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Resumen

Actualmente las serpientes venenosas estan extendidas por practicamente todo el
mundo provocando que los problemas derivados por las mordeduras de estas serpientes sean
de gran importancia. No obstante, este problema se acentla mayoritariamente en paises
subdesarrollados y zonas rurales con pocos recursos econdmicos, con lo que se convierte en
un problema infravalorado en las zonas mas desarrolladas y con mayor capacidad de
investigacion en este ambito. Por ello es importante seguir investigando en este campo para
desarrollar los Unicos tratamientos eficaces contra las mordeduras de serpientes venenosas,
los antivenenos.

En este trabajo se busca caracterizar venenos de serpientes del género Naja, la
mayoria de ellas conocidas cominmente como cobras, con el fin de conseguir una mayor
informacién sobre las proteinas presentes y la abundancia relativa de estas, para permitir el
desarrollo de antivenenos mas especificos y, por tanto, mas eficaces. Se analizan los venenos
de serpientes de diferentes especies y de especies iguales pero encontradas en diversas zonas
geograficas, con el objetivo de estudiar tanto la variacion interespecifica, como la variacién
intraespecifica de caracter geografico de los venenos, mediante la utilizacion de técnicas
protedmicas.

Palabras clave: veneno de serpiente, protedmica, vendmica, antiveneno, variacion
interespecifica, variacion intraespecifica.

Abstract

Currently venomous snakes are spread all over the world making the problems caused
by snake bites a very important issue. However, that problem affects mainly underdeveloped
countries and rural zones with few economic resources, and consequently it becomes an
underestimated in developed countries with greater economic resources which are more
capable to research in this area. Due to that, it is important to keep researching in this field to
develop more specific and efficient antivenoms to treat snake envenoming.



In this study the aim is to make a proteomic characterization of snakes’ venoms of the
Naja genus, commonly known as cobras, to get more information about the proteins of these
venoms and their relative abundance. Venoms of different snake species were analyzed and
also, venoms of same species but located on different countries, to determine the interspecific
and intraspecific geographic variation through the use of proteomic techniques.

Key words: snake venom, proteimics, venomics, antivenom, interspecific variation,
intraspecific variation.
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1. Introduccion

1.1. Las Serpientes

Las serpientes son animales que se encuentran dentro de la clase Reptila. A su vez,
dentro de esta clase, pertenecen al orden de los Squamata y al suborden Serpentes. Existen
alrededor de 3150 especies de serpientes de las cuales aproximadamente 600 son
peligrosamente venenosas para los humanos (WHO, 2010). No obstante, existen algunas
especies de las llamadas “non-front-fanged colubroid snkaes” (colubridos sin colmillos
frontales) que habitualmente no se clasifican como venenosas para los humanos, aunque se ha
demostrado que producen veneno que en ocasiones presenta efectos clinicos significantes
para nuestra especie (Weinstein, 2013). Dentro del suborden Serpentes, el clade Colubroidea
incluye a la mayor parte de las serpientes que existen actualmente, de entre las cuales, las
venenosas pertenecen mayoritariamente a las familias Viperidae y Elapidae (Calvete, 2014).
Esta ultima (Elapidae) esta compuesta a su vez por dos subfamilias Elapinae e Hydrophiinae.
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Figura 1. Resumen del arbol filogenético de las serpientes del clade Colubroidea. Imagen obtenida de (Pyron et al.,
2011)
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Las serpientes que pertenecen a la familia Elapidae son venenosas y se encuentran en
regiones tropicales y subtropicales de Asia, Australia, América y Africa. Ademdas también
existen elapidos (especies de la familia Elapidae) acuaticos que habitan en los océanos Pacifico
e Indico pertenecientes a la subfamilia Hydrophiinae. De entre los eldpidos, se distinguen 361
especies agrupadas en 55 géneros, las cuales son muy diversas en cuanto a su tamafo, que va
desde los 18 cm en algunas especies del género Drysdalia, hasta 5,6 metros que puede llegar a
medir la cobra real (Ophiophagus hannah).

B Venomous snakes found

Figura 2. Distribucion de las zonas donde se han encontrado serpientes venenosas. Imagen obtenida de
(Kasturiratne et al., 2008)

Las serpientes venenosas se encuentran repartidas por casi todo el mundo
exceptuando climas muy frios, algunas islas y en algunas zonas con altitudes elevadas (Figura
2).

Esta amplia distribucidn de serpientes venenosas provoca que el ataque por mordedura de
serpiente sea un problema médico importante. Donde mas se acentua este problema es en
zonas rurales de paises en vias de desarrollo de Africa sub-Sahariana, Asia y América Latina,
causando, en numerosas ocasiones, morbilidad y mortalidad en las victimas (figura 3). Esto es
debido principalmente a 2 causas:

e Mayor convivencia con las serpientes peligrosas a causa de la ocupacién de los
ecosistemas habitados por éstas, bien por los trabajos humanos realizados en zonas
rurales o bien por la degradacion e invasion de dichos ecosistemas. Ademas, los
desechos producidos en regiones pobladas atraen a las ratas, que a su vez atraen a las
serpientes que se alimentan de éstas.

e Menor acceso a servicios de sanidad, y los que tienen acceso, suelen ser de menor
calidad y no lo suficientemente preparados para atender con eficacia episodios de
envenenamiento. Otro problema afiadido en estos centros médicos es la falta de
antivenenos eficaces, los cuales son los Unicos tratamientos especificos para tratar
episodios de envenenamiento.
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Figura 3. Figura explicativa de como afecta el problema de las mordeduras de serpientes alrededor del mundo.
Figura obtenida de (Gutiérrez et al. 2010)

Los primeros estudios para conocer la incidencia global del problema de las
mordeduras de serpientes se basaron en los datos obtenidos de los centros sanitarios. A partir
de estos datos obtuvieron que la incidencia global de este problema era de unos 2.5 millones
de episodios de mordedura de serpiente anuales que derivaban en 250.000 victimas con
secuelas tras el envenenamiento y 85.000 muertes (Chippaux e. al., 1991).

No obstante, la incidencia real de episodios de envenenamiento por mordedura de
serpiente y su impacto en las diferentes regiones se desconoce, ya que en muchas zonas
rurales, las victimas no acuden a hospitales y mueren cerca del lugar de la mordida o en casa,
sin que el accidente quede registrado en los datos sanitarios oficiales. Esta es la causa por la
cual la estimacién real se situaba muy por encima de estos resultados.

Estudios mas recientes han estimado que, anualmente, se producen entre 1.2 y 5.5
millones mordeduras de serpiente en todo el mundo y que terminan con la vida de entre
25.000 y 125.000 personas. Ademds, estos estudios estiman que alrededor de 400.000
victimas mas quedan con secuelas permanentes (Gutiérrez, 2015). En Espafia, los accidentes
de mordedura de serpiente no son muy comunes, situdndose en aproximadamente 130 casos
anuales. De todos los casos registrados entre 1997 y 2009, en todo el pais, solamente un 1% de
estos derivé en la muerte del paciente, aproximadamente 1 caso por afio, aunque en diversos
afios no se registrd ninguna victima mortal (Saz-Parkinson et al., 2012).

A pesar de la incidencia a nivel mundial, el problema de las mordeduras no recibe la
suficiente atencion por parte de las autoridades de la salud publica y la industria farmacéutica.
De hecho, la OMS (Organizacién Mundial de la Salud) en Abril de 2009 incorporé los accidentes
por mordedura de serpiente en la lista de condiciones descuidadas dentro del conjunto de
enfermedades tropicales descuidadas (NTDs en inglés Neglected Tropical Diseases).



1.2. Veneno

El veneno se define segln la RAE como “sustancia que, incorporada a un ser vivo en
pequeiias cantidades, es capaz de producir graves alteraciones funcionales, e incluso la
muerte”. En términos mas cientificos, el veneno se puede definir como una secrecién formada
por compuestos bioactivos, producido en unas glandulas especializadas e inyectado mediante
un aparato inoculador, que interfiere en procesos fisioldgicos o bioquimicos normales de la
presa. Dentro de este coctel de compuestos que es el veneno, la mayor parte, alrededor de un
90%, estd compuesto por unas pocas familias de proteinas y péptidos, mientras que el 10%
restante se compone por diferentes compuestos tanto orgdnicos como inorgdnicos, como sal,
azucares, poliaminas y neurotransmisores. La capacidad de sintetizar veneno la aprovechan
alrededor de 170.000 especies repartidas por casi todo el mundo. Tanto es asi que a dia de hoy
es casi imposible encontrar un ecosistema donde no exista algun tipo de organismo venenoso
(WHO, 2010, Fry, 1999, Utkin, 2015).
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Figura 4. Arbol esquematico de las especies venenosas a lo largo del reino animal. El arbol demuestra la relacién
entre la evolucion de los diferentes linajes y la presencia de organismos venenosos. Los colores destacan los linajes
en los cuales se han encontrado organismos con sistemas venenosos. El color rojo indica que la funcidn principal del
veneno es la predatoria, el color azul la funcién defensiva y el color verde la funcién de arma de competicién
intraespecifica. Imagen obtenida de (Casewell et al., 2013).



