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RESUMEN
Introduccidén. Los venenos de serpientes representan una fuente importante de proteinas y péptidos,
los cuales exhiben diversas actividades bioldgicas, tales como antibacterianas, antiparasitarias, antivi-
rales, antitumorales, antifungicas y contra la agregacién plaquetaria, entre otras.

Las fosfolipasas A2 presentes en los venenos de serpientes son las proteinas mas estudiadas en estos
modelos. Se ha demostrado que las fosfolipasas A2, activas e inactivas, poseen actividad catalitica
contra células tumorales.

Objetivo. Aislar, purificar y caracterizar la fosfolipasa A2 del veneno de Crotalus durissus cumanensis
para evaluar su actividad antitumoral in vitro.

Materiales y métodos. El aislamiento, la purificacién y la identificacién de la crotoxina B se hizo
mediante la cromatografia de exclusion molecular, la cromatografia liquida de alto rendimiento de
fase inversa (Reversed Phase High-Performance Liquid Chromatography, RP-HPLC) y la espectrometria
de masas. El efecto citotdxico sobre células tumorales (K562) y células normales (células mononucleares
de sangre periférica) se determiné utilizando la técnica de MTT.

Resultados. La separacion y posterior identificaciéon de la crotoxina B del veneno de C. d. cumanensis
de Colombia, permitieron evidenciar que esta fosfolipasa A2 posee efecto citotoxico sobre las células
mononucleares de sangre periférica con una dosis de 18,23 = 0,57 ug/ml, mientras que, para las

células K562, fue de 2,34 + 0,199 ug/ml.

Conclusiones. Los resultados sugieren la posibilidad de utilizar la crotoxina B aislada del veneno de C.
d. cumanensis como un posible recurso terapéutico para su aplicacion en humanos.

Palabras clave: Crotalus durissus cumanensis; citotoxicidad; fosfolipasas A2; crotoxina B.
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ABSTRACT

Introduction. Snake venoms are an important source of proteins and peptides, which display various
biological activities such as antibacterial, antiparasitic, antiviral, antitumor, antifungal and against
platelet aggregation, among others.

Phospholipases A2 present in snake venoms are the most studied proteins in these models. Active and
inactive A2 phospholipases have been shown to possess catalytic activity against tumor cells.

Objective. To isolate, purify and characterize the phospholipase A2 of the venom of Crotalus durissus
cumanensis to evaluate its in vitro antitumor activity.

Materials and methods. Isolation, purification and identification of crotoxin B was done with Size
Exclusion Chromatography, Reversed Phase High-Performance Liquid Chromatography, RP-HPLC, and
Mass Spectrometry. The cytotoxic effect on tumor cells (K562) and normal cells (peripheral blood
mononuclear cells) was determined using the MTT technique.

Results. The separation and subsequent identification of crotoxin B, found in the venom of C. d.
cumanensis from Colombia, showed that this phospholipase A2 has a cytotoxic effect on peripheral
blood mononuclear cells at a dose of 18.23 + 0.57 ug / ml, whereas for K562 cells, it was 2.34 +
0.199 ug/ml

Conclusions. The results suggest the use of crotoxin B, isolated from the venom of C. d. cumanensis,
as a possible therapeutic resource for human application.

Keywords: Crotalus durissus cumanensis; cytotoxicity; phospholipases A2; crotoxin B.

RESUMO
Introducao. Os venenos da serpentes constituem uma importante fonte de proteinas e péptidos, os
guais exibem varias actividades bioldgicas, tais como agentes antibacterianos, antiparasitarias, antivi-

rais, antitumorais, antifingicas e contra a agregacao de plaquetas, entre outros.
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As fosfolipases A2 presentes no veneno da serpentes sdo as proteinas mais estudadas nestes modelos.
Tem sido demostrado que as fosfolipases A2, activas e inactivas, possuem actividade catalitica contra
células tumorais.

Obijetivo. Isolar, purificar e caracterizar a fosfolipase A2 do veneno da Crotalus durissus cumanensis
para avaliar a sua actividade anti-umoral in vitro.

