A (10
mM Tris HCI, 1 M CacCl,, 10 mM NacCl, pH 7.8) en una concentracion de 1 mg/mL. La
solucién sustrato se preparo disolviendo 1,0464 mg BapNa en 1188 uL de tampén B (50
mM Tris-HCI, pH 8.0) y 12 ul de DMSO. Se carg6 la microplaca de 96 pocillos con 50 pl
de buffer, 20 ul de veneno y 200 ul de sustrato y luego, se dejé incubar a 37°C durante
30 min. El blanco fue cargado en la microplaca con 70 ul de buffer y 200 pl de BapNa y
se utilizé para corregir los valores de absorbancia. La lectura de la actividad se realiz6
a 405 nm posterior a la incubacion y 20 min después de la primera lectura. La actividad

especifica se determin6 de acuerdo a Patifio [124].

2.2.9.2. Actividad caseinolitica

La actividad caseinolitica se midi6 para el veneno crudo y para las fracciones purificadas
por RP-HPLC usando azocaseina como sustrato cromogénico. Las fracciones y el
veneno crudo se diluyeron en una relacion 1 mg/mL en tampoén B. Por otro lado, la
preparacion de la solucién sustrato se preparo diluyendo 7,5 mg de azocaseina en 1500
pL de tampon B. Se carg6 en varios eppendorfs de 1,5 mL con 10 pL de veneno y 90
HUL de azocaseina para su incubacion a 37°C durante 90 minutos. Posteriormente se
afiadi6 200 L de 5% acido tricloroacético y se centrifugd a 8000 rpm durante 5 minutos.
Se tomaron 150 pL de sobrenadante y se colocaron en una microplaca de 96 pocillos a
la cual se le agreg6 150 uL de 0.5 M NaOH. Las lecturas se realizaron a 450 nmy la
actividad proteolitica se corrigi6 mediante los valores obtenidos por el blanco (10 pl
buffer y 90 ul de azocaseina). La actividad se determind usando una unidad de actividad
como la cantidad de veneno responsable de cambiar 0,005 unidades de absorbancia
[124].

2.2.9.3. Actividad fosfolipasa Az

El veneno total se usé para evaluar la actividad fosfolipasica mediante el uso de NOBA
(Sigma-Aldrich) como sustrato cromogénico. Para ello, la solucion sustrato se preparé
disolviendo 0,341 mg de NOBA en 110 pL de acetonitrilo y 1100 puL de tampén B. El

veneno crudo fue disuelto en buffer B en una relacion 1 mg/mL. Se cargd una microplaca
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de 96 pocillos con 200 pL de sustrato, 20 pL de las fracciones y 20 pL de buffer y se
incubo a 37°C en el lector de placas. El lector midié la actividad a 405 nm y se tomaron
las absorbancias cada 10 minutos desde la finalizacion de la incubacion hasta tener 5
lecturas. El blanco cargado en la placa tenia 20 pl agua destilada y 220 pl de solucién
sustrato y se uso para corregir los valores de absorbancia. Los valores de actividad se
determinaron usando un cambio en la absorbancia de 0,10 unidades para la produccion
de 25,8 nmoles de cromoforo [124].

2.2.10.Espectrometria de masas

La determinacion de la masa molecular se realiz6 por espectrometria de masas de
ionizacion por electrospray (ESI) usando una columna UPLC C-18 (phenomenex C-18;
4,6 x150 mm) del sistema acoplado UPLC Xevo G2-XS-QTOF de la marca Waters. Se
us6 100 pg de la fraccion 18 purificada por RP-HPLC disuelta en 30 pl de una solucion
agua y acetonitrilo (50%) y se inyectaron 10 uL de la muestra. La fraccion se evallo en
un gradiente lineal de 99 % de tampdn A, compuesto por agua y 0,01% &acido férmico, y
1% de tampdn B, acetonitrilo y 0,01% &cido féormico durante 24 min a un flujo de 300
ML/min con una presion de 1500 psi. La espectrometria de masas con tiempo de vuelo
cuadripolar (MS-QTOF) utiliz6 0,50 kV de capilaridad a una temperatura de solvatacion
de 450 °C y con un flujo de gas de solvatacioén de 900 L/h en modo continuo. El rango
de recorrido espectral utilizado fue de 500 a 1700 m/z en condiciones de escaneo
continua a 0.1 segundos. El modo de adquisicion se encontraba en polaridad positiva y
el analisis se realiz6 en modo sensibilidad con una rampa de colisién de alta energia de
20a40V.