A lo largo de la evolucién son numerosos los animales que han ido adquiriendo
capacidades de producir veneno y la mayoria de los linajes de animales contienen actualmente
especies con esta capacidad. Claro esta, que el veneno supone grandes ventajas para el animal
capaz de producirlo, no obstante los objetivos principales de los venenos no son los mismos en
todos los linajes. Para algunos, la funcidn principal es la predatoria (serpientes, arafias,
escorpiones, etc.), para otros, es la funcién defensiva frente a depredadores (peces, algunos
insectos, equinodermos, etc.) y otro grupo, utiliza el veneno principalmente como arma para
una competicién intraespecifica (el macho del ornitorrinco utiliza el veneno para hacer valer su
dominio en épocas de apareamiento) (figura 4) (Casewell et al., 2013).

Esta diversidad taxondmica destaca la importancia del veneno como una caracteristica
evolutiva en el reino animal. De hecho la capacidad de sintetizar veneno es una innovacion
clave en el clade Toxicofera, que engloba a las especies que pertenecen a los subdrdenes
Serpentes e lguania. En este clade, la funcién venenosa se estima que aparecié hace
aproximadamente hace 170 millones de afios y permitid a las especies venenosas pasar de un
modo mecdanico, como es la constriccidon, a un modo quimico (veneno) para atrapar a las
presas, reduciendo asi los esfuerzos fisicos y aumentando la eficacia de sus ataques.

I Front-fanged
I Front- and rear-fanged
I Rear-fanged
I Non-fanged

Figura 5. A) Arbol representativo de los tipos de colmillos presentes en las diferentes familias de serpientes. Los
colores de los nombres de las familias indican el tipo de colmillos que tienen sus especies. El color rosa indica que
presentan solamente colmillos frontales, el azul colmillos frontales y traseros, el verde solamente traseros y el
negro no presentan colmillos. B) Vision lateral del crdneo de especies pertenecientes a las familias indicadas. C)
Esquema del paladar con los maxilares superiores coloreados y los colmillos sefialados en un circulo. Imagen
obtenida de (Vonk et al. 2008)

En cuanto al veneno de serpientes, es uno de los mas complejos de los que se
encuentran en la naturaleza. Este veneno se sintetiza y se almacena en unas glandulas situadas
detrds de la cavidad ocular, conectadas a unos colmillos huecos mediante un conducto



especializado. Las glandulas difieren en tamafio y forma entre los eldpidos, vipéridos y especies
de la familia Atractaspidinae. Estas diferencias evidencian la evolucién independiente de las
glandulas venenosas en los tres grupos, aunque hay indicios de que todas estas son homdlogas
de las glandulas de Duvernoy, que son glandulas salivares que modificaron para producir
veneno. Se cree que éstas aparecieron primero en la evolucién de los colubridos y
posteriormente se especializaron en las glandulas venenosas de los tres grupos anteriores.
Estos indicios se basan en la similar posicion de las glandulas venenosas y las de Duvernoy y en
gue ambas, no coinciden nunca en la misma serpiente (Jackson, 2007).

Por lo que respecta a los colmillos, dependiendo del tipo de serpiente, se ha visto que
pueden ocupar diferentes zonas de la mandibula superior y que estan unidos siempre al hueso
maxilar. Estructuralmente, se observa una diferencia significativa entre la dentadura de las
serpientes de las familias Viperidae y Elapidae y el resto de las familias incluidas en la
superfamilia Caenophidia, la cual engloba a la gran mayoria de serpientes venenosas. Dentro
de esta superfamilia, un gran nimero de familias presentan colmillos traseros, mientras que
solo las familias Viperidae y Elapidae presentan colmillos tubulares frontales en lugar de los
traseros (figura 5) (Vonk et al., 2008). Este cambio facilita tanto la mordedura a la presa por la
localizacion de los colmillos como la introduccion del veneno en ella gracias a la estructura
tubular de estos, ya que los colmillos traseros pueden ser estriados pero no presentan nunca
una estructura tubular. No obstante, la similitud entre los colmillos de las familias Viperidae y
Elapidae no es total ya que se diferencian en muchos aspectos. Los colmillos de los elapidos,
por ejemplo, son siempre fijos y en los vipéridos en ocasiones presentan movilidad e incluso
algunos son retractiles.

A pesar de la similitud estructural de la dentadura entre las familias Viperidae y
Elapidae, éstas no se encuentran cercanas filogenéticamente, lo que indica que el desarrollo
de los colmillos tubulares y la localizacidn de éstos es un fenédmeno de evolucién convergente.

7

1.3. Composicion

La evolucién de las serpientes esta estrechamente relacionada con la evolucién de la
composicion del veneno. Varios estudios han demostrado que, evolutivamente, existia un
conjunto de genes presentes en un ancestro comun de las especies pertenecientes al clade
Toxicosfera. Estos genes, que codificaban para proteinas generalmente con funciones clave en
diversos procesos bioldgicamente importantes, fueron duplicados a lo largo de la evolucidn.

Posteriormente, una de estas copias creadas, paso a ser expresada selectivamente en
la glandula venenosa. Mediante el mecanismo “birth-and-death” de evolucién proteica, se
obtuvieron genes que codifican a proteinas con mutaciones respecto a su ancestro y que les
permiten adquirir funciones venenosas. Este mecanismo consiste en la creacion de una familia
multigénica a partir de duplicaciones de un gen. Las copias génicas creadas son mutadas v,
algunas de éstas, son conservadas en el genoma, mientras que otras son suprimidas o se
convierten en genes no funcionales. (Fry et al., 2006, Fry et al., 2008, Nei y Rooney 2005)

Como se ha mencionado con anterioridad, las dos familias principales de serpientes
venenosas son la familia Viperidae y Elapidae. Con respecto al veneno, el de la familia
Viperidae se caracteriza por ser generalmente de tipo hemorragico, produciendo fallos en la
cascada de coagulacion, el sistema homeostatico y la reparacion de los tejidos, ademas de
hemorragia. Por otro lado, el veneno de las serpientes pertenecientes a la familia Elapidae es
mas de caracter neurotdxico, aunque muchas de éstas también contienen otro tipo de toxinas



(que no son neurotoxinas) presentes en su veneno, como es el caso de las Najas. El veneno de
los eldpidos esta compuesto por toxinas que pertenecen, al igual que en la familia de los
vipéridos, a un conjunto de familias proteicas restringido, aunque cada especie se diferencia
de las demas en que conjuntos de estas familias proteicas expresa y en sus abundancias
(Pahari et al, 2007). A continuacién, se describen cudles son las diferentes familias de
proteinas presentes en mayor proporcidon en el veneno de las serpientes elapidas del género
Naja que se estudian en este trabajo:

3FTXs (three finger toxins)

Se trata de una superfamilia de polipéptidos no enzimdticos que contienen alrededor
de 60-74 aminoacidos y que son ricos en puentes disulfuro, de los cuales, cuatro estan
conservados en todos los tipos de 3FTx. Todas las proteinas de esta familia tienen una
estructura conservada compuesta por tres bucles conteniendo los cuatro puentes disulfuro,
provocando una estructura similar a tres dedos, de ahi su nombre “three finger toxin” (figura).
Esta estructura permite el plegamiento de la proteina y la integridad de la cadena
polipeptidica. A pesar de que todas las proteinas de esta familia comparten la estructura,
existe una gran variedad de funciones diversas realizadas por estas proteinas. Gran parte de
estos polipéptidos son neurotoxinas, aunque existen también cardiotoxinas y dendrotoxinas
(Utkin, 2013, Kini, 2002, Kini y Doley, 2010)

Figura 6. Estructura de una 3FTx donde se pueden ver los cuatro puentes disulfuro representados en amarillo y los
tres “dedos” numerados con los nimeros romanos |, Il y lll. Imagen obtenida de (Kini y Doley, 2010).

