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Resumen 

 
Introducción: En estados avanzados del cáncer de cérvix, los tratamientos 
usualmente combinan radio y quimioterapia. Desafortunadamente, este tipo de 
cáncer puede recidivar después del tratamiento, por lo cual los pacientes 
frecuentemente abandonan el tratamiento buscando preservar su calidad de vida, 
pero poniendo en riesgo su sobrevivencia. Por lo tanto, en la búsqueda de nuevos 
enfoques terapéuticos orientados a intervenir el microambiente del tumor sin afectar 
las células sanas, las proteínas provenientes de los venenos de serpiente han 
demostrado ser eficaces. Objetivos: El objetivo principal de este trabajo fue 
caracterizar bioquímicamente el veneno de la serpiente P. lansbergii lansbergii y 
evaluar el efecto biológico de una de sus Asp49–PLA2 sobre una línea de 
adenocarcinoma de cérvix. Metodología: Este proyecto se enmarcó en el desarrollo 
de nuevos medicamentos que pueden ser efectivos para el tratamiento contra el 
cáncer de cuello uterino en humanos. En la primera fase, se determinó el perfil 
proteico del veneno de P. lansbergii lansbergii mediante SDS–PAGE, MALDI–TOF–
TOF y nESI–MS/MS; mientras que la letalidad y las actividades funcionales tanto in 
vitro como in vivo fueron evaluadas, en orden de conocer las características 
bioquímicas y efectos fisiopatológicos del veneno. En la segunda fase, se purificaron 
dos de sus fosfolipasas A2 más abundantes por HPLC y se realizó su identificación 
mediante MALDI–TOF–TOF. Las actividades funcionales in vivo se determinaron 
sobre ratones CD–1. En la tercera fase, se escogió a la PLA2 inocua “Pllans–II” para 
ser evaluada como posible agente anticancerígeno y anti–angiogénico. 
Resultados: se caracterizó el veneno de P. lansbergii lansbergii, identificando 12 
familias de proteínas conocidas: SVMPs, fosfolipasas A2, desintegrinas, péptidos 
pequeños, lectina tipo C, serina proteinasas, L–amino acido oxidasas, CRISP, 5' 
nucleotidasas, svVEGF, fosfolipasas B y fosfodiesterasas. Funcionalmente, el 
principal mecanismo de inmovilización de la presa por el veneno podría ser el 
sangrado, la generación de una permeabilidad vascular y extravasación; 
produciendo un estado hipovolémico que conlleva a un choque hipovolémico. Las 
Asp49–PLA2s purificadas presentaron una masa de 14,136 ± 3 y 13,960 ± 3 Da. Los 
ensayos determinaron que Pllans–I en contraste con Pllans–II, fue letal y presentó 
actividad citotóxica, miotóxica, y anticoagulante. Pllans–II, una enzima monomérica 
mostró una citotoxicidad dosis dependiente y disminuyó la migración de las células 
de adenocarcinoma de cérvix – HeLa, por interferencia de las integrinas α5 y β1. 
Además, Pllans–II generó arresto del ciclo celular en G1 y estimuló la muerte celular 
apoptótica. Interesantemente, Pllans–II tuvo la capacidad de inhibir la formación de 
nuevos vasos sanguíneos sobre las células HUVEC. Conclusión: Por sus 
características especiales, Pllans–II podría ser empleado como un agente 
anticancerígeno para el desarrollo de nuevos prototipos antitumorales. Sería 
interesante evaluar el efecto de Pllans–II sobre la tumorigénesis in vivo, sin 
menospreciar una mejor comprensión del mecanismo de muerte celular, el potencial 
de inhibición de la metástasis y estudios funcionales para conocer la interacción de 
Pllans–II con los receptores de integrinas en las células cancerígenas.  
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Abstract 
 
 

Introduction: In cervical cancer advanced stages, the treatment usually combines 
radiotherapy and chemotherapy. Unfortunately, this type of cancer can re–emerge 
after this treatment and patients often give up treatment in order to avoid the 
decrease of life quality. Therefore, in the search for new therapeutic alternatives that 
focus on the tumor microenvironment without affecting healthy cells, proteins from 
snake venoms have been shown to be very effective. Objective: The main objective 
of this work was to characterize biochemically the snake venom of P. lansbergii 
lansbergii and to evaluate the biological effect of one of its Asp49–PLA2 on a cervix 
adenocarcinoma line. Methods: This project was part of the development of new 
drugs that may be effective for the cervical cancer treatment in humans. In the first 
phase, the P. lansbergii lansbergii venom protein profile was determined by SDS–
PAGE, MALDI–TOF–TOF and nESI–MS / MS; while the lethality and functional 
activities both in vitro and in vivo were evaluated, in order to know the biochemical 
characteristics and venom pathophysiological effects. In the second phase, two of 
its most abundant PLA2 were purified by HPLC and identified by MALDI–TOF–TOF. 
In vivo functional activities were determined on CD–1 mice. In the third phase, the 
innocuous PLA2 “Pllans–II” was chosen to be evaluated as a possible anticancer and 
anti–angiogenic agent. Results: P. lansbergii lansbergii snake venom was 
characterized, identifying 12 families of known proteins: metalloproteinases, 
phospholipases A2, disintegrins, small peptides, C–type lectin, serine proteinases, 
L–amino acid oxidases, CRISP, 5' nucleotidases, svVEGF, phospholipases B and 
phosphodiesterases. Functionally, the main mechanism of the prey immobilization 
by snake venom could be the bleeding, the generation of a vascular permeability 
and extravasation; producing a hypovolemic state that leads to a hypovolemic 
cardiovascular shock. Purified Asp49–PLA2s had a mass of 14,136 ± 3 Da and 
13,960 ± 3 Da. In vivo and in vitro assays determined that Pllans–I, in contrast to 
Pllans–II, was lethal and showed cytotoxic, myotoxic, and anticoagulant activity. 
Pllans–II, a monomeric enzyme showed a dose–dependent cytotoxicity and 
decreased cell migration of cervical adenocarcinoma cells – HeLa, by interference 
of α5 and β1 integrins. In addition, Pllans–II generated cell cycle arrest in G1 and 
stimulated apoptotic cell death. Interestingly, Pllans–II had the ability to inhibit the 
formation of new blood vessels on HUVEC cells. Conclusion: Due to its special 
characteristics, Pllans–II could be used as an anticancer agent for the development 
of new antitumor prototypes. Therefore, it would be interesting to evaluate the 
Pllans–II effect on in vivo tumorigenesis, looking for a better understanding of the 
cell death mechanism, metastasis disruption potential, and functional studies to 
clarify how Pllans–II interacts with integrin receptors in cancer cells. 

Palabras claves 

Veneno de serpiente; Porthidium lansbergii lansbergii; venómica; toxicidad; 
fosfolipasa A2; actividad antitumoral.  
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Planteamiento del problema 

 
 

El cáncer de cuello uterino (CCU) es un problema de salud pública mundial. Para el 
año 2012 se presentaron 4.661 casos nuevos de CCU, y cerca de 1.986 muertes 
directamente atribuibles a este tipo de enfermedad tumorigénica (GLOBOCAN, 
2012). Adicionalmente, un gran porcentaje de mujeres en edad productiva se ven 
afectadas por una alta morbimortalidad, lo que a su vez genera trastornos 
socioeconómicos significativos. En Colombia, entre los años 2007–2011 se 
produjeron un total de 4462 muertes por CCU, de las cuales el 11.6% se 
presentaron en el departamento del Valle del Cauca, ubicándolo en el segundo lugar 
en tasa de muerte por la enfermedad.  
 
 
En el Registro Poblacional de Cáncer de Cali se registraron 8.963 casos de CCU 
durante el período comprendido entre 1962 y 2007. 91,2% de estos casos fueron 
diagnosticados histológicamente y 3,9% de los casos fueron diagnosticados según 
los certificados de defunción (Muñoz y Bravo, 2012). Adicionalmente, en los 
registros comprendidos entre los años 1984 y 2011, se encontró que un total de 
2.595 mujeres murieron por CCU y la tasa de mortalidad estandarizada por edad 
entre 2009 y 2011 se estimó en 7 por cada 100.000 mujeres (Muñoz y Bravo, 2014).  
Por lo tanto, el CCU continúa siendo un problema de salud pública en el país y en 
la región, que impone un reto para los sistemas de salud de modo que se logren 
diseñar y poner en marcha intervenciones oportunas, eficaces y articuladas para 
disminuir la incidencia y mortalidad asociadas a este cáncer, cuyo control debe ser 
priorizado a través de nuevos y eficientes tratamientos. 
 