2.2.11. Anadlisis estadistico
Para el tratamiento de los resultados se emple6é un andlisis de varianza de una cola
(ANOVA), a su vez, que se realizé un analisis de comparaciones multiples de Tukey con

un nivel de significancia de p < 0,05. Se utiliz6 el programa Graphpad Prism 9 para

realizar los analisis y obtener las graficas.
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3.1.

CAPITULO lll: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

Actividad citotéxica del veneno

El veneno crudo posee un fuerte efecto citotéxico sobre SH-SY5Y en todas las
concentraciones evaluadas, mostrando ser una valiosa fuente de posibles arquetipos
moleculares con actividad anticaAncer. Se observd una elevada toxicidad del veneno
incluso en las concentraciones mas bajas (12.5 y 25 pg/mL), véase la figura 1-12 y se
obtuvo valores muy cercanos a nuestro control positivo (doxorrubicina). Estos resultados
demuestran la capacidad de convertirse en un principal recurso bioldgico, fuente de

agentes quimioterapéuticos.

Veneno crudo
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Figura 1-12: Efecto del veneno de Bothrocophias microphthalmus

sobre la linea celular SH-SY5Y.

La linea celular SH-SY5Y fue cultivada con 12.5, 25, 50, 100, 150, 200 y 300 (png/mL)
del veneno crudo. Las diferencias significativas (*) en la viabilidad celular se realizaron
tomando el control negativo como el 100% de la viabilidad celular y se determinaron por
un analisis de ANOVA (p<0.05). El control positivo mostrado en la figura corresponde a

doxorrubicina.
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Por otro lado, aunque la citotoxicidad del veneno sobre la linea celular sea elevada, aun
es necesario comprobar su capacidad para dafar células normales. La evaluacion del
veneno no mostré un efecto hemolitico significativo en las mismas concentraciones
evaluadas para el ensayo citotéxico. Estos resultados demuestran que no hubo dafio en
las membranas de los eritrocitos (figura 2-12) y abre paso a la caracterizacion de las
toxinas del veneno para aislar la toxina encargada de la citotoxicidad sobre SH-SY5Y.

Veneno crudo
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Figura 2-12: Ensayos de hemodlisis del veneno de

Bothrocophias microphthalmus.

El veneno crudo no mostré un efecto hemolitico significativo en las concentraciones
evaluadas, 12.5, 25, 50, 100, 150, 200 y 300 (ug/mL). Se utiliz6 como control positivo a
Triton X-100 como el 100% de hemdlisis. Ninguna de las concentraciones evaluadas

logro superar el 7% de porcentaje de hemolisis.
3.2.  Perfil bioquimico del pool de veneno de Bothrocophias microphthalmus

Tomando en cuenta la prometedora actividad citotéxica del veneno se llevd a cabo la
separacion cromatografica a fin de obtener las toxinas aisladas para los posteriores
analisis biolégicos. La caracterizacion del veneno de Bothrocophias microphthalmus por
RP-HPLC mostr6 19 fracciones que eluyeron en un tiempo total de 100 minutos (figura
3-12). Las toxinas fueron colectadas de acuerdo con la absorbancia y su tiempo de
retencién. De esta manera, los picos con mayor absorbancia fueron aquellos que se
recogieron a partir del minuto 70. En primera instancia, se observaron 3 fracciones de
la corrida cromatografica del veneno que poseen las absorbancias y areas bajo la curva
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mas elevadas, lo cual recae en que sean las toxinas purificadas con mayor peso tras
liofilizar los picos recogidos de la separacion cromatogréfica (tabla 1-1). Se liofilizé en
total 5,7 mg para la fraccion 13, 6,1 mg para la 14 y 4,1 mg para la 18. La fraccién 3
presenta alta absorbancia, pero no se obtiene cantidad de material suficiente para su

caracterizacion posterior a la liofilizacién de la muestra.

2.40;
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Minutos
Figura 3-12: Perfil cromatografico obtenido por RP-HPLC del veneno de la serpiente

Bothrocophias microphthalmus.