SVMP (snake venom metalloproteinase)

Son proteinas de entre 20 y 100 kDA, dependientes de Zn*" y que estan relacionadas
con sintomas hemorragicos mediante la degradacion de componentes de la matriz extracelular
de células endoteliales en los capilares provocando la salida de la sangre al exterior de éstos.
Existen algunas SVMP que no poseen actividad hemorragica, no obstante, actlan a través de
diversos mecanismos como la inhibicién de la agregacidon plaquetaria, apoptosis o inflamacion,
para producir un desequilibro homeostatico en la presa (Markland y Swenson, 2013). Estas
proteinas son muy abundantes en los venenos de las serpientes de la familia Viperidae, tanto
es asi, que componen entre el 11% y el 65% de las proteinas totales presentes en las
serpientes viperas. No obstante, estas proteinas también estan se encuentran en el veneno de
serpientes elapidas, aunque en menor cantidad (Takeda et al., 2012, Escalante et al., 2011).

Las SVMP se agrupan dentro de la familia M12 reprolisinas de las metaloproteasas y se
pueden clasificar en tres grupos segun el tamano y los dominios presentes en la proteina: P-l,
las cuales solo presentan el dominio metaloproteinasa (M); P-Il, presentan este dominio y
ademas dominio disintegrina (D); y por ultimo P-lll, que presenta el dominio metaloproteinasa,
disintegrina y el dominio rico en cisteina (C). Ademas este ultimo grupo se divide a su vez en
diferentes subgrupos segin modificaciones post-traduccionales como homo-dimerizacién (P-
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llic), protedlisis entre los dominios M y D (P-lllb) y Plll-a en su forma natural, sin
modificaciones. También existe otro grupo llamado P-llld en el que la SVMP contiene ademads
un dominio “snake C-typelectinlike” (snaclec) formando un heterodimero (Pahari et al., 2007,
Takeda et al., 2012). Las proteinas de esta familia encontradas en los venenos de las Najas
estudiadas pertenecen al grupo de las P-1l1l SVMP.

PLA, (phospholipase A»)

Las fosfolipasas A, son proteinas con un papel importante en la transduccién de
sefiales en mamiferos, catalizando la hidrélisis de fosfolipidos, ya que algunos productos
derivados de dicha hidrdlisis, tienen funcion de segundos mensajeros, como el &cido
araquidonico por ejemplo. Ademds, también tienen importantes funciones en el
mantenimiento de las membranas celulares. No obstante, la accién de las fosfolipasas A,
también tiene efectos neurotdxicos, miotdxicos y disminuye la activacion plaquetaria,
convirtiéndose asi en una importante toxina presente en el veneno de serpientes (Six y Dennis,
2000).

La capacidad hidrolitica de las PLA, del veneno de serpiente depende del residuo
existente en la posicidn 49, presente en el sitio de unién de Ca*. Es por ello, que las PLA, se
diferencian entre ellas en varios tipos, dependiendo de este residuo, de los cuales, los mas
importantes en los venenos de las serpientes de la familia Elapidae son D49 PLA;, K49 PLA; y
S49 PLA, (Six y Dennis, 2000, Lynch, 2007).

Kunitz (Kunitz-type serine protease inhibitors)

Son toxinas inhibidoras de serina proteasas formados por 50-60 residuos. Su nombre
proviene de la similitud con el dominio Kunitz, conservado en el inhibidor de tripsina
pancreatico bovino (BPT1). Funcionalmente, abarcan una gran variedad de efectos bioldgicos,
como inhibicién de varias senina proteasas, bloqueo de canales idnicos e interferencias en
procesos de coagulacion, fibrindlisis e inflamaciéon (Mukherjee et al., 2014).

A pesar de esta diversidad funcional, estructuralmente son similares entre ellas,
presentando estructuras de hojas a/f ricas en puentes disulfuro, con un sitio activo

conservado encargado de la unién a serina proteasas y que permite su inhibicion.

CRISP (cysteine-rich secretory protein)

Son proteinas pequefias (alrededor de 20 — 30 kDa). Estas proteinas estdn presentes en
diversos organismos bioldgicos, de hecho, se caracterizaron en 1981 en ratas (Kierszaenbaum
1981). A pesar de ello, las funciones bioldgicas de estas proteinas siguen sin estar claras. Se
cree que en los venenos de serpientes funcionan blogqueando canales de iones de calcio,
potasio y receptores de ranodina, una molécula que, al unirse a su receptor, provoca la salida
de calcio de las células causante de la contraccion muscular. Su nombre viene dado por la
presencia de 16 residuos de cisteina conservados, de los cuales diez se encuentran en el
extremo C-terminal de la proteina (Yamazaki y Morita, 2004, Shikamoto et al., 2005).

LAAO (L-amino acidoxidase)

Las L-amino acid oxidase (LAAO) son flavoenzimas, es decir, glicoproteinas unidas a
flavinas (encargadas de otorgar el color amarillo al veneno). Normalmente, estas proteinas son
homodiméricas y estdn unidas a FAD (flavin adenina dinucleétido) o FMN (flavina
mononucleétido) (figura 7).



Catalizan la desaminacion oxidativa de un amplio nimero de L-aminoacidos para
formar a-cetoacidos, amonio y perdxido de hidrégeno. Funcionalmente, las LAAO presentes en
los venenos de serpientes, tienen efectos en la agregacién plaquetaria, apoptosis celular y en
actividades antimicrobianas y anticoagulantes, provocados principalmente por el perdxido de
hidrégeno derivado de su actividad catalitica. Estas funciones son el motivo por el cual las
LAAO han sido protagonistas en varios estudios de caracter biomédico (Guo et al., 2012).
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Figura 7. Representacion estructural de una LAAO unida a FAD. Se observa el homodimero unido a dos FAD. Imagen
obtenida de (Du y Clemetson, 2002).

Factores de crecimiento (por ejemplo NGF)

En el veneno de serpiente, principalmente de la familia Elapidae, también estan
presentes los factores de crecimiento, encontrados por primera vez en el veneno en 1956.
Estos factores de crecimiento se han encontrado en venenos de muchos eladpidos y vipéridos.
Aungue no se saben las funciones que pueden tener en los venenos, se cree que pueden ser
proaptoptdticas en algunos tejidos. Esto se debe al hecho de que, en tejidos donde
normalmente no se encuentran, los factores de crecimiento provocan apoptosis por la
carencia de sus receptores TrkA, con lo que, introducidos en dichos tejidos, podrian producir
apoptosis. Ademas, se sabe que los factores de crecimiento son potenciadores de la
permeabilidad celular, lo que, en el contexto del envenenamiento, podria favorecer la difusion
de otros componentes venenosos (Sunagar et al., 2013).

1.4. Técnicas dmicas

Traité sur le Vénin de la Vipére, publicado en 1781 por Abbé Gasparo Ferdinando Felice
Fontana, donde relata los experimentos llevados a cabo en el veneno de la vibora Europea
(probablemente Viperaberus o Viperaaspis), se considera la primera publicacién en el campo
de la toxinologia o estudio de las toxinas. Posteriormente, Charles-Lucien Bonaparte, zodlogo
francés e hijo del hermano menor de Napoledn Bonaparte, fue el primero en descubrir la
naturaleza proteica del veneno de serpiente en el afio 1843. Su experimento se basé en el
aislamiento de una sustancia de caracter proteico del veneno de vibora mediante una
precipitacion alcohdlica. Con esa sustancia, fue capaz de reproducir todos los efectos del
veneno completo, con lo que demostrd que las funciones del veneno estaban producidas por
las proteinas presentes en éste (Calvete, 2013).



Durante el siglo XX, la investigacién de los venenos estuvo ligada y potenciada por la
evolucién de la tecnologia, principalmente con la aparicion de las llamadas técnicas “6micas” a
finales de siglo. Estas técnicas han permitido aumentar la capacidad del estudio, la precision de
éste y han favorecido la integracién de dicha informacién en los sistemas biolégicos. Como
consecuencia, actualmente se pueden estudiar los venenos a nivel de genoma, transcriptomay
proteoma (el realizado en este trabajo), para evaluar la composicidn de éstos, apareciendo el
concepto “vendmica”, como la utilizacién de las técnicas “dmicas” en el estudio del veneno.
Mediante la vendmica, se puede obtener una caracterizacién proteica de los venenos de
serpiente, que no sélo sirve como base para el desarrollo de antivenenos mas eficaces, sino
gue ademads aporta informacidn para investigacion basica, diagndsticos clinicos y desarrollo de
farmacos a partir de toxinas presentes en los venenos. También aporta datos importantes para
entender la evolucion de los proteomas en los diferentes taxones y revelar patrones evolutivos
(Calvete et al., 2007).