 
En cuanto a los tratamientos para la enfermedad, la radioterapia pélvica (RT) y la 
quimioterapia de cisplatino semanal concurrente (RTCT) son el estándar actual de 
atención para pacientes, seguida de la braquiterapia (Vale et al., 2008). En general, 
del 50% al 60% de los pacientes logran la cura con este enfoque, pero la recurrencia 
local y la progresión del tumor hacia la metástasis después del tratamiento siguen 
siendo problemas importantes, especialmente en pacientes con un alto desarrollo 
tumoral. En ese sentido, existen pocos tratamientos efectivos para los pacientes con 
cáncer recurrente de cuello uterino después de la RTCT, y a menudo la muerte se 
presenta después de la disminución significativa de la calidad de vida del paciente 
por fuertes dolores, hemorragias y otros síntomas debilitantes. Actualmente se 
están aunando esfuerzos para mejorar el potencial curativo de la RT con una 
focalización tumoral y una intensificación de dosis más precisas (Sturdza et al., 
2016). No obstante, es poco probable que este enfoque por sí solo resuelva por 
completo el problema (Chaudary et al., 2017). 
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Adicionalmente, la mayoría de quimioterapias actuales contra el cáncer no son 
específicas y pueden afectar tanto a las células tumorales como a las células sanas 
(Sarray et al., 2013). Se conocen hasta el momento más de 50 fármacos utilizados 
en el tratamiento del cáncer, pero la eficacia promedio de estos corresponde al 20%, 
sumado al hecho de que estos producen efectos secundarios significativos (Reid, 
2010). Los pacientes con cáncer a menudo renuncian al tratamiento con el fin de 
evitar la disminución de su calidad de vida, puesto que pueden presentar desde 
vómitos, náuseas, pérdida de peso, pérdida de apetito, hasta debilidad 
generalizada, pérdida del cabello, dolores intensos, entre otros. 
 
 
Por lo tanto, con la necesidad de explorar en la búsqueda de nuevos fármacos y 
estrategias de tratamiento para el CCU más eficaces y menos tóxicas, se está 
investigando nuevas moléculas que contrarresten los efectos secundarios de las 
terapias y que, además se enfoquen en el microambiente del tumor y 
particularmente en la inhibición de la angiogénesis tumoral. Algunos de estos 
tratamientos están basados en diversas proteínas activas provenientes de los 
venenos de serpiente (Sarray et al., 2013). Para el caso de las proteínas de los 
venenos de la familia Viperidae se ha demostrado que tienen propiedades 
antitumorales y anti–angiogénicas (Calderón et al., 2014). Esta especificidad ha 
permitido postular tales proteínas como potenciales agentes farmacológicos. 
 
 
En Colombia existe un amplio patrimonio biológico, donde las serpientes presentan 
una fuente de proteínas que podrían constituir una potencial solución para el 
tratamiento del cáncer. Sin embargo, poco se conoce acerca de las proteínas que 
hacen parte del coctel del veneno y su potencial terapéutico que ayude a inhibir el 
crecimiento descontrolado de células malignas. Es por esta razón que, para la 
presente investigación, se propone a la fosfolipasa Pllans–II, una proteína aislada 
del veneno de la serpiente Porthidium lansbergii lansbergii, como una molécula para 
constituirse como un candidato potencial para realizar evaluaciones preclínicas en 
la búsqueda de un tratamiento alternativo contra el cáncer de cuello uterino.  
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Marco conceptual 

 

Características del cáncer  

 
 
Las características distintivas del cáncer comprenden seis capacidades biológicas 
adquiridas durante el desarrollo de tumores. Estas características distintivas y 
complementarias permiten el crecimiento tumoral y la diseminación metastásica. 
Dentro de estas características distintivas se encuentran: mantener la señalización 
proliferativa, evadir los supresores del crecimiento, resistir a la muerte celular, 
permitir la inmortalidad replicativa, inducir la angiogénesis y activar la invasión y la 
metástasis (Figura 1) (Hanahan y Weinberg, 2011). 
 

 
 
Figura 1. Ilustración de las seis capacidades distintivas del Cáncer. La última década ha sido testigo 
de un progreso notable hacia la comprensión de los fundamentos mecanicistas de cada sello 
distintivo. 
 

Señalización proliferativa crónica 

 
 
Las células normales controlan cuidadosamente la producción y liberación de 
señales de promoción del crecimiento, que instruyen la entrada y la progresión a 
través del ciclo celular; asegurando una homeostasis del número de células y por lo 
tanto el mantenimiento de la arquitectura y la función del tejido normal. 
 
Las células cancerosas, al desregular estas señales, se vuelven dueñas de sus 
propios destinos. Las señales de activación se transmiten en gran parte por factores 
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de crecimiento que se unen a los receptores de la superficie celular, que típicamente 
contienen dominios de tirosina quinasa intracelulares. Estos receptores por lo 
general proceden a emitir señales a través de vías ramificadas que regulan la 
progresión a lo largo del ciclo celular, así como el crecimiento celular. A menudo 
estas señales influyen en otras propiedades biológicas de la célula, como la 
supervivencia celular y el metabolismo energético (Hanahan y Weinberg, 2011). 
 

Evasión de los supresores del crecimiento 

 
 
Las células cancerígenas presentan la capacidad de evadir los programas que 
regulan negativamente la proliferación celular. Muchos de estos programas 
dependen de la acción de los genes supresores de tumores. Los dos genes 
supresores más importantes, codifican para las proteínas p53 y retinoblastoma–RB. 
Estos operan como nodos centrales de control, que regulan los circuitos celulares 
que gobiernan las decisiones de las células hacia la proliferación o alternativamente, 
activan los programas de senescencia o apoptosis (Burkhart y Sage, 2008; Orth et 
al., 2012; Kruiswijk et al., 2015). 
 
Mientras que RB transduce señales inhibidoras del crecimiento que se originan 
fuera de la célula (Burkhart y Sage, 2008), p53 recibe señales de sensores de estrés 
y anomalías que funcionan dentro de los sistemas operativos intracelulares de la 
célula; por ejemplo, si el grado de daño al genoma es excesivo, p53 puede detener 
la progresión del ciclo celular hasta que estas condiciones se hayan normalizado. 
Alternativamente, frente a señales de alarma que indican un daño irreparable, p53 
puede desencadenar apoptosis (Orth et al., 2012; Kruiswijk et al., 2015).  
 

Resistencia a la muerte celular  

 
 
La muerte celular por apoptosis sirve como una barrera natural para el desarrollo 
del cáncer (Adams y Cory, 2007; Lowe et al., 2004). La elucidación de la red de 
señalización por muerte apoptótica, ha revelado como se desencadena este tipo de 
muerte celular en respuesta a diversas reacciones fisiológicas de estrés, que las 
células cancerosas experimentan durante el curso de la tumorigénesis o como 
resultado de una terapia anticancerígena (Hanahan y Weinberg, 2011). Entre las 
situaciones de estrés que inducen apoptosis, se destacan los desequilibrios de 
señalización, que resultan de los niveles elevados de los oncogenes y daño del ADN 
asociado con hiperproliferación. Sin embargo, investigaciones han revelado que la 
apoptosis se atenúa en tumores que logran progresar a estados de alto grado de 
malignidad y resistencia terapéutica (Adams y Cory, 2007; Lowe et al., 2004). Por 
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consiguiente, un buen agente anticancerígeno debería estimular una muerte celular 
apoptótica, de manera específica en el tumor. 
 
La actividad de proteasa de las caspasas, es esencial para las características 
morfológicas y bioquímicas de la apoptosis. En términos generales, las caspasas 
pueden activarse a través de una de las dos vías: la vía extrínseca (también llamada 
receptor de muerte) y la vía intrínseca (también llamada mitocondrial) (Figura 2). 

 
Figura 2. Vías de señalización apoptótica tanto extrínseca como intrínseca (Ichim y Tait, 2016).  
 
 

La vía extrínseca es activada por la interacción de ligandos con receptores de 
muerte tales como el factor de necrosis tumoral (TNF), el ligando inductor de 
apoptosis relacionado con el TNF (TRAIL), el receptor ligando inductor de apoptosis 
relacionado con el TNF (TRAILR) y FAS; que pueden activar las caspasas 
iniciadoras (caspasa–8 y caspasa–10) a través de la dimerización mediada por 
proteínas adaptadoras, como la proteína del dominio de la muerte asociada a FAS 
(FADD).  
 