Materiais e métodos. O isolamento, a purificacdo e identificacdo da crotoxina B foi realizada por
cromatografia de exclusdo molecular, cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (Reversed
Phase High-Performance Liquid Chromatography, RP-HPLC) e espectrometria de massa. O efeito cito-
toxico sobre células tumorais (K562) e células normais (células mononucleares do sangue periférico) foi
determinada usando a técnica de MTT.

Resultados. A Separacdo e subsequente identificacdo da crotoxina B do veneno da C. d. cumanensis
da Colémbia, permitiu constatar que esta fosfolipase A2 tem um efeito citotéxico em células mono-
nucleares de sangue periférico, com uma dose de 18,23 + 0,57 ug/ ml, enquanto que para as células

K562, foi 2,34 + 0,199 ug/ml.

Conclusées. Os resultados sugerem a possibilidade de utilizar crotoxina B isolada a partir do veneno
da C. d. cumanensis como recurso para o potencial uso terapéutico em humanos.

Palabras clave: Crotalus durissus cumanensis; citotoxicidade; fosfolipases A2; crotoxina B
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INTRODUCCION

El cdncer es una enfermedad crénica progresiva
que se caracteriza por la proliferacién descon-
trolada y acelerada de células que han perdido
la capacidad de controlar su replicacién (1,2). La
citotoxicidad es la propiedad de causar la muerte
en sistemas celulares mediante anticuerpos,
células o toxinas en algunos casos (3).

Los venenos de serpientes representan una fuente
importante de proteinasy péptidos conactividades
biolégicas como antibacterianas, antiparasitarias,
antivirales, antitumorales, antifingicas y contra
la agregacion plaquetaria, entre otras; las fosfoli-
pasas A2 (PLA2) son las proteinas mas estudiadas
en estos modelos (1,4-8).

Las fosfolipasas A2 (PLA2, EC 3.1.1.4) conforman
una superfamilia caracterizada por su capacidad
para hidrolizar fosfolipidos, especificamente en
la posicién sn-2 del enlace éster, produciendo
acidos grasos y lisofosfolipidos. Las fosfolipasas
A2 secretadas (sPLA2) tienen varias caracteristicas
en comun: masa molecular pequena (13 a 15
kDa), numerosos puentes disulfuro, residuos
cataliticos histidilo y aspartilo, y una regién de
unién a calcio (Ca+2) muy conservada (9). Las
fosfolipasas A2 de los venenos ofidicos exhiben
una variedad de actividades fisiolégicas, como
miotoxicidad, neurotoxicidad, anticoagulacion,
edema, cardiotoxicidad (10-12), antibacteriana

(13), antiviral (5), antiparasitaria (8), antitumoral
(1) y contra la agregacién plaquetaria (14).

En los estudios recientes con modelos experimen-
tales, se ha demostrado que las fosfolipasas A2,
activas o inactivas, poseen actividad catalitica
contra células tumorales (15-17). Por tanto, se
convierten en una alternativa viable que debe ser
completamente validada para futuras aplicacio-
nes como agentes antitumorales. Por esta razon,
en el presente trabajo se aislaron, purificaron y
caracterizaron las fosfolipasas A2 del veneno de
C. d. cumanensis para evaluar in vitro su actividad
antitumoral.

MATERIALES Y METODOS
Venenos, productos quimicos y reactivos

A partir de especimenes mantenidos en el Serpen-
tario de la Universidad de Antioquia (Medellin,
Colombia) e incluidos en la coleccion COLBIOFAR
149 registrada ante el Instituto de Investigaciones
de Recursos Bioldgicos Alexander von Humboldt,
se obtuvieron los venenos de C. d. cumanensis por
ordefio manual de 25 ejemplares de diferentes
localidades de Colombia, de los departamentos del
Meta, Tolima, Cundinamarca y Magdalena. Una
vez extraidos, los venenos se centrifugaron (3.000
rpm, 15 minutos), y los sobrenadantes resultantes
se liofilizaron y almacenaron a -20 °C hasta su uso.
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Aislamiento y caracterizacion de proteinas
de los venenos