Protedmica

La protedmica, como su propio nombre indica, engloba a las técnicas “dmicas”
mediante las cuales, se puede estudiar el proteoma de una muestra. En vendmica se utiliza
para la caracterizacion proteica de los venenos, es decir, la identificacion de las proteinas
presentes en éste y la abundancia relativa de cada uno de éstas. Para ello, se utilizan
diferentes técnicas que se pueden agrupar en dos grupos diferentes segin su funcidn
principal: técnicas de separacion y técnicas de analisis.

El objetivo principal del primer grupo es separar las proteinas presentes en una mezcla
compleja como lo es el veneno. Para esta funcién se utilizan principalmente técnicas
cromatograficas y electroforéticas, aunque estas ultimas también se pueden considerar en
cierto modo técnicas analiticas. En primer lugar, la cromatografia es un método de separacion
fisico basado en la retencidn selectiva que permite separar proteinas. En esta técnica existe
una fase estacionaria, que esta fijada durante la cromatografia y una fase maovil, que se mueve
en una direccién definida y que puede ser un liquido, gas o fluido supercritico, lo que
determinara el tipo de cromatografia. Con la evoluciéon de esta técnica, se han disefiado
diferentes tipos de cromatografias, segln si se realizan en una superficie plana o en una
columna, segun el estado fisico de las fases o segln el mecanismo de separacion. De entre
todos los tipos, el utilizado en este estudio es el llamado HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) de fase reversa. La cromatografia HPLC de fase reversa (RP-HPLC) es un tipo
de cromatografia liquida de alta resolucién que se realiza en una columna y que separa las
proteinas de la muestra en funcidn de su polaridad (Sociedad Espafiola de Protedmica, 2014).

Por otro lado, la electroforesis es otra de las técnicas de separacién utilizadas en la
caracterizacién protedmica del veneno. Esta técnica consigue la separacién de las moléculas
sometiendo a la muestra a un campo eléctrico. Al igual que las técnicas cromatograficas, la
evolucién de la electroforesis ha llevado a que existan actualmente diversos métodos
electroforéticos segun el tipo y la orientacién del soporte, y segun el principio de separacion.
En este estudio se utiliza la técnica electroforética SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis o en espafiol electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato sdédico). El SDS es un detergente que produce la
desnaturalizacion de las proteinas y que aporta cargas negativas a todas éstas, provocando asi
gue viajen en el campo eléctrico hacia el polo positivo independientemente de su carga. Con
ello, se consigue una separacion solo en funcién del peso molecular, gracias a los poros
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existentes en el gel de poliacrilamida que deben atravesar las proteinas, siendo mas facil para
las proteinas de menor peso molecular (Sociedad Espafiola de Protedmica, 2014).

La combinaciéon de estas dos técnicas permite una buena separacion proteica, con la
gue posteriormente se pueden analizar los péptidos obtenidos mediante espectrometria de
masas. En esta técnica se produce una fragmentacion de las moléculas que conduce a la
formacion de iones, que se separardn en el espectrometro de masas en funcién de su relacién
masa/carga. Gracias a esto, se pueden conocer las masas moleculares de los péptidos
introducidos en el espectrdmetro de masas. Acto seguido, se interpretan los espectros de
masas, ya sea mediante busquedas en bases de datos, en caso de que se encuentren
fragmentos peptidicos similares a los obtenidos, o manualmente, mediante la técnica de
secuenciacién de novo. En esta técnica se interpreta el espectro de un determinado péptido,
con el fin de secuenciarlo (identificar la secuencia de aminoacidos).
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2. Objetivos

El objetivo de este estudio fue conseguir una caracterizacion protedmica de los venenos de las
serpientes Naja haje (de Mali y de Marruecos), Naja annulifera, Naja niglicollis nigricincta y
Naja melanoleuca melanoleuca (de Uganda). Esta caracterizacion tenia como fin:

e Conocer con la mayor exactitud posible la composiciéon proteica de los venenos vy la
abundancia relativa de las toxinas presentes en estos, con el objetivo de aportar
informacién para posteriores estudios y para el desarrollo de antivenenos mas
especificos y por tanto, mas eficaces.

e Estudiar las diferencias en la composicion del veneno y en la abundancia relativa de
sus toxinas a nivel:

o Interespecifico, es decir, entre diferentes especies de serpientes del género
Naja.

o Intraespecifico geografico, es decir, entre serpientes de la misma especie pero
gue habitan en diferentes zonas geograficas. Este es el motivo por el cual con
la especie Naja haje se analizaron sus venenos en serpientes encontradas en
paises diferentes (Mali y Marruecos).
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3. Materiales y métodos

Gracias al avance de las técnicas protedmicas, el estudio de los venenos de serpiente
ha evolucionado rdpidamente, permitiendo una caracterizacidon protedmica profunda de los
venenos. Para la realizacién de este trabajo se siguieron los pasos explicados en el siguiente
esquema (figura
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Figura 8. Esquema de los pasos seguidos para la caracterizacidon protedmica de los venenos en este estudio.

La extraccién del veneno se lleva a cabo en centros especializados y el veneno llega al
laboratorio en forma liofilizada. Una vez en el laboratorio, el veneno fue resuspendido con
200ul de PBS (Phosphate Buffer Solution) y centrifugado para descartar los precipitados. Para
obtener suficiente cantidad de proteina para analizar, pero sin saturar la columna
cromatografica, se decidid cargar 2mg totales de veneno. Con el objetivo de conocer la
concentracién que se tenia en la muestra, se utilizé espectrofotometria a 280nm (longitud de
onda a la que absorbe el enlace peptidico) y se utilizé la ley de Lambert y Beer. Esta ley explica
gue hay una relacién exponencial entre la transmision de luz a través de una sustancia y la
concentracién de la sustancia, asi como también entre la transmision y la longitud del cuerpo
gue atraviesa la luz. La fdrmula que representa esta ley es:

A=¢cxcx*|

Ecuacion 1. Ecuacnion de Lambert y Beer. Donde: A es la absorbancia, € el coeficiente de extincion molary | la
longitud de la celda.
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Una vez conocida la concentracién de la muestra, se calculé el volumen necesario para
obtener los 2mg de proteina que se utilizaron en la separacidon cromatografica y se afiadio el
volumen restante hasta llegar a los 300ul, con la solucién de inicio del programa de
cromatografia (5% acetonitrilo + 0.1% de acido trifluoroacético en agua MilliQ).

3.1. Cromatografia

La cromatografia RP-HPLC se realizé utilizando una columna Teknokroma Europa
Protein 300 con una matriz C18. Esta columna tiene unas dimensiones de 0.4cm de didmetro
por 25cm de longitud, con un tamafio de particula de 5pm y un tamafio de poro de 300A.

La cromatografia fue llevada a cabo con un gradiente linear de 0.1% TFA (acido
trifluoroacético) en agua MilliQ (solucién A) y 0.1% de acetonitrilo también en agua MilliQ
(solucién B), aumentando progresivamente la solucion B y disminuyendo la A de manera
automatizada, siguiendo los siguientes pasos:

e Del minuto 0 al 5: condiciones isocraticas con un 5% de la solucidn B.

e Del minuto 5 al 15: aumento de la solucién B desde el 5% hasta el 25%.
e Del minuto 15 al 75: del 25% al 45% progresivamente de solucién B.

e Del minuto 75 al 85: del 45% hasta el 70% de B.
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Figura 9. Cromatograma de Naja haje de Mali con el gradiente de la solucidn B.

Cada pico representa a un grupo de proteinas que, en funcidon de su polaridad, fueron
retenidas un tiempo determinado. Cada uno de estos picos, se recogidé por separado para
poder realizar posteriormente una separacién mas especifica, utilizando electroforesis. El area
bajo la curva de los picos depende de la cantidad de proteina detectada por el cromatdgrafo.
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Una vez terminada la cromatografia, las muestras recogidas se secaron utilizando una
centrifuga de vacio (Savant), con el objetivo de eliminar el liquido presente en la muestra y asi
obtener solo las proteinas. Posteriormente, las muestras fueron resuspendidas con agua MilliQ
para ser cargadas en el gel y que estuvieran todas igual de concentradas.