Luego, de su activación, se escinden; activando las caspasas–3 y 7 efectoras, que 
conlleva a la apoptosis. La vía intrínseca (o mitocondrial) de la apoptosis requiere la 
permeabilización de la membrana externa mitocondrial (MOMP). Las células 
estresadas activan el dominio de homología BCL–2 3 (BH3), lo que conlleva a la 



25 

 

 

activación de BAX y BAK, desencadenando MOMP. Seguido de MOMP, las 
proteínas del espacio intermembrana mitocondrial tales como el segundo activador 
mitocondrial de caspasas (SMAC) y el citocromo c, son liberados en el citosol. El 
citocromo c interactúa con el factor de activación de la proteasa apoptótica 1 
(APAF1), lo que desencadena el ensamblaje del apoptosoma, que activa la 
caspasa–9. La caspasa–9 activa, a su vez, activa la caspasa–3 y 7, lo que conduce 
a la apoptosis. La liberación mitocondrial de SMAC facilita la apoptosis al bloquear 
el inhibidor de la caspasa inhibidora de la apoptosis ligado a X (XIAP) (Ichim y Tait, 
2016).  

 

Inmortalidad celular  

 
 

Las células cancerosas requieren un potencial replicativo ilimitado para generar 
tumores macroscópicos. Esta capacidad tiene un marcado contraste con el 
comportamiento de las células en la mayoría de los linajes celulares normales en el 
cuerpo, que son capaces de atravesar solo un número limitado de ciclos sucesivos 
de crecimiento y división celular. Esta limitación se ha asociado con dos barreras 
distintas a la proliferación: la senescencia, una entrada típicamente irreversible a un 
estado no proliferativo pero viable, y una crisis, que implica la muerte celular. En 
consecuencia, cuando las células se propagan en el cultivo, los ciclos repetidos de 
división celular conducen primero a la inducción de senescencia y luego, para 
aquellas células que logran sortear esta barrera, a una fase de crisis, en la que la 
gran mayoría de las células de la población mueren. En raras ocasiones, las células 
emergen de una población en crisis y exhiben un potencial replicativo ilimitado. Esta 
transición se ha denominado inmortalización, un rasgo que la mayoría de las líneas 
celulares establecidas poseen en virtud de su capacidad para proliferar en los 
cultivos celulares sin evidencia de senescencia o crisis (Hanahan y Weinberg, 
2011). 
 

Inducción de angiogénesis 

 
 
Al igual que los tejidos normales, los tumores requieren de sostenimiento energético 
por medio de nutrientes y oxígeno, así como la capacidad de evacuar los desechos 
metabólicos y el dióxido de carbono. La neo–vasculatura asociada a tumores, 
generada por el proceso de angiogénesis, aborda estas necesidades (Hanahan y 
Weinberg, 2011). Durante la progresión del tumor, casi siempre se activa un 
"interruptor angiogénico", que estimula la generación de nuevos vasos a partir de 
una vasculatura normalmente inactiva, que ayudan a sostener los crecimientos 
neoplásicos en expansión (Hanahan y Folkman, 1996).  
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El cambio angiogénico está gobernado por factores compensatorios que inducen o 
se oponen a la angiogénesis (Baeriswyl y Christofori, 2009; Bergers y Benjamin, 
2003). Algunos de estos reguladores angiogénicos son proteínas de señalización, 
que se unen a los receptores estimulantes o inhibidores presentes en la superficie 
de las células endoteliales vasculares. Dentro de las moléculas pro–angiogénicas 
implicadas en el mantenimiento de la angiogénesis tumoral se encuentran el factor 
de crecimiento endotelial vascular A (VEGF–A) y la familia del factor de crecimiento 
de fibroblastos (FGF) (Baeriswyl y Christofori, 2009). En cambio, la 
trombospondina–1 (TSP–1) es una proteína que provoca señales supresivas que 
pueden contrarrestar los estímulos pro–angiogénicos (Kazerounian et al., 2008), ya 
que también se unen a los receptores transmembrana expresados por las células 
endoteliales. 
 

Invasión y metástasis 

 
 
La metástasis por carcinomas se forma después de completar una sucesión 
compleja de eventos biológicos celulares, denominados colectivamente la cascada 
invasión–metástasis (Valastyan y Weinberg, 2011). En esta cascada, las células 
epiteliales en los tumores primarios: invaden localmente la matriz extracelular (MEC) 
circundante y las capas de las  células estromales, intravasan el lumen de los vasos 
sanguíneos, sobreviven a los impedimentos del transporte a través de la 
vasculatura, se detienen en órganos distantes, extravasan el parénquima de tejidos 
distantes, sobreviven en estos nuevos microambientes extraños para formar 
micrometástasis y reinician sus programas proliferativos en sitios metastásicos; 
generando así crecimientos neoplásicos macroscópicos, clínicamente detectables 
(denominado a menudo "colonización metastásica") (Valastyan y Weinberg, 2011) 
(Figura 3). 

 
Figura 3. La cascada de invasión–metástasis. Durante la progresión metastásica, las células 
tumorales salen de sus sitios primarios de crecimiento (invasión local, intravasación), se translocan 
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sistémicamente (supervivencia en la circulación, detención en un sitio de órgano distante, 
extravasación) y se adaptan para sobrevivir y prosperar en los microentornos extraños de tejidos 
distantes (formación de micrometástasis, colonización metastásica). Las células de carcinoma están 
representadas en verde (Guo y Giancotti, 2004). 
 
 

En las adhesiones células–MEC, la migración celular, la proliferación, la 
diferenciación y la supervivencia de las células, observadas en muchos procesos 
biológicos; están reguladas por receptores de adhesión celular conocidos como 
integrinas (Guo y Giancotti, 2004; Takada et al., 2007) (Figura 4).  
 

 
Figura 4. Integrinas involucradas en cada paso del desarrollo y progresión del tumor. Las integrinas 
expresadas en las células tumorales contribuyen a la progresión tumoral y a la metástasis por el 
incremento de la migración, invasión proliferación y supervivencia de las células tumorales. La 
adhesión de la integrina a la MEC proporciona la tracción requerido para la invasión de células 
tumorales. Las integrinas también contribuyen a la invasión de las células tumorales al regular la 
localización y la actividad de las proteasas que degradan la matriz, como la metaloproteasa de matriz 
tipo 2 (Macedo et al., 2015). 

 
 
Por lo tanto, las integrinas contribuyen a la progresión del cáncer (Desgrosellier y 
Cheresh, 2010) y desempeñan un papel importante en la proliferación, la 
supervivencia, la angiogénesis del tumor y la metástasis (Rathinam y Alahari, 2010). 
La expresión de las integrinas puede variar significativamente entre el tejido normal 
y el cáncer y, por consiguiente, se pueden usar como dianas en la terapia del cáncer. 
 

Cáncer de cuello uterino 

 
 
El cáncer es una de las primeras causas de muerte no violenta, tanto en países en 
vías de desarrollo como en países desarrollados (OMS, 2005). En el año 2008, se 
registraron 12.7 millones de casos nuevos de cáncer y 7,6 millones de personas 
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murieron de cáncer a nivel mundial (Ferlay et al., 2008). Se estima que alrededor 
de 11,5 millones de personas morirán de cáncer en el año 2030 (Mathers y Loncar, 
2006). 
 
El CCU es una alteración celular que se origina en el epitelio del cuello del útero 
(unión pavimentoso–cilíndrica; puede incluir las células escamosas externas, las 
células glandulares internas o ambas). La lesión precursora es una displasia: 
neoplasia intraepitelial cervical (CIN, por sus siglas en inglés) o adenocarcinoma in 
situ, que posteriormente se puede tornar en cáncer invasivo (NIH, 2016). Se 
manifiesta inicialmente a través de lesiones precursoras, habitualmente de lenta y 
progresiva evolución en el tiempo, que se suceden generalmente en etapas. En 
grado variable evolucionan a cáncer in situ cuando compromete sólo a la superficie 
epitelial y luego a cáncer invasor cuando el compromiso traspasa la membrana 
basal e invade el estroma del cuello uterino (Figura 5). Los cánceres de cuello 
uterino y los pre–cánceres se clasifican de acuerdo con el aspecto que presentan 
bajo el microscopio. Los dos tipos más comunes de cánceres de cuello uterino son 
el carcinoma de células escamosas y el adenocarcinoma (Umar et al., 2012). 
 

 
 
Figura 5. Cronología estimada de la progresión y estadios pre–malignos del cáncer de cuello uterino. 
La progresión del tejido normal a cáncer invasivo se caracteriza por cambios genéticos y 
epigenéticos que se producen en diferentes puntos a lo largo del continuum carcinogénico. Debido 
al largo tiempo transcurrido entre la iniciación y el cáncer manifiesto (es decir, invasivo), en la mayoría 
de los tipos de cáncer las estrategias de intervención temprana y prevención pueden potencialmente 
interrumpir el proceso de progresión del cáncer. Las células anaranjadas representan cambios en el 
microambiente tumoral, incluyendo el reclutamiento de células inmunes, la inducción de la 
angiogénesis y las alteraciones en las células circundantes, tales como fibroblastos. CIN: 
adenocarcinoma in situ; CIS: carcinoma in situ (Modificado de Umar et al., 2012). 
 