La fosfolipasas A2 de cascabel fue purificada
a partir del veneno crudo de C. d. cumanensis
mediante cromatografia de exclusion molecular,
en un sistema de cromatografia BioRad (modelo
Econo). Para esta purificacion, se emplearon 100
mg de veneno de cascabel disueltos en solucién
tampén fosfato salino (PBS), con pH 7,2, que
fueron separados inicialmente con una columna
equilibrada de Sephacryl S-200 (1,0 m x 2,6 cm)
a un flujo de 1,0 ml/minuto y verificando la salida
de proteinas a una lectura de 280 nm. Una vez
obtenidas las fracciones, se liofilizaron y se alma-
cenaron a -20 °C hasta su uso.

La fosfolipasa A2 (crotoxina B) se purifico mediante
cromatografia liquida de alto rendimiento de
fase inversa (Reversed Phase High-Performance
Liquid Chromatography, RP-HPLC) en una columna
C-18 (5 poro um, 250 mm x 4,6 mm marca Restek
Bellefonte, Pensilvania, USA); y las fosfolipasas A2
se eluyeron en un gradiente lineal (0-100 %) de
acetonitrilo (v/v) en 0,1 % (v/v) de acido trifluoroa-
cético a un flujo 1,0 ml/minuto.

Electroforesis y determinacion de la masa
molecular

Los venenos de C. d. cumanensis y B. asper y las
proteinas de cada una de las fracciones obtenidas
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se separaron bajo condiciones no reductoras
por electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS
(SDS-PAGE) al 12 % (18) y tincién con azul de
Coomassie brillante G-250. La masa molecular de
cada pico se estimé segun marcadores (rango:
97,4 a 14,4 kDa, BioRad, Philadelphia, PA, USA) y
se confirmé por infusién directa en un espectréme-
tro de masas por electrospray ESI (espectrometro
lonTrap®, series 6310, Agilent Technologies Santa
Clara, CA, USA). La masa molecular se dedujo por
deconvolution empleando el software ChemSta-
tion V (Agilent Technologies, USA).

Identificacién de proteinas por HPLC-nESI-MS/MS
Las proteinas aisladas mediante RP-HPLC de
las fraccién 1l de C. d. cumnensis fueron alqui-
ladas, reducidas y digeridas con tripsina 0,1 ng
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) a 30
°C durante toda la noche. Pasado este tiempo,
los productos de la digestidon se inyectaron en
un sistema LC/MS/MS® (1200 series, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) en una
nanocolumna C-18 (Agilent Zorbax 300SB-C18®,
150 x 0,075 mm, 3,5 um) a un flujo de 0,2 ul/
minuto y acoplada a un espectrometro de masas
MSD lonTrap® (series 6310, Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA).

Los espectros de masas MS/MS se obtuvieron
bajos las siguientes condiciones: modo positivo,
rango dindmico de 200 a 1.200 Da; electros-
pray en 2 kV, 230 °C de temperatura de secado
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y la trampa de accionamiento a 200 us. Para la
deconvolution de los espectros MS/MS en estado
cargado, se utilizo el programa ChemStation
G2070-91126 (Agilent Technologies, USA).

Busqueda en base de datos

Los espectros resultantes fueron procesados
por deconvolution y analizados con ayuda del
programa Spectrum Mill (Agilent Technology) en
la base de datos NCBInr y frente a Mascot online
(MatrixScience). Se indicé la digestion con trip-
sina, senalando la carbamidometilacién (C) como
modificacion fija, y carbamilo (C), carbamilo
(Q,
(HW) y oxidacion (M), como modificaciones
variables.

(N-terminal), carboximetilacion oxidacién

El puntaje minimo para la intensidad de cada pico
fue del 50 %, masas monoisotodpicas, tolerancia de
las masas de 2,5 Day en un modo de busqueda de
identidad. Los diferentes péptidos se confirmaron
mediante la seleccion de Require bold red.

Busqueda en BLAST de los péptidos identificados
Los péptidos identificados fueron sometidos a
una busqueda mediante BLAST (Basic Local Alig-
nment Search Tool). (http:/blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) para determinar la
homologia con otras proteinas.