3.2. Electroforesis

Como se ha dicho anteriormente, el tipo de electroforesis usado fue el llamado SDS-
PAGE donde se utilizaron geles de poliacrilamida con un porcentaje del 15%, realizados en el
laboratorio manualmente, con los productos que se detallan en el anexo I. Se utilizé un gel con
un porcentaje del 15% en acrilamida ya que se conocia que la mayoria de las proteinas
presentes en los venenos eran pequefias, y con un porcentaje alto se consigue una buena
separacion de las proteinas de menor tamafio. Los geles se disefaron con una parte
empaquetadora o stacking en la parte superior de éstos, realizando lo que se llama una
electroforesis discontinua. En esta parte la resolucidn del gel es menor, ya que el porcentaje
de acrilamida utilizado fue del 4% en este caso, lo que se traduce en un tamafio de poro
mayor, que permite a las proteinas atravesarla mas facilmente. Con ello, se consigues un
apilamiento justo al inicio de la parte separadora del gel, es decir, la de resolucién mayor. El
voltaje aplicado en la electroforesis fue de 80V en el gel empaquetador y de 120V en el
separador. El voltaje usado en el empaquetador es menor para dar tiempo a que todas las
proteinas se concentren en una banda discreta al inicio del gel separador, ya que al cargar, se
usé un volumen alto vy, sin gel stacking, se generarian bandas anchas.

Ademas de preparar los geles, se prepararon las mezclas de carga formadas por 10ul
de cada muestra proteica recogida en la cromatografia, a las cuales se le afadieron 2ul de los
tampones de carga que se describen en el anexo Il. Estas mezclas se calentaron a 99°C durante
5 minutos provocar la desnaturalizacion de las proteinas antes de someterlas a la
electroforesis.
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Figura 10. Geles de SDS-PAGE de Naja haje de Mali después de cortar las bandas.
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En este caso, la electroforesis se realizd por duplicado, pero anadiendo pB-
mercaptoetanol en las mezclas de carga de uno de estos duplicados. Este es un agente
reductor que disocia los puentes disulfuro, rompiendo asi enlaces disulfuro terciarios y
cuaternarios y desplegando a las proteinas totalmente en su estructura primaria.

La SDS-PAGE se dejé correr controlando visualmente, hasta que el frente del tampén
de carga recorriera todo el gel, para evitar que las proteinas se salieran. Una vez terminada la
electroforesis, se recortaron las bandas presentes en el gel, como se puede ver en la figura 10,
para posteriormente ser digeridas y llevadas al espectrémetro de masas.

3.3. Digestion

Una vez recortadas las bandas electroforéticas, se debe extraer la parte proteica
presente en éstas. Para ello se realizé una in-gel digestion con el digestor automatizado
ProGest Protein Digestion Workstation. Este digestor realiza primero una reduccién de las
proteinas con 10mM de ditiotreitol (DTT), seguida de una alquilacién con 50mM de
iodoacetamida y por ultimo una digestion con tripsina durante toda la noche (25ng de tripsina
por muestra).

Al dia siguiente, se recogieron los péptidos resultantes de la digestion y se llevaron a la
centrifuga de vacio Savant (la misma que se utilizdé después de la cromatografia), para secar las
muestras. Una vez secas, antes de llevarlas al espectrometro de masas, se resuspendieron con
un volumen determinado de 0.1% de acido formico en MilliQ, en funcion de la cantidad de
proteina que se observd en cada banda del gel, para intentar tener todas las muestras en la
misma concentracion.

3.4. Espectrometria de masas (MS)

Para el andlisis de las masas totales y los digeridos tripticos, se utilizé6 un nano UPLC-
ESI-QUAD-TOF (nano-Acquity Ultra Performance Liquid Cromatography acoplado a un
espectrometro de masas SYNAPT G2 High Definition Mass Spectrometry System de Waters
Corporation). La columna utilizada en la cromatografia fue una BEH130 de 100pum x 100mm y
presenta un tamafio de particula de 1.7um, y se trabajé a un flujo de 0.6ul/min.

En primer lugar, se calcularon las masas totales de las proteinas a partir de las
fracciones recogidas directamente del HPLC. Para ello se introdujeron dichas fracciones en el
espectrometro de masas, donde fueron ionizadas mediante electrospray (ESI) vy
posteriormente separadas en funcion de su relacion masa-carga mediante la técnica
guadrupolo (QUAD). Una vez separadas las proteinas se utilizd la siguiente férmula para
calcular sus masas:

M1=M2

Ecuacion 2. Donde M es igual a:

M=M/)*z-z

Ecuacion 2.1. Donde: (m/z) es la relacidn masa-carga del péptido y z la carga de éste.
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Para calcular las masas es necesario saber la carga que presenta cada péptido y para
ello, se asigné la carga n a uno de los iones y en orden ascendiente hacia la derecha y
descendente hacia la izquierda como se puede ver en la figura 11.
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Figura 11. Espectro de Naja haje de Mali, con las cargas asociadas a los iones en modo de incégnita en funcién de n.
En este ejemplo el cdlculo seria:

1116.93+sn—n=97744+«(n+ 1) — (n+ 1)

Ecuacion 2.1. Desarrollada con los valores del ejemplo.

Despejando el resultado es que n=7, quedando por tanto las cargas de la siguiente
manera:

+7
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Figura 11.1. Espectro de la Figura 11 pero con las cargas conocidas.

Por ultimo se calcula la masa de la proteina utilizando la ecuacién con la ecuacién 2, a
partir de cualquiera de los péptidos, que en este caso seria:

M =111693 7 —7 =7811.51 Da

Ecuacion 2. Desarrollada con los datos del ejemplo.

El otro anadlisis que se llevd a cabo fue la identificacién de los fragmentos peptidicos
derivados de las proteinas iniciales. Para ello, se utilizaron las muestras que fueron sometidas
a todo el protocolo (HPLC, SDS-PAGE e in-gel digestion). Al igual que en el analisis anterior,
antes de analizarlas en el espectrémetro, se realizd una UPLC para separar las proteinas
presentes en las muestras. En este caso, se utilizdé la llamada espectrometria de masas en
tdndem o MS/MS, en la que después de la ionizacion por ESI los iones cargados con 2,3y 4
cargas positivas fueron seleccionados en el quadrupolo y pasaron a una celda de colisidn
inducida (CID), donde se fragmentaron en iones mas pequefios. Una vez fragmentados se
separaron mediante la técnica tiempo de vuelo (TOF), y se obtuvieron espectros que
posteriormente sirvieron para la identificacion proteica.
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Estos espectros del MS/MS fueron interpretados usando el programa online MASCOT,
para realizar la busqueda en la base de datos del NCBI (http://www.matrixscience.com). En los
casos en los que la busqueda no dio resultados, se analizaron los espectros manualmente
mediante secuenciacién de novo, hallando la secuencia aminoacidica de los péptidos. En este
segundo caso, las secuencias obtenidas fueron comparadas con las presentes en la base de
datos del NCBI utilizando el programa BLAST. El objetivo de ambas busquedas (con MASCOT y
BLAST) fue identificar las familias proteicas a las que pertenecen las proteinas analizadas en el
espectrémetro de masas.

3.5. Calculo de la abundancia relativa de las toxinas

Una vez identificadas las familias proteicas de las toxinas, se estimaron sus
abundancias relativas en cada veneno estudiado. Para ello se sumaron las areas de los picos
cromatograficos pertenecientes a la misma familia proteica para obtener el 100% y después se
calculd el porcentaje que representaba cada pico. No obstante, debido a que la mayoria de
picos estaban representados por mds de una banda en la SDS-PAGE, se realizé una
densitometria de los geles utilizando el programa Meta Imaging Series 7.1, con el que se
asigné la proporcidn de cada banda respecto al porcentaje total del pico.

En algunas de las bandas de la electroforesis, al realizar la busqueda en bases de datos,
se encontraron resultados de diferentes familias proteicas dentro de la misma banda. Para
resolver este problema, la abundancia relativa de cada familia proteica presente en la banda
fue estimada basandose en la intensidad relativa de los tres iones mas abundantes en el
analisis de espectrometria de MS/MS, es decir, se observaron estos tres iones, a que familia
proteica pertenecian, se sumaron sus intensidades y se realizé el promedio de la intensidad de
cada ion respecto a la intensidad total. En base a dicho promedio, se asigné la parte porcentual
correspondiente a cada familia proteica presente en la banda de la SDS-PAGE.
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4. Resultados y discusion

Se realizé todo el proceso experimental detallado anteriormente para los venenos de
las serpientes Naja haje (de Marruecos y de Mali), Naja annulifera, Naja nigricollis nigricincta y
Naja melanoleuca melanoleuca (de Uganda) y se obtuvieron las caracterizaciones protedmicas
de éstos venenos. En dichas caracterizaciones proteicas, no sélo se identificaron las proteinas,
sino que ademas se determinaron las masas moleculares de las proteinas identificadas y se
realizaron tablas informativas (anexo Ill) donde se describen el pico donde se ha encontrado la
proteina, el porcentaje del total de proteinas del veneno que representa, la masa molecular
ademas de la relacién masa carga de la proteina con la que identificd, su carga, la secuencia
con lo que se encontrd similitud, el score y la especie en la que se encontrd. Con estas tablas
se pretendid dar el maximo de informacidn tanto para este estudio como para la realizacién de
posteriores estudios. Para la nomenclatura de las diferentes familias proteicas en Ia
construccion de los graficos se utilizaron las abreviaturas que se detallan en el anexo IV.