 
El cáncer de cuello uterino, como todos los tipos de tumores sólidos, requiere de la 
activación del proceso de angiogénesis para que las células que van a conformar el 
tumor reciban el oxígeno y los nutrientes necesarios para suplir sus requerimientos 
metabólicos. La angiogénesis se ha asociado clínicamente con la progresión de las 
lesiones neoplásicas intraepiteliales cervicales hacia carcinomas invasivos, lo cual 
se ve evidenciado por una neovascularización y un incremento en la densidad y 
tamaño de los vasos en la zona de contacto estroma–epitelio del cuello uterino. Tal 
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proceso angiogénico se relaciona con las condiciones de hipoxia, las cuales 
promueven la sobreexpresión de factores de crecimiento endotelial vascular 
(VEGF), y con la expresión de proteasas extracelulares que incluyen 
metaloproteinasa tipo 9 (MMP–9) (Giraudo et al., 2004; De palma et al., 2017). 
Smith–McCune y Weidner (1994) demostraron que la neovascularización que 
acompaña a las displasias cervicales se da en una serie de pasos que facilitan la 
difusión de compuestos pro–angiogénicos hacia el tejido displásico, lo cual hace 
posible la neovascularización. Es por esta razón que se hace necesario encontrar 
moléculas que afecten el potencial pro–angiogénico de las células cancerosas para 
afectar su proliferación. 
 

Infección por el virus del papiloma humano 

 
 
El principal factor de riesgo del carcinoma pre–invasivo o invasivo de cuello uterino 
es la infección por el VPH, la cual sobrepasa en gran medida otros factores de riesgo 
conocidos (NIH, 2016). La infección transitoria por el VPH es frecuente en las 
mujeres jóvenes (Dunne et al., 2007), mientras que el cáncer de cuello uterino es 
poco frecuente en ellas. La persistencia de una infección por VPH conduce a un 
riesgo mayor de lesiones precancerosas y cancerosas (Rodríguez et al., 2008; 
Jaisamrarn et al., 2013). En la actualidad se conocen más de 70 tipos de virus del 
VPH, mostrando cada tipo un tropismo característico por diversos sitios anatómicos 
específicos; entre ellos las infecciones en piel y mucosas del tracto oral, respiratorio 
y ano–genital (Woodman et al., 2007; Wiesner et al., 2009). Ciertos tipos de VPH 
pueden causar verrugas en o alrededor de los órganos genitales femeninos y 
masculinos, así como en el área del ano. A estos tipos se les llama VPH de bajo 
riesgo porque rara vez están asociados con el cáncer. A otros tipos de VPH se les 
llama tipos de alto riesgo porque están fuertemente vinculados con cánceres, 
incluyendo cáncer de cuello uterino, vulva y vagina en mujeres, cáncer de pene en 
los hombres, y cáncer de ano, boca y garganta tanto en hombres como en mujeres 
(ACS, 2016). 
 
La evidencia epidemiológica existente, relaciona más de 50 tipos de VPH que 
infectan el aparato genital; de estos, los tipos 16 y 18 son los que se han relacionado 
más estrechamente con la presentación de displasia de alto grado y cáncer. El VPH 
18 es el más asociado con el adenocarcinoma del cuello uterino; el VPH 16, seguido 
por el VPH 18, son los tipos más frecuentemente detectados cuando se diagnostica 
el carcinoma de células escamosas (Clifford et al., 2003; Muñoz et al., 2003). 
 
La frecuencia con que se encuentra el VPH 16 en formas integradas aumenta con 
la gravedad de la neoplasia cervical, aunque en algunas mujeres con enfermedad 
invasiva sólo se detectan formas episomales. Por el contrario, el VPH 18 se 
encuentra casi siempre sólo en formas integradas en mujeres con neoplasia 
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intraepitelial cervical de alto grado (HGCIN) y enfermedad invasiva (Figura 6) 
(Woodman et al., 2007). 
 

 
Figura 6. Progresión mediada por VPH para el cáncer cervical. Las células basales en el epitelio 
cervical reposan sobre la membrana basal, que es apoyada por la dermis. Se cree que el virus del 
papiloma humano tiene acceso a las células basales a través de microabrasiones en el epitelio 
cervical. En las capas superiores del epitelio (zona media y zona superficial) se replica el nuevo 
genoma viral para formar viriones de progenie en el núcleo, e iniciar una nueva infección. Las 
lesiones intraepiteliales de bajo grado soportan la replicación viral productiva. Un número 
desconocido de infecciones por VPH de alto riesgo avanzan a HGCIN. La progresión de las lesiones 
no tratadas a cáncer micro–invasivo e invasivo están asociado con la integración del genoma del 
VPH en los cromosomas del huésped (núcleos rojos) (Modificado de Woodman et al., 2007). 

 
La interrupción de rutas intracelulares y extracelulares generadas por la presencia 
de VPH, y la expresión de oncoproteínas para el mantenimiento del fenotipo 
maligno, se han identificado como condiciones para la conversión hacia tumores 
malignos (Aguayo et al., 2010). 
 
Una vez el virus se integra, se da una disrupción en la síntesis de la proteína E2, la 
cual es una represora del promotor p97; esto causa una sobreexpresión de las 
proteínas E6 y E7, que a su vez induce la pérdida de las proteínas p53 y pRb. En 
carcinogénesis de cuello uterino, la desregulación en la expresión de estos dos 
oncogenes virales en las células basales debido a la integración del VPH es 
considerada un evento crítico para el avance hacia la enfermedad (Aguayo et al., 
2010). 
 

Tratamiento para el cáncer de cuello uterino  

 
 
Dentro de las posibles terapias empleadas en la actualidad para tratar el CCU, se 
encuentran: terapia del dolor y rehabilitación, cuidados paliativos, radioterapia y 
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quimioterapia. Todos necesarios para la atención integral de las mujeres afectadas 
por el CCU (Ramírez et al., 2000). 
 
El método no quirúrgico que actualmente predomina para el tratamiento de cáncer 
de cuello uterino y otros tipos de cáncer se basa en la administración de 
quimioterapia y radioterapia. La radioterapia pélvica, que suele ser un tratamiento 
concomitante a la quimioterapia para tratar el cáncer de cuello uterino, genera unos 
efectos secundarios debido a la irradiación de los órganos que rodean al cuello 
uterino y el útero (ESMO, 2012, ACS, 2016). Estos efectos adversos son los 
causantes de que muchas de las mujeres que se someten al tratamiento renuncien 
al mismo en pro de que no se vea disminuida su calidad de vida.  
 
Las drogas tradicionalmente usadas en quimioterapia son Cisplatino y 5–
Fluorouracilo (5–FU), las cuales inducen la apoptosis, pero de una manera no 
específica y por ende no actúan directamente sobre el microambiente del tumor, 
siendo por ello medicamentos que destruyen también células sanas (Sarray et al., 
2013). Adicionalmente, los efectos citotóxicos generados en los tejidos sanos limitan 
la cantidad de fármacos que pueden ser administrados en un tratamiento, y los 
efectos farmacocinéticos (absorción, distribución, metabolismo y eliminación) 
limitan la cantidad de fármaco que llega al tumor (Figura 7) (Holohan et al., 2013). 

 
Figura 7. Principios generales de la resistencia a los medicamentos. Factores farmacocinéticos (PK) 
tales como la absorción del fármaco, distribución, metabolismo y eliminación; limitan la cantidad de 
fármaco administrado sistémicamente para alcanzar el tumor. En el tumor, la limitada actividad 
anticancerígena del fármaco está determinada por las propiedades farmacodinámicas (PD), tales 
como la pobre entrada o la salida excesiva del fármaco, la inactivación o poca activación de la 
molécula, los cambios en los niveles de expresión de la diana del fármaco; la activación de la 
respuesta adaptativa de supervivencia, y la pérdida de inducción de muerte celular, debido a una 
apoptosis disfuncional.  
 

Los venenos de serpientes como fuente terapéutica 

 
 
Con el fin de reducir los efectos secundarios asociados a la quimioterapia y 
radioterapia en el tratamiento de diferentes tipos de cáncer, desde la esfera 
académica se vienen realizando investigaciones con nuevos tratamientos 
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potenciales, siendo ejemplo de ello el veneno de abeja (Kim et al. 2015), el veneno 
de anuros y escorpiones (Gomes et al., 2010) y el veneno de serpiente (Bernardes–
oliveira et al. 2016). Todos estos estudios tienen en común la búsqueda de agentes 
que induzcan apoptosis de una manera específica en las células cancerígenas, 
como es el caso de las fosfolipasas tipo A2 (PLA2), las cuales han presentado 
efectos citotóxicos sobre varias líneas celulares cancerígenas sin afectar 
aparentemente las células normales (Calderón et al., 2014). 
 