Se observan 19 fracciones que se recolectaron a lo largo de 19 corridas cromatograficas

durante 100 minutos. La corrida de RP-HPLC se monitore6 a 214 nm.

Para la separacion cromatografica se disponia de 57 mg de un pool del veneno de
Bothrocophias microphthalmus. Asi se logré realizar un total de 19 RP-HPLC que
representaron tras la liofilizacion un total de 15,9 mg de proteinas purificada. Tras
integrar el area bajo la curva para determinar la abundancia de cada una de las
fracciones recolectadas se observé que 3 de las fracciones representaban mas del 60%
de todo el veneno (figura 4-12). Por ello, se decidié continuar con la purificacion del

veneno hasta alcanzar 4 mg toxina liofilizada para los siguientes ensayos.
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Tabla 1-1: Cantidad de toxina liofilizada obtenida de las

fracciones purificadas por RP-HPLC.

Fraccién Area Fraccion
liofilizada (mg)

13 246423495 5,7
14 228866701 6,1
18 141243222 4,1

Realizada por: Carbonelly, Emilio, 2022
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Figura 4-12: Comparacion de la absorbancia entre las fracciones purificadas por RP-

HPLC.

Se observa los 3 picos en el cromatograma con mayor absorbancia y sus porcentajes

con respecto a la corrida cromatogréfica total.

La caracterizacion bioquimica se realizé de las 3 fracciones con mayor abundancia y

material liofilizado. El andlisis de peso molecular por SDS-PAGE unidimensional reveld

una masa molecular para la fraccién 13 y 14 de alrededor de 57 kDa y la fraccién 18 con

un peso alrededor de 24-28 kDa. Los resultados indican una presencia de bandas
correspondientes a PlII-SVMP y LAAO para las bandas alrededor de 57 kDa (13,14) y

PI-SVMP con 24-28 kDa (18). La identificacién de estas familias se realiz6 con la ayuda

del tiempo de retencion de cada familia y su elucion en RP-HPLC y la masa

correspondiente en el gel de electroforesis (figura 5-12). De esta manera, se muestra
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gue la elucion en los ultimos minutos de la corrida cromatogréfica corresponde a las
moléculas con mayor absorbancia e hidrofébicas que, a su vez, sugieren una mayor

presencia de metaloproteasas con respecto al resto de toxinas en la familia.

M(kDa) 13 14 18

24— —

18—
15—

Figura 5-12: Peso molecular de las fracciones obtenidas
por RP-HPLC con mayor absorbancia por
SDS-PAGE.

Los geles de electroforesis se realizaron en condiciones reductoras para las fracciones
13, 14 y 18. Se muestra en la primera banda el marcador de peso molecular en kDa.

3.3.  Cromatografia de alta resolucién

Para comprobar la homogeneidad y el porcentaje de pureza de cada una de las
fracciones purificadas por RP-HPLC se realiz6 una cromatografia por RP-HPLC a las
mismas condiciones en las que se fraccioné el veneno crudo de B. microphthalmus

mostrando asi unos porcentajes de pureza para la F13 de 97.02%, F14 de 96.25% y
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F18 de 95.77 % para los respectivos picos. Los picos observados eluyeron en los
mismos tiempos en los que se recogieron en el fraccionamiento del veneno crudo. Estos
valores de pureza coinciden con la presencia de una Unica banda en el gel

electroforético (figura 6-12).
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Figura 6-12: Cromatografia por RP-HPLC de las fracciones purificadas F13 (A), F14 (B)
y F18 (C).

Se realizé una cromatografia por RP-HPLC a las mismas condiciones en las que se

realizé el fraccionamiento inicial del veneno de B. microphthalmus.

3.4. Efecto citotéxico de las toxinas purificadas

Los ensayos de viabilidad celular también se realizaron para las 3 fracciones purificadas
del RP-HPLC, 13, 14 y 18. Se observd que, para la fraccion 13 y 14 no hubo diferencias
significativas en el porcentaje de viabilidad celular (figura 7A-12, 7B-12). En contraste,
las concentraciones mas altas para F18 mostraron una ligera actividad citotdxica, con
un 62% de inhibicién de la viabilidad celular para la concentracion mas alta (figura 7C-
12). El control positivo, doxorrubicina redujo significativamente la viabilidad celular de
SH-SY5Y.
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Figura 7-12: Efecto de las fracciones 13,14 y 18 de Bothrocophias microphthalmus

sobre la linea celular SH-SY5Y.