4.1. Analisis de los venenos

Naja haje (Marruecos)

En los cormatogramas de los venenos se pueden diferenciar principalmente 2 grupos:
proteinas mas polares y mas apolares. El primer grupo estd compuesto en este caso
principalmente por las 3FTx, Kunitz, yYNGF y PLA;, y ocuparan desde el pico 1 al 17 en este caso,
mientras que el segundo destacan las SVMP vy las CRISP (mas apolares) y serian el resto de
picos. Visualmente se puede observar como predominan las proteinas del primer grupo, de
hecho, el porcentaje de las dreas de los picos 1-17 es del 86.23%. De este porcentaje el 68.08%
corresponde a 3FTx y es que del pico 1 al 9, la totalidad de las proteinas identificadas
pertenecen a esta familia y ademas, son las mds destacadas en los picos 14 y 15 (los que mas
area representan).

Por otro lado, los picos 18,19 y 20 representan la totalidad de las CRISP, ademas de
cierto porcentaje de las metaloproteinasas (PIlI-SVMP) encontradas, mientras que los ultimos
tres picos son identifican practicamente en su totalidad con el resto de las metaloproteinasas y
el 0.6% correspondiente a las LAAO.
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Figura 12. Cromatograma del veneno de Naja haje de Marruecos con los picos numerados. Ademas, se muestra el
grafico de las familias proteicas identificadas y el porcentaje respecto al total de proteinas que representa cada
familia.

Naja haje (Mali)

En este veneno, los 7 primeros picos, excepto el 5 fueron recogidos pero no se realizo
el resto del proceso experimental por problemas técnicos. No obstante, a la vista de los
resultados obtenidos a partir de los otros venenos y del pico 5 de este veneno, se espera que
el porcentaje correspondiente a dichos picos (el 12.10% asignado a proteinas no identificadas),
esté compuesto por toxinas de la familia 3FTx, ya que son las mas polares y por tanto, con un
tiempo de retencién menor. No obstante, para la continuacién de este estudio se correra de
nuevo el veneno y se identificaran las proteinas presentes en estos picos.

En cuanto a las proteinas si identificadas, se puede ver la divisién de los dos grupos de
familias proteicas, mencionados en el anterior veneno, a los 50 minutos aproximadamente
(entre el pico 19 y 20). En el primer grupo son muy predominantes las toxinas de la familia
three finger toxins, ya que los porcentajes de las otras familias mayoritarias de este grupo,
como son VNGF, PLA; y Kunitz, fueron inferiores al 2% e incluso no se llegd a identificar
ninguna Kunitz.
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Figura 13. Cromatograma numerado y gréfico de la abundancia relativa de las proteinas del veneno de Naja haje de
Marruecos

Por otro lado, a partir de los 50 minutos, en el pico 20 solo se identificaron SVMP,
mientras que los picos 21, 22 y 23 estdn compuestos por una combinacién de toxinas de las
familias CRISP y SVMP. El dltimo grupo de picos (del 24 al 28) estd compuesto en gran medida
por el resto de metaloproteinasas y el casi 2% de proteinas totales que se asocia a las LAAO.

Naja annulifera

En primer lugar se puede observar que en el primer grupo de proteinas se identificaron
practicamente solo proteinas de las familias 3FTx ya que, el porcentaje del resto (VNGF y PLA;)
fue muy bajo y las Kunitz no fueron ni siquiera identificadas. Este predominio de las 3FTx llega
hasta el pico 18, es por ello, que su porcentaje de abundancia relativa llega hasta casi el 80%,
ya que ocupa gran parte del cromatograma, incluyendo los picos mas intensos, y que por
tanto, se asocian con mayor cantidad de proteina detectada.

En el pico 19 se identificaron las primeras proteinas de la familia CRISP, mientras que
en los picos 20, 21 y 22 se identificaron el resto de éstas y aproximadamente la mitad de las
PIII-SVMP encontradas. En el dltimo grupo se identificaron el otro 6% restante de las
metaloproteinasas, junto con las proteinas apolares minoritarias que componen este veneno
como son las LAAO, endonucleasas, etc. Como se ha visto, las PllII-SVMP representan una parte
importante del total de toxinas presentes en el veneno, con lo que en este caso, el veneno
podria tener unos efectos hemorragicos mds acentuados que en el resto de los venenos
estudiados.
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Figura 14. Cromatograma numerado y grafico de la abundancia relativa de las familias proteicas del veneno de la
Naja annulifera.

Naja melanoleuca melanoleuca (Uganda)

Este veneno presenta un porcentaje menor de 3FTx, aunque, al igual que en los
venenos anteriores, el porcentaje del grupo de proteinas mas polares sigue abarcando
alrededor del 75-80% de las proteinas identificadas. En este veneno, cobra mas importancia la
presencia de las PLA; que representa el casi una cuarta parte del total de las proteinas. Las
primeras toxinas en ser detectadas son las 3FTx, ocupando todos los nueve primeros picos. A
partir del pico 10 se observa una combinacién de 3FTx con PLA,y, en menor proporcién, Kunitz
y VNGF. Cabe destacar que el pico 12, que es el mas intenso del cromatograma, esta
compuesto mayoritariamente por PLA;, identificando con casi el 20% del 24% asignado a las
proteinas de ésta familia.

Por otro lado, se puede observar un aumento del porcentaje de las CRISP a la vez que
disminuye el de las SYVMP en comparacién con los otros venenos. Visualmente se observa
como la zona de alrededor de los 60 minutos es menos significativa en este cromatograma que
en el de la Naja annulifera por ejemplo. De hecho, el Unico pico mas intenso en esta zona se
corresponde con practicamente la totalidad de las CRISP detectadas (5.29% del 5.93% total).
Por ultimo, los picos 25, 26 y 27 se identificaron como PIII-SVMP junto con algunas LAAO vy
otras proteinas minoritarias.
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Figura 15. Cromatograma numerado del veneno de la Naja melanoleuca melanoleuca de Uganda junto con el
grafico de la abundancia relativa de las familias proteicas.

Naja nigricollis nigricincta

En este caso, lo primero que se puede observar es la mayor predominancia del primer
grupo de proteinas. La intensidad de los picos de los primeros 55 minutos es mucho mayor
respecto a la ultima parte del cormatograma. Porcentualmente se observa una menor
cantidad de metaloproteinasas (3.60%) y CRISP (tan solo un 0.04%). Es por ello que las
proteinas de las familias 3FTx y PLA, se corresponden con mas del 90% del total de las
proteinas presentes en el veneno. Como en el resto de cromatogramas, las proteinas
detectadas hasta el minuto 30 aproximadamente (pico 10) fueron todas de la familia 3FTx. A
partir de ahi, en los picos mas intensos, que en este caso son el 13 y 14, se asocian a 3FTx y
PLA; con alrededor del 20% de las proteinas totales para cada familia. El pico 19, otro de los
mas intensos y que se corresponde con el 10% del total de las proteinas, se asocia
practicamente en su totalidad a cardiotoxinas de la familia 3FTx.
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Figura 16. Cromatograma numerado y grafico de la abundancia relativa de las familias proteicas del veneno de la
Naja nigricollis nigricincta.

Otro dato a destacar, es que a pesar de la predominancia del primer grupo de familias
proteicas en este veneno, no se identificé ninguna Kunitz.

4.2. Comparaciones de los venenos

Los diferentes venenos se pueden comparar basdndose en sus composiciones
proteicas. Los resultados de las caracterizaciones protedmicas se muestran en la tabla 1.

En todos los venenos, aunque en diferentes porcentajes, se encontraron bandas
proteicas de los geles que no pudieron ser identificadas. Esto se debe a que se han perdido las
proteinas en el proceso de resuspender las muestras, problemas con la digestion o que las
proteinas no se parecen a ninguna de las presentes en la base de datos. Para disminuir el
numero de proteinas no identificadas, se repitio el proceso experimental en algunas de las
bandas no identificadas. En el tiempo en el que se realizé el estudio, se pudieron reducir los
porcentajes de no identificadas hasta los valores que se muestran, aunque después de este
estudio se seguiran intentando identificar mas proteinas.