Fosfolipasas de venenos de serpiente 

 
 
Las PLA2s pertenecen a una familia grande de enzimas que hidrolizan 
glicerofosfolípidos en la posición sn–2 del esqueleto de glicerol, liberando 
lisofosfolípidos, ácido araquidónico y ácidos grasos (Figura 8). La mayoría de estas 
PLA2s existen como homodímeros y tienen una estructura similar, caracterizada por 
varias regiones de hélice alfa, una pequeña región de hojas beta, y siete puentes 
disulfuro (Arni et al., 1995). 

 
Figura 8. Esquema general de un fosfolípido y puntos de acción de las diferentes clases de 
fosfolipasas. 
 

 
Estas proteínas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza en 
diferentes secreciones y fluidos biológicos, como los generados por procesos 
inflamatorios, las secreciones pancreáticas, las lágrimas, así como venenos de 
artrópodos, moluscos y serpientes; cumpliendo roles esenciales para las 
actividades biológicas (Mora et al., 2005). Para el caso de las PLA2s presentes en 
los venenos de serpiente, además de su rol en la digestión de la presa, presentan 
una amplia variedad de efectos farmacológicos que interfieren con los procesos 
fisiológicos normales (Kini, 2003), lo cual crea el potencial para su uso en 
tratamientos contra el cáncer. 
 
Las PLA2s tipo II son la subdivisión a la cual pertenecen las fosfolipasas encontradas 
en el veneno de las serpientes Viperidae. Estas a su vez se subdividen en dos tipos: 
Asp49–PLA2, la cual presenta un residuo de ácido aspártico en la posición 49 de la 
región catalítica, y Lys49–PLA2, que en lugar de ácido aspártico presenta lisina en 
la posición 49 de la región catalítica; esta última se considera catalíticamente 
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inactiva debido a que no presenta la capacidad de unirse al cofactor Ca2+ (Rodrigues 
et al., 2009). Para los dos tipos de fosfolipasas, se ha reportado un rol importante 
en la citotoxicidad, lo cual sugiere un potencial pro–apoptótico en tratamientos 
anticancerígenos (Osipov y Utkin, 2017). Se ha dilucidado que la citotoxicidad no 
está asociada con la actividad enzimática de las fosfolipasas, sino que hay 
receptores de superficie celular implicados y rutas de transducción de señales 
intracelulares (Osipov & Utkin, 2017). 
 

Fosfolipasas como posibles agentes anticancerígenos 

 
 
Recientemente, una Lys49–PLA2 aislada del veneno de Bothrops pauloensis, 
BnSP–6, generó citotoxicidad dependiente de la dosis e inhibió la adhesión en 
células de cáncer de mama humano MDA–MB–231; junto con una baja actividad 
citotóxica contra MCF 10A, una línea de células no tumorigénicas de mama 
(Azevedo et al., 2016). Por otra parte, Una PLA2 acídica proveniente del veneno de 
Bothrops jararacussu (BthA–I–PLA2), y una Lys49–PLA2 (MjTX–II) de Bothrops 
moojeni presentaron efectos antitumorales sobre leucemia T humana, 
adenocarcinoma de mama y tumor de ascitis de Ehrlich (Roberto et al., 2004; Stábeli 
et al., 2006). Además, se ha demostrado el efecto antitumoral de la crotoxina, una 
PLA2 derivada del veneno de Crotalus durissus terrificus (Cura et al., 2002). 
Adicionalmente, dos PLA2 purificadas del veneno de Cerastes cerastes, CC–PLA2–
1 y CC–PLA2–2, fueron capaces de inhibir la adhesión y migración en líneas 
celulares de melanoma y fibrosarcoma, junto con la angiogénesis, tanto in vitro 
como in vivo (Zouari–Kessentini et al, 2009; Kessentini–Zouari et al., 2010).  
 
A pesar de estos hallazgos, hay pocos estudios que hayan evaluado la actividad de 
PLA2 en células de cáncer de cuello uterino. Recientemente, Erzurumlu y 
colaboradores (2017) observaron que una fracción de fosfolipasa del veneno de 
Montivipera bulgardaghica alteró el ciclo celular de una línea celular de 
adenocarcinoma de cuello uterino humano–HeLa, sin inducir apoptosis. 
 

Modelos tumorales in vitro  

 
 
En la búsqueda de nuevos tratamientos anticancerígenos y antimetastásicos, los 
modelos in vitro e in vivo son herramientas importantes para su investigación. Si 
bien los modelos in vivo tales como xenoinjertos de tumores humanos en ratones 
inmunocomprometidos y ratones genéticamente modificados, capturan la 
complejidad del proceso cancerígeno y metastásico en un sistema vivo; la 
visualización de los pasos individuales es un desafío y la extracción de datos 
mecanicistas cuantitativos suele ser muy difícil (Katt et al., 2016). En cambio, los 
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modelos in vitro reducen la relevancia fisiológica, capturando solo aspectos 
limitados del microambiente tumoral, pero permiten el control de la mayoría de las 
variables experimentales y el análisis cuantitativo. Así, son el primer paso para 
determinar el efecto biológico de una molécula sobre diversas líneas cancerígenas 
y su efecto sobre líneas no tumorigénicas. 
 
Los modelos in vitro de tumores sólidos varían en complejidad y varían desde líneas 
celulares derivadas de tumores, hasta modelos 3D del microambiente tumoral 
(Hulkower y Herber, 2011; Vidi et al., 2013). Se han desarrollado modelos para 
proporcionar una visión más clara de la proliferación tumoral, la migración, la 
invasión, la extravasación, la angiogénesis y la administración de fármacos. 
 
La complejidad del modelo depende en gran medida de los objetivos de la 
investigación. Por ejemplo, el cribado preliminar de fármacos anticancerígenos se 
puede realizar en un cultivo celular. Los estudios de invasión de las células 
tumorales se pueden realizar con células integradas en una MEC. Los estudios de 
extravasación requieren un microambiente que incorpore uno o más micro vasos 
perfundibles. 
 
Además, un componente clave de cualquier modelo tumoral in vitro es una fuente 
de células cancerosas. Las líneas celulares cancerígenas son fáciles de cultivar, 
permiten la comparación directa de los resultados experimentales y se usan 
ampliamente para estudiar los mecanismos moleculares de las células tumorales 
(Greshock et al., 2007; Holliday y Speirs, 2011), al ser afectados por nuevos agentes 
anticancerígenos. 
 

Venómica de serpientes 

 
 
A pesar de que los venenos de la familia Viperidae pueden contener más de 100 
componentes proteicos (Serrano et al., 2005), la mayoría pertenecen a unas pocas 
familias de proteínas sin actividad enzimática (péptidos natriuréticos, desintegrinas, 
lectinas tipo C, VEGF y proteínas secretoras ricas en cisteínas–CRISP) y una pocas 
presentan actividad enzimática (metaloproteasas, serina proteinasas, L–amino 
ácido oxidasa y PLA2 tipo II) (Calvete et al., 2007). 
 
Existen diferentes estrategias proteómicas para el análisis e identificación de los 
componentes de un veneno (Kamiguti et al., 2000; Fox et al., 2006; Calvete, 2011). 
Los componentes novedosos de un veneno algunas veces no pueden ser 
reconocidos basándose únicamente en la búsqueda automatizada de los espectros 
MS/MS de péptidos trípticos contra las bases de datos existentes; especialmente 
teniendo en cuenta la falta de datos genómicos sobre este grupo de reptiles. Sin 
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embargo, utilizando la secuenciación de novo de aminoácidos o la secuenciación 
N–terminal para muestras previamente purificadas por HPLC en fase reversa, y su 
caracterización mediante SDS–PAGE, la venómica permite encontrar componentes 
del veneno no reconocidos previamente (Figura 9) (Calvete et al., 2007; Lomonte et 
al., 2014). 
 

 
 

Figura 9. Esquema analítico de la venómica de serpientes. (Calvete et al., 2007; Lomonte et al., 
2014).  
 
 

Puesto que los venenos contienen componentes de valor médico y biotecnológico, 
el estudio venómico de las serpientes facilitará el aprovechamiento de este recurso 
a través de estudios en investigación básica aplicada, para el desarrollo de 
herramientas de diagnóstico clínico y de drogas con potencial uso clínico con 
actividad anticancerígena. 
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Objetivos 
 
 
Objetivo General 
 

Caracterizar bioquímicamente el veneno de la serpiente P. lansbergii lansbergii y 
evaluar el efecto biológico de una de sus fosfolipasas A2 tipo Asp49 sobre una línea 
de adenocarcinoma de cérvix humano 
 
 
Objetivos Específicos 
 
 

• Determinar el perfil proteómico y funcional del veneno de la serpiente 
Porthidium lansbergii lansbergii proveniente del Departamento del Atlántico. 

 

• Analizar el perfil funcional divergente de las fosfolipasas A2 ácida y básica 
provenientes del veneno de la serpiente Porthidium lansbergii lansbergii. 