(A) F13, (B) F14, (C) F18 fueron cultivadas con 12.5, 25, 50, 100, 150, 200 y 300 (pg/mL)
de las 3 fracciones. Las diferencias significativas en la viabilidad celular comparadas al
control negativo se determinaron por un analisis de ANOVA (p<0.05) y se representan
por *. Se us6 el control negativo como el 100% de viabilidad celular y el control positivo

mostrado en la figura corresponde a doxorrubicina 50 uM.

Los datos observados se representaron mediante un ajuste no lineal bajo una curva
dosis-respuesta utilizando el software GraphPad Prism 9 utilizando las medias de
viabilidad celular (%) y sus desviaciones estandar (figura 8-12). Los resultados
mostraron un ECso = 420.9 ug/mL para F18, mostrando una ligera toxicidad para la linea
SH-SY5Y.
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Figura 8-12: Obtencién del ECso de la fraccién y del veneno de Bothrocophias

microphthalmus sobre la linea celular SH-SY5Y.

Se utilizaron las concentraciones 12.5, 25, 50, 100, 150, 200 y 300 (ug/mL) para la
obtencion del ECso de F18, asi como las medias de los porcentajes de viabilidad celular

y sus desviaciones estandar.

A diferencia de los ensayos de viabilidad celular, en la realizacién de los ensayos
hemoliticos las fracciones 13, 14 y 18 no indujeron porcentaje de hemdlisis significativo.
Siendo el caso que ninguna de las evaluaciones realizadas sobre los eritrocitos logré
superar el 6% de hemdlisis, véase la figura 9-12. El control positivo mostré una elevada

lisis eritrocitaria, siendo considerado como el 100% de dafio celular.
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Figura 9-12: Ensayos de hemolisis de las fracciones F13, F14, F18 del veneno de

Bothrocophias microphthalmus.

Una solucion de eritrocitos al 4% fue incubada con 12.5, 25, 50, 100, 150, 200 y 300
(ug/mL) de las 3 fracciones purificadas. Se utilizé como control positivo a Triton X-100

para el 100% de hemdlisis. No se observa un porcentaje de hemolisis significativo.
3.5. Caracterizacion de actividad enzimética

El andlisis de la actividad catalitica del veneno evidencidé la presencia de enzimas
fosfolipasas, serinoproteasas y metaloproteasas (figura 10-12). A fin de identificar las
fracciones purificadas por RP-HPLC se realiz6 los ensayos con los sustratos
correspondientes de acuerdo a la masa molecular observada en el gel de electroforesis.
Los resultados evidencian que el veneno posee una moderada actividad fosfolipasica y
proteolitica (figura 10A-12 y 10B-12). Al mismo tiempo, se puede observar una fuerte

actividad caseinolitica por parte del veneno (figura 10C-12).
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Figura 10-12: Caracterizacion enzimatica de las actividades fosfolipasicas,
proteoliticas y caseinoliticas del veneno de Bothrocophias

microphthalmus.

La actividad fosfolipasica (A), proteolitica (B) y caseinolitica (C) se evaluaron usando
Sus sustratos cromogénicos correspondientes. Se utilizé las medias de las absorbancias

corregidas y su desviacién estandar.

Por otro lado, a partir del peso se decidi6 realizar el ensayo de actividad caseinolitica
para las 3 fracciones purificadas. Las toxinas aisladas, a diferencia del veneno crudo
redujeron significativamente su actividad enzimatica (figura 11-12). En lineas generales,
se observo una baja absorbancia y capacidad de hidrélisis del sustrato cromogénico en

condiciones de incubacion con las toxinas purificadas por RP-HPLC.
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Figura 11-12: Caracterizacion
enzimatica de la  actividad
caseinolitica de las fracciones 13,
14y 18.