Hemolisis indirecta

Método de gel de agarosa. La hemdlisis indirecta
se evalu6 utilizando geles de agarosa que conte-
nian glébulos rojos y yema de huevo como sustrato
(19,20), y asumiendo la minima dosis hemolitica
indirecta (MIHD), como la dosis de veneno que
produce un halo hemolitico de 20 mm de didmetro
en un tiempo de 20 horas. Como control negativo
se utilizé solucién tampdn PBS con pH 7,2.

Hemolisis en suspension. Se incubaron diferentes
dosis del veneno de C. d. cumanensis, de las frac-
ciones | y Il y de la fosfolipasas A2 (crotoxina B),
con glébulos rojos humanos frescos durante 30
minutos a 37 °C en presencia de 250 ul de suero
humano inactivado, plasma humano inactivado,
yema de huevo o PBS. Pasado este tiempo, se
centrifugaron y se determiné el porcentaje de lisis
por la liberacion de hemoglobina, mediante registro
de la absorbancia a 540 nm, utilizando como
control de hemolisis se utilizd Triton X-100 al 2 %.

Actividad citotoxica

Las células mononucleares humanas de sangre
periférica se separaron por centrifugacion (400g, 30
minutos) en Histopaque 1077® (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA), lavadas con solucion tampén
PBS y se transfirieron a placas de 96 pozos a una
concentracion de 3,0 x 105 células/pozo, y K562
(ATCC CCL 243) a una concentracién de 3,0 x 105
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células/pozo. Luego, se incubaron con diferentes
concentraciones del veneno de C. d. cumanensis
o de algunas de sus fracciones componentes
(fracciones | y Il y crotoxina B), y se cultivaron (37
°C; 5 % de CO2, 2% de suero fetal bovino) (SFB)
por espacio de 24 horas. Pasado este tiempo, se
anadieron 40 ul de MTT y se incubaron por tres
horas en condiciones iguales a las descritas. La
reaccion se detuvo por la adicion de 130 ul de
dimetilsulfoxido (DMSO) y se hicieron las lecturas
en un lector de microplacas a 420 nm y se calculé la
dosis citotoxica 50 % mediante regresion lineal (21).

Analisis estadistico

Los resultados se presentan como la media =+ el
error estandar de la media de tres repeticiones
experimentales, y las diferencias entre las medias
se determinaron mediante analisis de varianza,
seguido de la prueba de Dunnett para establecer
comparaciones entre grupos y diferencias signifi-
cativas con p<0,05.

RESULTADOS

Aislamiento de fracciones y de la fosfolipasa
A2 del veneno de C. d. cumanensis

Se obtuvieron, por cromatografia de exclusion
molecular en Sephacryl S-200, cuatro fracciones
principales que, una vez evaluadas para actividad
de fosfolipasas A2, mostraron que la fraccion I

Revista Investigacion en Salud Universidad de Boyacd

fue la Unica con dicho efecto (figura 1A). La sepa-
racién de esta por HPLC en una columna C18,
evidencié la presencia de 10 subfracciones vy,
de ellas, la subfraccién IV presenté actividad de
fosfolipasa A2 (figura 1B).

Electroforesis y masa molecular

La electroforesis del veneno de C. d. cumanensis
mostré las fracciones | y I, y la crotoxina B; la
fraccion 1 (carril 4) posee proteinas con pesos
moleculares entre los 25 y los 80 kDa, mientras
que la fraccion Il (carril 2) presenta bandas con
pesos moleculares en el rango de 21 a 14 kDa. El
paso por la columna C-18 por RP-HPLC, mostro
una sola banda que corresponde a la crotoxina
B (figura 1D, carril 3), cuya masa molecular es de
14.197,6 Da (figura 1C).
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Figura 1. Aislamiento y purificacion de la crotoxina B. A. Perfil cromatogréfico de elucién en Sephacryl S-200
a 280 nm del veneno de C. d. cumanensis: las areas sombreadas corresponden a las fracciones utilizadas. B.
Perfil cromatografico de elusién por RP-HPLC en una columna C-18 a 280 nm de la fraccién Il del veneno
de C. d. cumanensis: el area sombreada corresponde a la crotoxina B. C. Espectro de masas y resultado de
la deconvolution de las masas de la crotoxina B aislada del veneno de C. d. cumanensis. D. Electroforesis en
SDS-PAGE al 12 % bajo condiciones no desnaturalizantes: MW marcador de peso molecular; carril 1, veneno

total; carril 2, fraccién II; carril 3, crotoxina B, y carril 4, fraccién 1.
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Identificacion de proteinas