En cuanto a las proteinas si identificadas, a simple vista se observan diversos datos
caracteristicos:
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e Aunque varian los valores de la abundancia de toxinas de la familia 3FTx, éstas son
siempre las predominantes en todos los venenos. Como se ha explicado en la
introduccion, las 3FTx son mayormente neurotoxinas, con lo que a la vista de los
resultados se reafirma el cardcter neutotdxico del veneno de las Najas.

e No todos los venenos comparten las mismas familias proteicas, no obstante, las
familias mayoritarias como 3FTx, PLA,, CRISP y PllII-SVMP se identificaron en todos los
venenos, aunque en diferente abundancia relativa.

e Solo existen de 2 a 4 familias de proteinas que tienen porcentajes mayores del 5% del
total de las proteinas.

Naja haje Naja haje Naja Naja n. Naja m.
(Mali) (Marruecos) annulifera nigricincta melanoleuca
(Uganda)
3FTx 63.23 68.08 79.95 68.56 56.68
LAAO 1.92 0.60 0.51 0.34 0.94
EN 0.30 0.31 1.33 1.39 -
NT 0.08 0.12 - - -
PllI-SVMP 10.40 7.83 12.07 3.60 5.53
CRISP 8.06 4.51 3.93 0.04 5.93
PLA; 1.80 2.04 0.72 23.55 24.24
VNGF 1.43 3.55 0.20 0.12 0.66
KUN - 2.85 0.40 - 4.03
TNFR 0.12 - - - -
ACHE 0.01 - 0.01 - -
CVF 0.01 - - - 0.67
PDE 0.45 - 0.24 - 0.87
DC - - 0.16 - -
o/v - - 0.11 - 0.08
CTL - - 0.12 0.01 0.26
ALB - - - 0.04 -
HD - 0.02 - - 0.01
ni 12.10 10.09 0.24 2.40 3.12

Tabla 1. Valores porcentuales de las abundancias de las diferentes familias de proteinas respecto a las proteinas
totales en los venenos estudiados. Las nomenclaturas de las familias proteicas se detallan en el anexo IV.
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No obstante, para profundizar, en este estudio se observan las diferencias entre la
abundancia relativa de las diferentes familias en los venenos, tanto a nivel interespecifico
como a nivel intraespecifico geografico.

4.3. Variacion interespecifica

En este apartado se busca profundizar en las variaciones de abundancias relativas de
las diferentes familias proteicas en los venenos de especies diferentes. En la figura 17 se
pueden observar graficamente los porcentajes de las familias proteicas. Para esta
comparacién, de los dos venenos estudiados de las Naja haje (de Mali i de Marruecos), se usa
el de la serpiente de Marruecos por el menor valor de proteinas no identificadas en su
caracterizacién proteica.

Naja haje [Marruecos) Naja annulifera

PII-5VMP;

Naja melanoleuca melanoleuca
(Uganda)

o,m% 037%

Figura 17. Gréficos de las abundancias relativas de las familias de proteinas de los venenos estudiados en diferentes
especies de Najas

Graficamente se pueden observar numerosas diferencias:

En primer lugar, las diferencias entre la abundancia de las 3FTx son casi inexistentes
entre Naja haje y Naja n. nigricincta, mientras que en Naja annulifera el porcentaje es
significativamente mayor, llegando a casi el 80% de las proteinas identificadas y en la Naja m.
melanoleuca representa poco mas de la mitad. No obstante, es importante destacar que en
este estudio se miden las abundancias relativas, no la cantidad, con lo que un mayor
porcentaje no implica una mayor cantidad, sino que puede deberse a la menor proporcion del
resto de las familias proteicas. Por ejemplo, se puede observar que en la Naja m. melanoleuca,
ddnde la abundancia relativa de las 3FTx es menor, la proporcion de las PLA; es del 24.24%,
mucho mayor que el 0.72% identificado en el veneno de la Naja annulifera.
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Como se ha mencionado, otra de las diferencias significativas entre los venenos es la
gran diferencia porcentual de las proteinas de la familia PLA, en los venenos de Naja n.
nigricinta y N. m. melanoleuca respecto a las otras dos especies, siendo incluso inferior al 1%,
el valor de su abundancia relativa en la N. annulifera.

Por otro lado, otro resultado significativo es la presencia de metaloproteinasas (SVMP)
en los venenos estudiados. Las SVMP son caracteristicas de los vipéridos debido a su
importante efecto hemorragico y por ello se encuentran en un mayor porcentaje. No obstante,
como se puede ver en la figura 17, son familias de toxinas relativamente abundantes en las
Najas estudiadas. De hecho, en los venenos de la N. annulifera y la N. haje llega a ser el
segundo grupo mas abundante después de las 3FTx representando alrededor del 12% y el 8%
del total de las proteinas. Estos resultados demuestran que a pesar del cardcter neurotéxico
del veneno de las cobras, también existe un importante efecto hemorragico que aumenta los
problemas derivados de los envenenamientos.

En el caso de las CRISP, resulta interesante el hecho de que mantienen un valor de
abundancia relativa relativamente similar en todas las especies estudiadas menos en la N. n.
nigricincta, donde es practicamente inexistente. Con las Kunitz ocurre un algo similiar, aunque
en este caso llega incluso a no ser indentificada en esta especie. Cabe destacar que, aunque
aparece también en el veneno la N. annulifera compone solo el 0.4% del total de proteinas en
de éste, muy lejos del 4% en el veneno de la N. m. melanoleuca.

Ademas, con la interpretacidon de los cromatogramas realizada con anterioridad, se
pueden identificar las diferencias de abundancias relativas entre venenos en los
cromatogramas.

En primer lugar se deben identificar los dos grandes grupos de familias proteicas
mencionados durante este apartado, que se situan entre el minuto 10 y el 50-55
aproximadamente, el primer grupo y del 50-55 hasta el final el segundo. En este segundo
grupo, el de las proteinas mas apolares, se puede ademas hacer una subdivisién en dos grupos
mas, ya que alrededor del minuto 60 se observa siempre una zona con unos 3 0 4 picos y a
partir de los 70-75 minutos se observa otra zona de picos. En el grupo de proteinas retenidas
60 minutos las dos familias mdas abundantes son las PIlI-SVMP y las CRISP, aunque
normalmente predominan las CRISP ya que son mas polares que las metaloproteinasas. Se
puede observar como la intensidad de los picos en esa zona esta relacionada con la cantidad
de toxinas de la familia CRISP presentes en los venenos. De hecho en la N. n. nigricincta los
picos son muy pequefios y el porcentaje de CRISP es de tan solo 0.04% de las proteinas totales,
mientras que en el resto de venenos estudiados, la intensidad de los picos en esa zona es
mayor, y se traduce en un mayor porcentaje de toxinas de esta familia.

Por otro lado, en el grupo de las proteinas mds polares y que, por tanto, son
detectadas mads pronto (en los 25 primeros minutos aproximadamente), siempre pertenecen a
la familia de las 3FTx. No obstante, hasta el minuto 50-55 no dejan de identificarse estas
toxinas, aunque a partir de esos 25 minutos se combinan con otras, principalmente PLA; y
algunas vNGF y Kunitz. De estas otras tres familias, la PLA, representa una parte importante
del veneno en las N. n. nigricincta y N. m. melanoleuca. En el cromatograma, estas proteinas se
asocian practicamente en su totalidad con los picos de alta intensidad que se detectaron
alrededor de los 35 minutos, como son el pico 14 en la N. n. nigricincta y el 12 en la N. m.
melanoleuca. No obstante, observando los cromatogramas, en los otros dos venenos también
se observan picos intensos en esa zona que después no se traducen en un alto porcentaje de
PLA,. Esto se debe a que estas toxinas se encuentran normalmente en esos picos, pero no
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implica que sean las Unicas, ya que en esa zona también se detectan

familia 3FTx.
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Figura 18. Cromatogramas numerados de los venenos de las especies a comparar

4.4. Variacion intraespecifica geografica

En este estudio, se analizaron los venenos de dos Naja haje de paises diferentes con el
objetivo de estudiar posibles diferencias en la composicién proteica de estos venenos
asociadas a sus localizaciones geograficas. La Naja haje o cobra egipcia fue muy importante en
la mitologia egipcia, siendo el simbolo de soberania para los faraones, quien las incorporaban

en sus diademas.

Por lo que respecta a su habitat, se pueden encontrar tanto en estepas como en
sabanas o regiones semidesérticas con algo de agua y vegetacién y ademas, son terrestres y
nocturnas. Habitan en numerosos lugares del norte de Africa y Africa occidental
principalmente, aunque también se encuentran en Sudan y Sudan del sur y algunos puntos del
Africa Oriental (figura 19). En este trabajo los venenos estudiados fueron de Najas haje de

Marruecos y de Mali.