La actividad de metaloproteasas se determiné para cada una de las fracciones F13, F14

y F18. Se utilizaron las medias de las absorbancias corregidas con el blanco.
3.6. Espectrometria de masas de la fraccion 18

Debido al potencial citotdéxico, se determiné la identidad y el peso molecular de la
fraccion 18 mediante ESI MS-MS en un barrido espectral de 500 a 1700 (m/z). Los
resultados muestran picos en el rango de 800 a 1300 (m/z). Los iones observados se
tomaron como referencia para el calculo del peso molecular de F18. De esta manera,
se obtuvo un valor de 23,00 kDa que corresponderia al rango de una metaloproteasa
del tipo | (figura 12-12).
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Figura 12-12: Espectrometria de masas de F13 en un barrido espectral de 800 a 1300.

Se observa un barrido espectral en la regién de 800 a 1300 (m/z) con cada uno de los

iones usados para el calculo del peso de F18. El peso molecular obtenido a través de
los iones corresponde a 23,00 kDa.
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CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

La caracterizacion del perfil bioquimico logré purificar de manera exitosa 19 fracciones.
Aunque, una vez calculada el area bajo la curva se decidi6 trabajar sobre 3 picos con
los mayores valores de absorbancia dentro del cromatograma. Tras los resultados
obtenidos al realizar la caracterizacion del perfil del veneno de B. microphthalmus se
observo que las toxinas con mayor abundancia y, por ende, mayor presencia dentro del
veneno, podrian corresponder a las familias de metaloproteasas, como se indica en el
trabajo de Guerra-Duarte donde se realiz6 una caracterizacion de la actividad
enzimatica de once venenos de serpientes peruanas en el que consta el veneno de B.

microphthalmus [113].

La mayor cantidad de fracciones esta desplazada hacia la derecha, teniendo una
cantidad de 13 picos respecto a los 19 que fueron recogidos, puede indicar la mayor
predominancia de familias de toxinas de pesos moleculares grandes (SVMP y LAAO).
La clara predominancia de metaloproteasas en el veneno puede deberse a diversos
factores, por ejemplo, el tipo de alimentacion. Sin embargo, lo mas predominante dentro
del veneno es la falta de fosfolipasas Az, lo cual puede implicar una falta o baja actividad
miotdxica directa. Este resultado parece ser congruente con estudios realizados sobre
varias especies de serpientes de Perl, donde el veneno de B. microphthalmus mostré

un fenotipo marcado hacia la baja cantidad de esta proteina [77].

La variaciéon de la composicion protedGmica de los venenos incluso entre serpientes de
una misma familia puede ser muy grande. Los resultados previos registrados sobre dos
especies del género Bothrocophias demostraron que Bothrocophias myersi'y campbelli
tienen mayores actividades de PLA: cataliticamente inactivas (54,04% y 43,01%,
respectivamente) que microphthalmus [61, 62]. Estos ejemplos demuestran la gran
variacion del perfil protebmico entre serpientes de la misma familia lo que muestra su
potencial para diversas actividades farmacoldgicas de relevancia [79]. Ademas, a pesar
de que lafalta de PLA; es notable entre los venenos de esta misma familia, también se
puede observar una clara presencia de metaloproteasas (21,50% y 22,08%
respectivamente) que implica una posible predileccibn por parte de la familia

Bothrocophias por actividades toxicoldégicas hemorragicas [81].
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La falta de grandes cantidades de veneno condujo a la purificacién de las toxinas mas
representativas del veneno. De esta manera, se escogio las toxinas mas abundantes
del veneno (13,14 y 18). Tras los resultados obtenidos por SDS-PAGE para la fraccion
13y 14 que mostraron bandas Unicas con pesos alrededor de 57 a 64 kDa y, en conjunto
con el tiempo de elucién en un rango de 65 a 85 minutos, se defini6 que estas dos
fracciones podrian corresponder a la familia de toxinas de PIII-SVMP o L-aminoxidasas
gue vendrian a ser las moléculas mas hidrofébicas y grandes [82]. A su vez, la fraccién
18 que eluy6 al minuto 85 y mostré un peso molecular de alrededor de 22 a 30 kDa,
mostraria ser una PI-SVMP [83]. Las metaloproteasas tipo | y tipo Ill poseen actividad
anticancerigena y son moléculas prometedoras con potencial farmacolégico gracias a
su capacidad de interactuar con la matriz extracelular convirtiéndolas en inhibidores de

proliferacion celular [84,85,86].