El andlisis de masas en tandem MS/MS permitio
identificarlos siguientes péptidos delasubfraccién
IV aislada por RP-HPLC: HLLQFNK, MIKFETR KNAI-
PFYAFYGCYCGWGGR, DATDR, CCFVHDCCYGK,
CNTKWDIYPYSLK, SGYITCGK, GTWCEEQICECDR,
VAAECLR, SLSTYK, YGYMFYPDSR, CRGPSETC

Revista Investigacion en Salud Universidad de Boyacd

(tabla 1). Su analisis demuestra que la fosfolipasa
A2 aislada corresponde a la crotoxina B de C.
d. terrificus, con una similitud del 100 % (22).
Ademas, los péptidos identificados se sometie-
ron a alineamiento en el programa Clustal, para
determinar su porcentaje de homologia con otras
fosfolipasas A2 (figura 2).

Tabla 1. Identidad de la crotoxina B aislada por RP-HPLC de la fraccién Il del veneno de C. d.
cumnensis: masa molecular determinada por nESI; masa monoisotépica de los péptidos y su carga,

y secuencias determinadas por MS/MS en tandem.

MH+ ScoRre
Data
(Monoistopic MS/MS-DERIVED SEQUENCE SPECIE z SPECTRUM REFERENCE
Base ID Mascot

Mass) MiLL
899.70 HLLQFNK 2Q0G B  C.d. terrificus 1+ 40 Marchi-Salvdor, D.P, et al 2008
463.18 MIKFETR 2Q0G_B C.d. terrificus  2* 49 Marchi-Salvdor, D.P,, et al 2008
2287.02 KNAIPFYAFYGCYCGWGGR  2QOG_B  C.d. terrificus 3% 17,53 55 Marchi-Salvdor, D.P., et al 2008
577.34 DATDR 2Q0G_B Cd. terrificus  1* 45 Marchi-Salvdor, D.P., et al 2008
1505.54 CCFVHDCCYGK 2Q0G_B C.d. terrificus  2* 11,72 47 Marchi-Salvdor, D.P, et al 2008
1687.82 CNTKWDIYPYSLK 2Q0G_B C.d. terrificus  3* 17,5 43 Marchi-Salvdor, D.P., et al 2008
443.51 SGYITCGK 2Q0G_B C.d. terrificus  2* 42 Marchi-Salvdor, D.P, et al 2008
1742.66 GTWCEEQICECDR 2Q0G B  C.d. terrificus  2* 16,63 46 Marchi-Salvdor, D.P, et al 2008
409.99 VAAECLR 2Q0G_B C.d. terrificus  2* 45 Marchi-Salvdor, D.P,, et al 2008
698.60 SLSTYK 2Q0G B  C.d. terrificus 1+ 22 Marchi-Salvdor, D.P, et al 2008
1298.55 YGYMFYPDSR 2Q0G_B C.d. terrificus  2* 10,39 62 Marchi-Salvdor, D.P., et al 2008
483.73 CRGPSETC 2Q0G_B C.d. terrificus  2* 80 Marchi-Salvdor, D.P, et al 2008

Volumen 4 ¢ Ndmero 1 ¢ Enero - Junio 2017 * Pags. 16-37 ¢ ISSN 2389-7325 * ISSN: 2539-2018 (En linea)

25



Juan Carlos Quintana-Castillo, Isabel Cristina Avila-Gémez, Juan Felipe Ceballos-Ruiz, Leidy Johana Vargas-Munoz,