 

• Evaluar el potencial antitumoral de la fosfolipasa A2 ácida “Pllans-II” 
proveniente del veneno de la serpiente Porthidium lansbergii lansbergii sobre 
células de adenocarcinoma cervical humano. 
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Análisis proteómico y funcional del veneno de Porthidium 
lansbergii lansbergii proveniente del Departamento del 

Atlántico 
 

1. Resumen 

 
 
El veneno de la serpiente Porthidium lansbergii lansbergii, una especie que se 
encuentra en la Región Norte de Colombia, es poco conocido. Por ende, con el 
objetivo de contribuir al conocimiento sobre los venenos de las especies de 
Porthidium, se llevó a cabo su análisis proteómico y la evaluación funcional de las 
actividades relacionadas con su toxicidad tanto in vitro como in vivo. De los 51 
componentes proteicos obtenidos mediante una combinación de RP–HPLC y SDS–
PAGE, 47 fueron asignados a 12 familias de proteínas conocidas. De manera similar 
a dos venenos previamente caracterizados de especies dentro de este género, 
Porthidium nasutum y Porthidium ophryomegas; el veneno de P. lansbergii 
lansbergii también está dominado por metaloproteinasas, aunque en una menor 
proporción. Una característica común de los tres venenos de Porthidium, parece ser 
su alto contenido de desintegrinas. En el veneno de P. lansbergii lansbergii se 
encontraron proteínas pertenecientes a familias que no se habían reportado 
previamente en los venenos de Porthidium, tales como fosfodiesterasas, factor de 
crecimiento endotelial vascular – VEGF, y fosfolipasa B. El veneno de P. lansbergii 
lansbergii mostró una actividad letal relativamente débil en ratones e indujo una 
miotoxicidad local moderada, pero con hemorragia considerable. La molécula VEGF 
aislada, mostró una potente actividad edemática mediante el ensayo de la 
almohadilla plantar en ratón. Se observó trombocitopenia significativa, sin otros 
cambios hematológicos importantes en los ratones que fueron inoculados con el 
veneno. In vitro, este veneno no presentó efecto coagulante en plasma humano, e 
indujo una potente inhibición de la agregación plaquetaria, la cual fue reproducida 
por desintegrinas purificadas del veneno. Además, se demostró que el veneno 
presenta actividad proteolítica y de fosfolipasa A2. En general, la información 
reportada en esta investigación sobre la composición y función del veneno de P. 
lansbergii lansbergii, puede contribuir a una mejor comprensión de los 
envenenamientos por esta especie de serpiente, de las que no se dispone 
información clínica específica. 
  



39 

 

 

2. Introducción  

 
 
El género de serpientes neotropicales Porthidium incluye nueve especies y son 
comúnmente conocidas como “hognose pitvipers”. Se encuentran en las tierras 
bajas de bosques tropicales desde el sur de México continuando a través de 
América Central hasta el noroeste de América del Sur, en países como Ecuador, 
Venezuela y Colombia (Campbell y Lamar, 2004). Dos de estas especies se 
encuentran en Colombia: Porthidium nasutum en la Región del Pacífico, y 
Porthidium lansbergii lansbergii en la Región Caribe (Otero, 2014). Esta última, 
conocida localmente como “patoco” o “patoquilla”, es una especie terrestre que 
alcanza hasta 90 cm de longitud. Tiene hábitos nocturnos y pasa la mayor parte del 
tiempo entre la hojarasca o bajo troncos caídos. Se alimenta de lagartijas, ranas y 
pequeños roedores. Habita en tierras áridas y semiáridas y en las zonas húmedas 
de la Región Caribe hasta el valle del río Magdalena, desde elevaciones bajas hasta 
los 1400 m sobre el nivel del mar (Campbell y Lamar, 2004; Otero, 2004). 
 
La información de los venenos de las subespecies de P. lansbergii es escasa. Se 
reportó que el veneno de Porthidium lansbergii rozei de Venezuela posee actividad 
hemorrágica, miotóxica, de fosfolipasa A2 (PLA2) y proteolítica (Ramos et al., 2010). 
El veneno de Porthidium lansbergii hutmanni mostró inhibición de la agregación 
plaquetaria, formación de edema, actividades fibrinolítica y hemorrágica; y de este 
veneno se aisló una metaloproteinasa de 23 kDa (Porthidin–1) (Girón et al., 2011; 
Lopez–Johnston et al., 2007a, b). 
 
En cambio, para el caso del veneno de P. lansbergii lansbergii no se ha 
caracterizado a pesar de la relevancia epidemiológica de esta especie en el 
Departamento del Atlántico, donde es responsable de aproximadamente el 20% de 
los casos de envenenamiento por mordedura de serpiente (Paredes 2012). 
Además, las características clínicas de los envenenamientos por esta especie no se 
han discutido específicamente en la literatura médica (Otero et al., 2002; Escobar y 
Fuentes, 2004). 
 
Un número creciente de análisis a profundidad sobre la composición proteica de los 
venenos de serpiente, está conduciendo a una mejor comprensión de sus diversos 
perfiles y efectos toxicológicos. Además, dicha información proporcionará nuevos 
conocimientos sobre las relaciones evolutivas de las especies de serpientes y la 
diversificación de sus arsenales tóxicos (Fry y Wüster, 2004; Fox y Serrano, 2008; 
Calvete, 2013). Sin embargo, poco se conoce sobre los venenos de las diversas 
especies y subespecies que constituyen el género Porthidium. Un estudio previo 
analizó los proteomas de los venenos de P. nasutum, P. ophryomegas y 
Cerrophidion godmani (actualmente Cerrophidion sasai); esta última especie se 
clasificaba previamente dentro del género Porthidium (Lomonte et al., 2012). La 
composición observada de sus venenos estaba de acuerdo con la hipótesis actual 
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sobre la relación filogenética entre estas especies, al revelar el perfil divergente de 
C. godmani en comparación con la similitud entre las otras dos especies de 
Porthidium (Lomonte et al., 2012). Por lo tanto, los análisis de "venómica" pueden 
proporcionar información potencialmente útil sobre las relaciones entre los taxones 
de serpientes estrechamente relacionadas; así como se ilustró también en un 
reporte reciente sobre el veneno de Bothrops ayerbei, una especie recién descrita 
en Colombia, que solía considerarse una forma variante de Bothrops asper (Mora–
Obando et al., 2014). En un esfuerzo por ampliar el conocimiento sobre los venenos 
del género Porthidium, el presente estudio describe el primer análisis del veneno de 
P. lansbergii lansbergii de Colombia, reportando su perfil proteico y funcional. 
 

3. Materiales y métodos 

 

3.1. Venenos de serpiente 

 
 
El veneno se obtuvo de tres especímenes adultos de P. lansbergii lansbergii. Se 
encontraron dos serpientes cerca de la finca Villa LEJO, en el municipio de Juan de 
Acosta (~10°49′05.31″N, 75°00′09.59″W; 97 m.s.n.m), y la otra en el corregimiento 
de Campeche, cerca del municipio de Baranoa (~10°43′29.22″N, 74°54′48.95″W; 
106 m.s.n.m), pertenecientes al Departamento del Atlántico, Colombia (Figura 10). 
Las serpientes fueron liberadas después de la colección de sus venenos.  
 
Las muestras fueron centrifugadas para eliminar residuos no proteicos y los 
sobrenadantes se secaron en una centrífuga de vacío y almacenados a –20°C. En 
algunos ensayos, se incluyó un pool de veneno obtenido de adultos de P. nasutum 
de Costa Rica (proporcionado por el Instituto Clodomiro Picado, Universidad de 
Costa Rica) con fines comparativos. 
 
 
El presente proyecto contó con la certificación N° 844 de Mayo 16 de 2014 del 
ministerio del Interior en la cual indicó que no hay presencia de comunidades étnicas 
en los 4 municipios del departamento del Atlántico (Juan de Acosta, Baranoa, Piojó, 
Usicaurí) donde se realizó el muestreo y el permiso marco de recolección de 
especímenes de especies silvestres de la diversidad biológica con fines de 
investigación científica no comercial de La Corporación Autónoma Regional del 
Atlántico – C.R.A., mediante Resolución Nº 000187 de 2015. 
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Figura 10. Morfología y distribución de la serpiente Porthidium lansbergii lansbergii. (A) Morfología 
de un espécimen de Porthidium lansbergii lansbergii colectado en Juan de Acosta, Departamento 
del Atlántico, a 97 m sobre el nivel del mar (punto rojo en el mapa), y (B) distribución geográfica de 
la especie en Colombia, indicada en verde oscuro. Fotografía: Luis Manuel Solano. 