La purificacién de toxinas de venenos puede ser realizada por la combinacion de
métodos cromatograficos o en una sola etapa, de acuerdo con la toxina de interés y
complejidad de la mezcla [131]. Para verificar la homogeneidad de las fracciones y su
pureza, se realizé una cromatografia por RP-HPLC bajo las mismas condiciones en las
gue se fracciono el veneno crudo. La pureza de las fracciones es un factor relevante
para la evaluacién de la actividad biolégica de nuevos compuestos debido a que la
presencia de impurezas puede afectar la correcta interpretacion o determinacién de los
determinantes funcionales, es decir, las moléculas responsables por el efecto evaluado.
La cromatografia mostré picos que eluyeron en los mismos tiempos en los que se
recolectd las fracciones de la cromatografia del veneno puro. Los datos recolectados
mostraron un porcentaje de pureza de F13 de 97,02%, F14 de 96,25% y F18 de 95,77%,
lo cual reafirma los datos obtenidos en los geles electroforesis donde solo se observa

una Unica banda para cada una de las fracciones.

La caracterizacién enzimatica del veneno mostré una fuerte actividad caseinolitica que
puede atribuirse a la gran presencia de metaloproteasas dentro del veneno. A su vez,
la actividad fosfolipasica mostré ser muy baja en comparacion a venenos de serpientes
de Ecuador caracterizados anteriormente, como seria Bothrops atrox [124]. Esto
corrobora la falta de fosfolipasas A, observada en la caracterizacion del perfil bioquimico
y lo descrito por Lomonte para su carencia de fosfolipasas A: del veneno de B.
microphthalmus de Peru [77]. Por otro lado, las fracciones F13, F14 y F18 dado el peso

molecular observado por SDS-PAGE se evaluaron para actividad caseinolitica. Sin
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embargo, aunque el veneno mostrara gran actividad caseinolitica esta no se ve reflejada
en las fracciones mas abundantes. Esto se puede explicar, gracias a que las
metaloproteasas que son purificadas por RP-HPLC pueden llegar a ser inactivadas
enzimaticamente por los solventes organicos que se usaron tras su caracterizacioén por
RP-HPLC. Sin embargo, se requiere realizar los ensayos L-aminoxidasas para F13 y
F14 y lograr descartar que pertenezcan a esta familia. Esto se puede lograr gracias a
que, a diferencia de las metaloproteasas, las L-aminoxidasas no pierden su actividad
tras ser purificadas [82].

Motivados por este antecedente, se evallo el potencial de las toxinas mas abundantes
purificadas del veneno de Bothrocophias microphthalmus. De las toxinas purificadas,
F13 y F14 no mostraron significativa actividad citotéxica. Por otro lado, F18 presento
una ligera actividad citotéxica mostrada con un ECso de 420.9 pg/mL. Tras realizar
espectrometria de masas para F18 se observd un peso molecular de 23 000 Da
correspondiente al peso molecular de las PI-SVMP [83]. La busqueda del peso
molecular de F18 es importante la identificacion precisa de la toxina para establecer los
posibles mecanismos por el cual el veneno crudo disminuyo en su totalidad la viabilidad
celular de SH-SY5Y.

El mecanismo por el cual el veneno es citotdxico ante esta linea celular es adn
desconocido, pero la gran presencia de metaloproteasas [113] dentro del veneno y la
interaccion de la membrana extracelular y sus componentes sugieren que la principal
causa de muerte de las células SH-SY5Y seria por apoptosis, como ha sido previamente
reportada en otros estudios. A su vez, esta citotoxicidad observada sobre SH-SY5Y por
parte del veneno crudo y F18, no se mostré sobre eritrocitos para ninguna de las
concentraciones usadas (12.5-300 pg/mL). La actividad hemolitica por parte de las
toxinas purificadas al realizar ensayos sobre lineas celulares siempre es un tema de
importancia al igual que la selectividad sobre células cancerigenas por encima de las
normales [111]. El veneno a pesar de su alta toxicidad sobre la linea celular cancerigena
no mostré una actividad hemolitica superior al 6%, lo cual nos ayuda a inferir cierta
selectividad del veneno sobre células cancerigenas que, por el resto de las células,
aunque se tendria que evaluar la actividad del veneno sobre una célula con nicleo [112].
La linea celular SH-SY5Y muestra tanto células adherentes como células en suspensiéon
[107], el veneno crudo mostrd ser muy citotéxico para ambos tipos de células sin mostrar