Sebastian Estrada-Gomez

Figura 2. Alineamiento de la crotoxina B de C. d. cumanensis de Colombia. Los recuadros representan los
aminodcidos conservados: CB1 C. d. terrificus nimero de acceso SP|P62022.1; crotoxina B C. d. ruruima
nimero de acceso SP|P86169.1; CdtF16 C. d. terrificus nimero de acceso SP|POCAS6.1; CdcolF6a C. d.
collilineatus nimero de acceso SP|POCAS2.1; N6a S. c. tergeminus niimero de acceso GB|AAR14164.1;
CdtF15 C. d. terrificus nimero de acceso SP|POCAS5.1; fosfolipasas A2 S. c. catenatus niimero de acceso
gb|ABY77918.1; CdtF17 C. d. terrificus nimero de acceso SP|POCAS7.1; Cdc-10 C. d. cumanensis
nimero de acceso SP|P86806.1; Cdc-9 C. d. cumanensis nimero de acceso SP|P86805.1; Cdr13 C. d.
ruruima ndmero de acceso SP|POCAS4.1; y, PLA2A. halys pallas nimero de acceso PDB|1BJJ_A.
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Hemolisis indirecta

Método de gel de agarosa. La fraccion Il (complejo
crotoxina) presentd una dosis hemolitica indirecta
minima (DHIm) de 25 ug, la fraccién | no presenté
tal actividad y, con la crotoxina B, dicha dosis fue
de 12,25 ug.

Hemolisis en suspensién. La prueba de hemé-
lisis con diferentes sustratos demostré que el
efecto de lisis proteolitica es independiente del
sustrato utilizado (yema de huevo, plasma o
suero humano); sin embargo, para obtener un
100 % de lisis proteolitica en todos los casos, se
necesitaron 25 ug/ml de crotoxina B, resultando
asi, en una concentracion menor con respecto al
veneno total y la fraccién Il (figura 3).
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Figura 3. Actividad hemolitica indirecta en suspension. A. Lisis proteolitica utilizando como sustrato

yema de huevo. B. Lisis proteolitica utilizando como sustrato plasma humano inactivado. C. Lisis

proteolitica utilizando como sustrato suero humano inactivado.
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VT: veneno total de C. d. cumanensis: Pl: fraccion I; Pll: fraccion Il; CB: crotoxina B

28 Volumen 4 ¢ NdGmero 1 ¢ Enero - Junio 2017 * Pags. 16-37 ¢ ISSN 2389-7325 © ISSN: 2539-2018 (En linea)



Revista Investigacion en Salud Universidad de Boyacd

Actividad citotoxica

Elefectocitotoxicosobrelascélulasmononucleares
de sangre periférica inducido por el veneno de C.
d. cumanensis, por la fraccion Il'y por la crotoxina
B, fue de 38,59 + 0,57, 33,60 = 1,09y 18,23 +
0,57 ug/ml, respectivamente (figura 4).

Figura 4. Medias de la dosis citotéxica 50 (CC50) sobre las células mononucleares de sangre periférica
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* Representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,001)
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La dosis citotdxica 50 (CC50) para las células K562
del veneno de C. d. cumanensis, de la fraccién |,
de la fraccién Il y de la crotoxina B fue de 2,76
+ 0,217, 33,20 = 1,27, 19,34 = 3,03y 2,34 =+
0,199 ug/ml, respectivamente (figura 5).

Figura 5. Medias de la dosis citotéxica 50 (CC50) para las células K562
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CV: Crotalus, veneno; PI: fraccién I; Pll: fraccion Il; CB: crotoxina B

* Representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,001).
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El uso de concentraciones al 2, 5y 10 % de suero
fetal bovino (SFB) en los cultivos de células mono-
nucleares de sangre periférica y células K562,
demostré que la concentracién es inversamente
proporcional a la dosis citotoxica 50 (CC50)
(figura 6).