Después de realizar la caracterizacién de ambos venenos se pueden observar algunas
diferencias. No obstante, estas diferencias son obviamente menores que las diferencias
encontradas al comparar venenos de diferentes especies (figura 20).
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Figura 19. |dentificacion de las zonas del continente africano donde se han
encontrado serpientes de la familia Naja haje. Se resaltan los dos paises de los
cuales provienen las dos serpientes es esta especie estudiadas en este trabajo.

El valor de las 3FTx en el veneno de la serpiente de Mali es menor que en la de
Marruecos, aunque como se ha mencionado con anterioridad, en los primeros picos de este
veneno no se pudieron identificar sus proteinas, con lo que se espera que el valor porcentual
de ambos venenos para la familia de las 3FTx sea mas similar.

Otro dato interesante, es la mayor abundancia de las proteinas mds polares en el
veneno de la serpiente de Marruecos, mientras que en Mali, abundan mas las proteinas con
caracter mas apolar. En el primer caso se observa que, aunque no de manera significativa, el
valor de PLA; en el veneno de la N. haje de Marruecos es mayor que en el de la de Mali, y
sucede lo mismo con las proteinas de la familia vNGF. El dato que si presenta mayor
importancia, es la ausencia de proteinas de la familia Kunitz en el veneno de Mali, mientras
que en el de Marruecos representa casi el 3% del total de proteinas.

Naja haje [Marruecos) Naja haje (Mali)

PI-5VMP;

PII-SVMP;
10,40%

Figura 20. Graficos de las abundancias relativas de las proteinas de los venenos de las dos Naja haje estudiadas.
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En cuanto al grupo de proteinas mas apolares, las tres mayoritarias (PIlI-SVMP, CRISP y
LAAO) son mas abundantes en el veneno estudiado de la cobra de Mali. Esto se traduciria en
mas efectos de caracter hemorragico en la victima con el envenenamiento de ésta Naja haje.

Estas diferencias de composicion del veneno se deben principalmente a las diferencias
en las condiciones geograficas entre ambos paises. Mientras que en Mali predominan las zonas
desérticas y de sabana y con poca vegetacién, en Marruecos existen cuatro cordilleras
montanosas. Por otro lado, también existen diferencias climaticas, ya que Marruecos presenta
un clima Mediterraneo mientras que en Mali el clima es subtropical, con muy pocas
precipitaciones y frecuentes periodos de sequia. Ademads, a causa de estas diferencias los
ecosistemas no son los mismos, y las especies que los habitan tampoco, con lo que las presas
gue sirven de alimento para estas cobras podrian variar en mayor o menor medida.

No obstante, se debe seguir investigando en esta linea para identificar patrones
geograficos que puedan influir en la composicidn final del veneno de las Naja haje y de hecho,
actualmente este estudio se estd ampliando.
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5. Conclusiones

e Se ha comprobado que los venenos de las Najas estudiadas presentan un
predominante caracter neurotdxico, aunque también estdan compuestos por proteinas
que producen efectos hemorragicos.

e Las proteinas mas abundantes en todos los venenos estudiados son de la familia 3FTx,
destacando asi su importancia en los venenos de las cobras.

e Existen numerosas diferencias interespecificas en las abundancias relativas de las
familias proteicas en los venenos de las especies Naja haje, Naja annulifera, Naja

melanoleuca melanoleuca y Naja nigricollis nigricincta.

e Se encontraron diferencias intraespecificas de caracter geografico entre los venenos
de las Naja haje de Marruecos y de Mali.
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7. Anexos

Anexo |
Productos y concentraciones para la fabricacién de los geles de electroforesis:

*las concentraciones detalladas a continuacion son para 2 geles de 0.75mm

Productos Resolucion del 15%

Acrilamida 40% 3.38 ml
1.5 Tris pH=8.8 2.24 ml
H:0 3.31ml

SDS 10% 90 ul

APS 10% 45 ul

TEMED 13 ul
Acrilamida 40% 400 pl
0.5 Tris pH=6.8 1.58 ml
H:0 1.7 ml

SDS 10% 41 ul

APS 10% 20 pl

TEMED 10 pl




Anexo Il
Tampones de carga afiadidos a las muestras para la SDS-PAGE:

*|las concentraciones detallas a continuacion son para realizar el tampon de carga para las
muestras que se corrieron en la SDS-PAGE en condiciones no reductoras. El tampén de carga

para las condicioness reducidas esta compuesto por 950ul del tampdn de carga normal y 50ul
de B-mercaptoetanol.

Productos Tampon de carga para proteinas 6X

0.5 M TRIS pH=6.8 2.5ml
Glicerol 5ml
SDS 2ml

Azul de bromofenol al 1% 0.4 ml
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Aexo Il

Ejemplo de las tablas disefiadas con los resultados de las identificaciones proteicas:

SpotID % MW (kDa) MS-ESl(ave) m/z z Peptide sequence Score Best NCBI match Protein family
1 1,040 14" 6833.5/6659.2 6158 2 TCPGETNCYE 165 N.annulifera FAB417 3FTx
245,28 2 GIEINCCTTDECNN
6099 3 KGIEINCCTTDHCNN
2 0,104 14" 615,2 2 TCPGETNCYK 152 N.annulifers PAB417 JFTx
6558 2 GIEINCCTTDE
5856 3 LECHNQQSSQPPTTK
6059,6 3 KGIEINCCTTDECNN
0,242 1" 68335 615,2 2 TCPGETNCYK 36 N, annulifers PAB417 3FTx
6558 2 GIEINCCTTDK
5856 3 LECHNQQSSQPPTTK
3 3567 g" 62335 6342 ) EIVECCETDR 108 N, annulifera P01399 3FTx
4298 3 GCAATCPVAKPR
655,8 2 GIEINCCTTDE 106 N annulifera P01421 3FTx
7888 2 SLQFPITTVCPGEK
4 0,781 5 68335 5377 2 LECYQMoxSKE 120 N. annulifera P25678 3FTx
B434 3 VVTCKPEETFCYSDVEMonFFR
6552 2 GIEINCCTTDE 106 N, annulifera F01421 3FTx
TEES 2 SLQFRITTVCPGEK
5 0344 T 6233.5/7T46.0 4607 2 TVYCCR de nove ~ B, multicinctus Q3W727 3FTx
4198 2 LVPEVWK de nove ~ N, amnulifera PO1455 IFTx
[ 0216 " 613.2 2 DVIECCETDE de nove ~ N, kaguthia PE1942 3FTx
5056 3 [442.2)VSTSTVEVHR de nove ~ N annulifera PO1453 IFTx
0,031 18" 5056 3 MoxFMexVSTSTVPVER 200 N.annulifers P01453 3FTx
0,062 13" TT46,0 4747 2 GCIDVCPE 161 N annulifers F01453 3FTx
5056 3 MoxFMoxVSTSTVPVER
3 0063 8" 11/7284.3/73. 5616 <] (317.2) ASCPEFESHFR denove ~N.h.haje P01415 3FTx
4227 2 YLLCCR denovo ~N. h.haje P01415 IFTx
0,360 e T1/6445.1/63 4657 2 TIDECHR 156 N nivea PO0SBE Kunitz-type inhibitor
7133 2 FCELPAETGLCK
5513 3 FCELPAETGLCHAR
696,0 3 AAQQCLEFIVGGCGGNANE

Spot ID: numero del pico en el cromatograma.

%: porcentaje asociado a cada banda electroforética.

MW (kDa): peso molecular observado en el gel.

MS-ESI (ave): peso molecular real.

m/z: relacién masa-carga del péptido.

Z: carga del péptido.

Peptide sequence: secuencia aminoacidica con la que se encontré similitud en la base de

datos.

Score: score de la similitud.

Best NCBI match: mejor resultado de similitud encontrado en la base de datos.

Protein family: familia proteica a la que pertenece la proteina.

39




Anexo IV

Tabla de relacidn entre las abreviaturas de las familias proteicas y sus nombres.

Abreviatura

Familia proteica

3FTx Three finger toxin
LAAO L-aminoacid oxidase
EN Endonucleasa
NT Nucleotidasa
PIII-SVMP Metaloproteinasas del grupo PllI
CRISP Cysteine-rich secretory protein
PLA, Fosfolipasa tipo A,
vNGF Venom nerve growth factor
KUN Kunitz-type serine protease
TNRF Tumor necrosis factor
ACHE Acetilcolinesterasa
CVF Cobra venom factor
PDE Fosfodiesterasa
o/v Ohanin/Vesprin
CTL C-type lectin-like protein
ALB Albumina
HD Hialuronidasa
DC Dominio DC (PllI)
ni No identificada
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