 

3.2. HPLC en fase reversa y SDS–PAGE 

 
 
La composición del veneno se analizó siguiendo la estrategia conocida como "snake 
venomics" (Calvete, 2011), con algunas modificaciones (Lomonte et al., 2014). Se 
preparó un pool de veneno, mezclando cantidades iguales (peso seco) de muestras 
de tres especímenes de P. lansbergii lansbergii. Se tomaron 2 mg de veneno, se 
disolvieron en 200 μL de agua que contenía 0.1% de ácido trifluoroacético (TFA; 
solución A) y se sometió a cromatografía líquida de alta resolución en fase reversa 
(RP–HPLC), usando un cromatógrafo Agilent 1200 y una columna C18 (250 × 4.6 
mm, 5 μm de partícula; Teknokroma). La elución se realizó a 1 mL/min aplicando un 
gradiente sobre la solución B (acetonitrilo, que contenía TFA al 0.1%), de la 
siguiente manera: 0% B durante 5 min, 0–15% B durante 10 min, 15–45% B por 60 
min, 45–70% B durante 10 min, y 70% B por 9 min (Lomonte et al., 2014).  
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Las fracciones obtenidas se recolectaron manualmente, se secaron en una 
centrífuga al vacío y se separaron adicionalmente mediante SDS–PAGE en 
condiciones reducidas (2–mercaptoetanol al 5%, a una temperatura de 100°C y 
durante 5 min), usando geles de poliacrilamida al 12%. Las abundancias relativas 
de las proteínas fueron estimadas mediante la integración de las señales de los 
picos a 215 nm, usando el software ChemStation® (Agilent). Cuando un pico de 
HPLC contenía dos o más bandas en el gel de SDS–PAGE, su distribución relativa 
se estimó mediante densitometría usando el software ImageLab® (Bio–Rad). 
 

3.3. Caracterización de las fracciones del veneno obtenidas por RP–HPLC 

 
 
Las bandas de proteínas se cortaron de los geles teñidos con azul de Coomassie 
R–250 y se sometieron a reducción (10 mM de ditiotreitol) y alquilación (50 mM de 
yodoacetamida). Posteriormente, las bandas fueron sometidas a digestión toda la 
noche con solución de tripsina bovina (en 50 mM de bicarbonato de amonio) a 37°C. 
Los péptidos tripsinizados se extrajeron con acetonitrilo al 50% que contenía TFA al 
1%, y fueron analizados por MALDI–TOF–TOF en un AB4800 – Plus Proteomics 
Analyzer (Applied Biosystems).  
 
Los péptidos se mezclaron con un volumen igual de ácido α–ciano–hidroxicinámico 
saturado (en acetonitrilo al 50%, TFA al 0.1%), y se adicionó 1 μL de la muestra en 
una placa Opti–TOF de 384 pozos. Posteriormente, se secaron y se analizaron en 
el modo reflector positivo. Los espectros TOF se adquirieron utilizando 1500 
disparos y una intensidad de láser de 3000. Los 10 iones precursores más intensos 
fueron automáticamente seleccionados y el espectro de fragmentación TOF/TOF se 
obtuvieron usando 500 disparos a una intensidad de láser de 3900. La calibración 
de cada ejecución se realizó con los estándares CalMix® (ABSciex).  
 
Para la identificación de las proteínas, los espectros resultantes se buscaron en la 
base de datos UniProt/SwissProt usando ProteinPilot® v.4 y el algoritmo Paragon® 
(ABSciex) con una confiabilidad ≥ 95%. Unas pocas secuencias peptídicas con 
puntajes de confianza más bajos, se buscaron manualmente usando BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) por medio de la similitud de secuencias para la 
asignación de las familias de proteínas. Las muestras que no pudieron ser 
identificadas, se limpiaron adicionalmente con Micro–C18 ZipTips® (Millipore) y se 
volvieron a analizar tal como se describió previamente. Las fracciones de RP–HPLC 
correspondientes a péptidos pequeños (que eluyeron en los picos iniciales del 
cromatograma) se analizaron mediante ESI–MS/MS en un instrumento Q–Trap® 
3200 (Applied Biosystems).  
 
Las muestras fueron cargadas (10 μL) en puntas capilares recubiertas de metal 
(Proxeon®) y se inyectaron directamente en una fuente de nano–ESI operada a 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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1300 V. Los iones peptídicos fueron fragmentados por disociación de colisión 
inducida, utilizando la herramienta de producto iónico mejorado con atrapamiento 
en Q0. Las configuraciones para los análisis de MS/MS fueron: Q1, unidad de 
resolución con energía de colisión de 25–45 eV; tiempo de llenado de la trampa de 
iones lineal Q2, 250 ms; y rango de escaneo Q3, 1000 uma/s. Los espectros CID 
(Disociación Inducida por Colisión) resultantes fueron interpretados manualmente. 
 

3.4. Perfil toxicológico  

 

3.4.1. Animales 

 
 
Los ensayos in vivo se llevaron a cabo en ratones CD–1, suministrados por el 
Instituto Clodomiro Picado; y siguiendo los protocolos aprobados por el Comité 
Institucional para el Uso y Cuidado de los Animales (CICUA) de la Universidad de 
Costa Rica. Los animales se alojaron en jaulas por grupos de 4 a 6 ratones, y se les 
proporcionó comida y agua ad libitum. 
 
 

3.4.2. Letalidad del veneno 

 
 
La potencia letal del veneno fue evaluada mediante inyección intraperitoneal, 
usando grupos de cuatro ratones de 16–18 g de peso corporal. Las muertes 
inducidas por la inyección de diferentes dosis de veneno (48–200 μg), disuelto en 
solución de buffer fosfato salino (PBS, NaCl 0.12 M, buffer fosfato de sodio 0.04 M, 
pH 7.2), se registraron después de 48 h. La dosis letal media (LD50) fue calculada 
por Probits (Finney, 1978), utilizando el software BioStat® (AnalySoft). 
 
 

3.4.3. Actividad miotóxica 

 
 
El veneno (50 μg en 50 μL de PBS) fue inoculado en el músculo gastrocnemio de 
cada ratón, usando grupos de cuatro individuos con peso entre 18 y 20 g. Un grupo 
control recibió una inyección de PBS. Después de 3 horas, se colectó sangre de la 
punta de la cola en capilares heparinizados y se determinó la actividad de la creatina 
quinasa plasmática (CK) usando un ensayo cinético (CK–Nac, Analyticon). Seis 
horas después de la inyección, los ratones fueron sacrificados por inhalación de 
CO2 y se obtuvieron muestras de tejido muscular inoculado con el veneno y PBS 
para su evaluación microscópica, después de ser fijados con formalina y teñidos 
con hematoxilina–eosina (Gutiérrez et al., 1986).  
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3.4.4. Actividad hemorrágica 

 
 
Grupos de cinco ratones (18–20 g) recibieron una inyección intradérmica de veneno 
(3 μg en 100 μL de PBS) en la región abdominal. Después de 2 h, los animales 
fueron sacrificados y la piel removida para medir las áreas hemorrágicas. 
 
 

3.4.5. Actividad edemática inducida por el factor de crecimiento endotelial 

vascular–VEGF purificado del veneno de P. lansbergii lansbergii   

 
 
Un grupo de cuatro ratones (18–20 g) recibió una inyección subcutánea de VEGF 
(3 μg en 30 μL de PBS) en la almohadilla plantar izquierda. La almohadilla de la 
pata derecha se usó como control, recibiendo 30 μL de PBS. El edema fue estimado 
en diferentes tiempos (0.5, 1, 3, 6 y 24 h), midiendo el grosor de la almohadilla 
plantar con un pie de rey (Oditest®, Kroeplin) (Lomonte et al., 1993). 
 
 

3.4.6. Parámetros hematológicos 

 
 
Grupos de cinco ratones (18–20 g) recibieron una inyección intramuscular de 
veneno (100 μg en 50 μL de PBS), en el musculo gastrocnemio de la pata derecha. 
El grupo control recibió solo PBS. Después de 3 h, se colectaron 200 μL de sangre 
de la punta de la cola en capilares heparinizados, y se analizaron en un analizador 
de hematología pocH–100i® (Sysmex). Los parámetros analizados incluyeron 
recuento total de glóbulos blancos (WBC) y glóbulos rojos (RBC), concentración de 
hemoglobina (HB), hematocrito (HCT), volumen corpuscular medio (MCV), 
hemoglobina corpuscular media (MCH), concentración media de hemoglobina 
corpuscular (MCHC) y recuento de plaquetas (PT). 
 