Figura 6. Dosis citotdxica 50 (CC50) para las células mononucleares de sangre periférica
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* Representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,001) entre las diferentes dosis utilizadas de suero fetal bovino.
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DISCUSION

Los venenos de serpientes son una compleja
mezcla de proteinas que ocasionan diversos
signos y sintomas, y en algunos casos pueden
conducir a la muerte, la cual puede deberse a su
neurotoxicidad, como en el caso de C. d. cuma-
nensis (cascabel) (23-26).

Las fosfolipasas A2 (PLA2, EC 3.1.1.4) conforman
una superfamilia caracterizada por su capacidad
para hidrolizar fosfolipidos,
la posiciéon sn-2 del enlace éster, produciendo

especificamente,

acidos grasos y lisofosfolipidos. Las fosfolipasas
A2 secretadas (sPLA2) tienen varias caracteristicas
en comun: baja masa molecular (13-18 kDa),
numerosos puentes disulfuro, residuos cataliticos
histidilo y aspartilo y una regién de unién a calcio
(Ca+2) altamente conservada (11). Las fosfoli-
pasas A2 de los venenos de serpientes exhiben
una variedad de actividades fisiolégicas, tales
como miotoxicidad, neurotoxicidad,
anticoagulante, la actividad
cardiotoxicidad, actividad antibacteriana, efecto
antiparasitario y actividad agregante de las
plaquetas (4,12,13,27,28).

actividad
edematizante,

En este trabajo se aisl6 e identificé la crotoxina B
del veneno de C. d. cumanensis. Esta fosfolipasa
A2 hace parte del complejo crotoxina, formado
por la crotoxina A (subunidad acida) y la crotoxina
B (subunidad basica) unidas de forma covalente

(29), y es responsable de la neurotoxicidad del
veneno de las cascabeles suramericanas (30,31).
El andlisis de masas en tandem de la crotoxina B
permitié identificar la crotoxina B la cual resulté
ser homologa con la crotoxina B1 aislada de C. d.
terrificus PDB ID:P62022.1 (22) y con la crotoxina
B aislada de C. d. ruruima PDB ID:P86169.1 (27).
Sin embargo, las multiples isoformas identifi-
cadas en el analisis protedmico, sugieren una
gran diversidad de esta toxina dentro de una
misma especie y con otras especies, como la
observada en las diferentes isoformas aisladas
de otras subespecies de C. durissus (32-34).

Se ha evaluado el efecto anticancerigeno de
diversas toxinas y venenos ofidicos, como fuentes
de nuevas moléculas en la lucha contra el cancer
(35-39). Ademas, la citotoxicidad de los venenos
y las fosfolipasas A2 resulta ser un problema
para su futuro uso biomédico. Sin embargo, en
este trabajo se demostré que una linea tumoral
resultd ser mas sensible que las células sanas a
la dosis citotéxica 50 (CC50), lo cual nos lleva a
pensar en la posibilidad de una mayor selectividad
sobre
citotoxicidad, el efecto anticancerigeno de estas
toxinas podria estar relacionado con autofagia de
las células tumorales (40). La escasa toxicidad y la
ausencia de neurotoxicidad residual dela crotoxina

las células tumorales. Ademas de su

B en estudios con animales, refuerzan su uso en
seres humanos como ya ha sido previamente
demostrado (35,36,41).
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Varios autores han observado, en las células
tumorales y los glébulos rojos, que la citotoxi-
cidad depende del suero (42). En el presente
estudio, los mononucleares de sangre periférica
aislados y la linea celular K562 se cultivaron con
suero fetal bovino al 2, al 5y al 10 %y, en todos
los casos, la dosis citotéxica 50 de crotoxina B
disminuia a medida que aumentaba la concen-
tracién del suero, lo cual demuestra una relacion
entre su actividad y la concentracién del suero;
sin embargo, con las fosfolipasas A2 inactivas se
ha observado que la citotoxicidad no es mediada
totalmente por el efecto enzimatico y podria estar
asociada con la regién carboxi-terminal 115-129
de estas proteinas (43).

Finalmente, los resultados del presente estudio
sugieren la posibilidad de utilizar las fosfolipa-
sas A2 aisladas del veneno de C. d. cumanensis,
como un posible recurso terapéutico para su
aplicacion en humanos.
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