una preferencia por alguna de ellas. Estos hallazgos demuestran que F18 es menos
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citotéxico para la linea celular que el veneno crudo, lo cual, puede deberse
primordialmente por los efectos citotdxicos causados por el resto de toxinas dentro del
veneno, como lo serian la presencia de fosfolipasas [113] o debido a la pérdida de
actividad enzimatica de la metaloproteasa durante la purificacion por RP-HPLC, la cual
se sugiere podria ser determinante para este efecto. En este contexto, la citotoxicidad
puede ser resultado de la accién de otra toxina menos abundante dentro del veneno que
no pudo ser liofilizada con éxito, la sinergia entre varias de estas toxinas o producto de
la accion enzimatica de las metaloproteasas [80,108]. De acuerdo a Bustillo, en el
veneno de Bothrops alternatus, baltergin (SVMP) mostr6 una ligera actividad de
desprendimiento de células sobre la linea celular C2C12 hasta que se incubd en
conjunto con una PLA; &cida sin actividad miotéxica sobre la linea, lo cual resulté en un
incremento de la actividad de la SVMP demostrando una sinergia entre estas proteinas
[109,110].
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los venenos son productos naturales con toxinas citotoxicas que han sido ampliamente
explorados en el disefio de terapias anticancerigenas. En este estudio, caracterizamos
por primera vez la actividad citotoxica del veneno de B. microphthalmus sobre la linea
celular SH-SY5Y. Los resultados mostraron una gran actividad citotoxica por parte del
veneno sobre neuroblastoma incluso en las concentraciones mas bajas usadas (12.5y
25 pg/mL). Al mismo tiempo, el veneno no produce dafos significativos en la membrana
de los eritrocitos. Colectivamente, estos datos sugieren la presencia de compuestos de

alto interés biomédico dentro de este veneno que ha sido pobremente estudiado.

La caracterizacion del veneno de Bothrocophias microphthalmus de la regién amazénica
de Ecuador mostré una gran presencia de metaloproteasas del tipo | y Il sin actividad
caseinolitica. Se purificaron las 3 fracciones mas abundantes del veneno, mostrando
ser el primer acercamiento a una metaloproteasa caracterizada a partir de un veneno
ecuatoriano. Por otra parte, se observo claramente la falta de PLA2 como se registro en

serpientes de la misma especie caracterizadas en Perq.

Gracias a la gran capacidad citotoxica del veneno sobre la linea SH-SY5Y se concluye
gue una familia de toxinas de baja abundancia dentro del veneno, la sinergia entre varias
de ellas o la actividad enzimatica de las metaloproteasas son las encargadas de otorgar
la actividad citotoxica al veneno. De acuerdo a los resultados, F18 mostré una ligera
toxicidad sobre la linea y aunque su mecanismo de interaccion con SH-SY5Y no pudo
ser dilucidado, se sugiere que la metaloproteasa tipo | pueda poseer un mecanismo

independiente de la actividad enzimatica.

El trabajo actual sol6 us6 un tipo de linea celular por lo que la actividad de F18 hacia
otro tipo de lineas celulares continla siendo desconocido, pero provee informacion
adicional sobre los efectos de una metaloproteinasa purificada sobre una linea celular

neuronal.

Aunqgue no se pudo encontrar el origen por el cual el veneno resulta ser tan téxico para
la linea celular y, a su vez, no presentar porcentajes de hemdlisis significativos, estos

resultados demuestran la importancia de generar mas estudios representativos con
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venenos de serpientes del pais. Se recomienda una evaluacion del resto de toxinas
presentes en el veneno para la purificacion de la proteina que genera esta fuerte
citotoxicidad y, al mismo tiempo, establecer un indice de selectividad para la linea celular

con respecto a otras lineas celulares cancerigenas.

Adicionalmente, seria oportuno usar otros métodos de purificacién que preserven la
actividad enzimatica de las metaloproteasas con la finalidad de verificar si su actividad
enzimética influye en su potencial citotoxico. Es fundamental la caracterizacion de la
estructura primaria de F18 para futuros estudios enfocados en la busqueda de

determinantes estructurales.
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