 

3.5. Actividades enzimáticas in vitro 

 
 

3.5.1. Actividad de fosfolipasa A2 

 
 
La actividad de PLA2 se evaluó sobre el sustrato cromogénico sintético 
monodisperso ácido 4–nitro–3–octanoiloxibenzoico (NOBA) (Holzer y Mackessy, 
1996), y sobre fosfatidilcolina micelar (PC) mediante el método colorimétrico rojo 
fenol (de Araújo y Radvanyi, 1987). En el primer caso, en una placa de 96 pozos, 
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se mezclaron 25 μL que contenían diversas cantidades de veneno con 200 μL de 
Tris 10 mM, CaCl2 10 mM, NaCl 0.1 M, pH 8.0; y 25 μL de NOBA para alcanzar una 
concentración de sustrato final de 0.32 mM. Las placas se incubaron a 37 °C durante 
60 min, y las absorbancias se registraron a 405 nm en un lector de microplacas.  
 
La actividad de PLA2 se expresó como el cambio en la absorbancia × 1000. En el 
segundo método, 20 μL que contenían de 0.6 a 5 μg de veneno fueron adicionados 
a 1 mL de sustrato (0.25% de sn–3–fosfatidilcolina, 0.4% Tritón X–100, 0.004% de 
rojo de fenol) en una cubeta termorregulada a 30 °C. La disminución de la 
absorbancia a 558 nm fue monitoreada continuamente durante 1 minuto. Una 
unidad de actividad de PLA2 se definió como el cambio de 0.001 en la absorbancia 
por minuto. Ambos ensayos se realizaron por triplicado. 
 
 

3.5.2. Actividad coagulante 

 
 
El efecto coagulante se probó añadiendo 20 μg de veneno (en 50 μL de PBS) a 200 
μL de plasma humano citratado, previamente incubado a 37 °C. Como control 
negativo se adicionó PBS a las alícuotas de plasma (Theakston y Reid, 1983). El 
veneno de B. asper de Costa Rica se incluyó como un control positivo. Se 
registraron los tiempos de coagulación y se consideró que el veneno carecía de 
actividad coagulante si no se observaba coagulación después de 30 minutos de 
incubación. Los ensayos se realizaron por duplicado. 
 
 

3.5.3. Actividad anticoagulante 

 
 
Se incubaron alícuotas de 0.2 mL de plasma humano citratado (3.8% v/v) con 
veneno (40 μg en 50 μL de PBS) o PBS solo, durante 10 minutos a 37°C. Luego, se 
añadieron 50 μL de CaCl2 0.25 M y se determinó el tiempo de coagulación 
(Fernández et al., 2010). Los ensayos se realizaron por triplicado. 
 

3.5.4. Actividad de proteasas 

 
 
Cantidades variables de veneno (1.3 – 40 μg) fueron adicionadas a 100 μL de 
azocaseína (10 mg/mL en Tris–HCl 50 mM, NaCl 0.15 M, CaCl2 5 mM, pH 8.0) y se 
incubaron durante 90 min a 37 °C. La reacción se detuvo mediante la adición de 
200 μL de ácido tricloroacético al 5%. Luego, las muestras fueron centrifugadas y 
150 μL del sobrenadante fueron mezclados con 150 μL de NaOH 0.5 M. Las 
absorbancias fueron registradas a una longitud de onda de 450 nm. La absorbancia 
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de la azocaseína incubada con solo PBS se usó como blanco, la cual fue sustraída 
a todas las lecturas (Wang et al., 2004). Los ensayos se realizaron por triplicado. 
 
 

3.5.5. Inhibición de la agregación plaquetaria 

 
 
Se preparó plasma humano rico en plaquetas, mediante centrifugación de sangre 
citratada obtenida de voluntarios sanos, a 135 g durante 10 minutos. Se incubaron 
alícuotas de 225 μL de esta preparación con 25 μL de veneno (4–8 μg) o con las 
fracciones del veneno 10 u 11 (300 nmol) (Figura 2, Tabla 1) durante 5 minutos a 
37 °C. Luego, la agregación plaquetaria se indujo mediante la adición de 25 μL de 
ADP (concentración final 20 μM), y se monitoreó a través del incremento del 
porcentaje de transmitancia de la luz, usando un analizador AggRAM® (Helena 
Laboratories), a una velocidad de 600 rpm durante 5 minutos.  
 
La agregación plaquetaria inducida por 25 μL de solo ADP se consideró como 100% 
de respuesta. El plasma pobre en plaquetas (225 μL), obtenido después de la 
centrifugación a 800 g durante 20 min, se utilizó como blanco (Camacho et al., 
2014). Los ensayos se realizaron por duplicado. 
 

3.6. Análisis estadístico 

 
 
Los resultados se expresaron como el promedio ± desviación estándar. La 
significancia de las diferencias entre las medias de dos grupos experimentales se 
determinó mediante la prueba t de Student utilizando el software Prism® 
(GraphPad), donde p < 0.05 fue considerado significativo. 
 

4. Resultados 

 
 

En este estudio, se analizó la composición del veneno y el perfil toxicológico del 
veneno de la serpiente P. lansbergii lansbergii. Mediante RP–HPLC se resolvieron 
39 picos de este veneno, que generaron un total de 51 bandas de proteína después 
de la separación por SDS–PAGE (Figura 11). De estas bandas, 47 componentes 
fueron asignados a familias de proteínas conocidas después de la digestión en gel 
y análisis por MALDI–TOF–TOF (Tabla 1). Los picos 1–7, que correspondieron a 
péptidos pequeños y que no fueron resueltos mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida, se analizaron por infusión directa utilizando ESI–MS/MS (Tabla 1). 
  



47 

 

 

 
 
Figura 11. Separación de las proteínas del veneno de Porthidium lansbergii lansbergii por RP–HPLC, 
seguido de SDS–PAGE. Se fraccionaron 2 mg de veneno en una columna C18 (B) y se eluyeron con 
un gradiente de acetonitrilo (línea discontinua), como se describió en Materiales y métodos. Las 
fracciones fueron separadas adicionalmente mediante SDS–PAGE en condiciones reducidas (A). 
Los marcadores de peso molecular (M) están indicados en kDa. Las bandas teñidas con Coomassie 
fueron cortadas, puestas en digestión en gel con tripsina y se sometieron a análisis por MALDI–
TOF/TOF y ESI–MS/MS para su asignación a familias de proteínas, como se muestra en la Tabla 1. 

 
 
Tabla 1. Asignación a familias de proteínas por MALDI–TOF–TOF de iones peptídicos seleccionados 
a partir de bandas de proteínas digeridas con tripsina en gel o ESI–MS/MS de péptidos nativos, a 
partir de las fracciones aisladas por RP–HPLC del veneno de Porthidium lansbergii lansbergii 
 

Pico % 
Masa 
(kDa) 

Ion 
peptídico 

Secuencia derivada por MS/MS 
Conf 
(%) 

Pu 
Familia de proteína; ~ proteína 

relacionada* 

   m/z z     

1 0.4 – 928.5 1 DXRPDGBB 99 9 BPP/CNP; ~ Q9PW56 

  – 2094.2 1 KBBHNDHPBVNHPGSBDB 99 18 
Nucleobindin–2–like protein; ~ 
T1DJX5 

         

2 0.3 – 1277.6 1 SETHYSPDGRE 99 11 
Metalloproteinase fragment; ~ 
U3TAC5 

         

3 0.2 – 969.5 1 BpyBWPPGHH 99 9 BPP/CNP; ~ J3S3U4 

  – 1102.6 1 DGBBARBNW 99 10 BPP/CNP ~ Q2PE51 

  – 1449.7 1 NVEBEDEAPBMC 99 13 
Metalloproteinase fragment; ~ 
B7U492 

  – 2207.3 1 KBBHNDHPBVNHPGSBDBX 99 11 
Nucleobindin–2–like protein; ~ 
T1DJX5 
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Tabla 1. Continuación        

Pico % 
Masa 
(kDa) 

Ion 
peptídico 

Secuencia derivada por MS/MS 
Conf 
(%) 

Pu 
Familia de proteína; ~ proteína 

relacionada* 

   m/z z     

  – 1912.8 1 PMoxBPBBPESPNdaBPRYV 99 9 
Amelogenin fragment; ~ 
D4N4N1 

         

4 2.8 – 430.6 1 ZNW man man 
Peptide SVMP inhibitor; ~ 
P01021 

         

5 3.8 – 444.4 1 ZBW man man 
Peptide SVMP inhibitor; ~ 
P01021 

         

6 0.7 – 1583.9 1 DXRPDGBBARBNW 99 13 BPP/CNP; ~ Q9PW56 

   1292.7 1 BpyBWoxPPGHHXPP 99 11  

         

7 0.4 – 1148.6 1 BpyWPPGHHXPP 99 12 BPP/CNP; ~ J3S3U4 

   1276.6 1 BpyBPPGHHXPP 99 13  

   1168.6 1 NDYEVXYPR 99 10 
Metalloproteinase fragment; ~ 
Q2QA03 

         

8 0.8 10 1902.7 1 GDDMDDYCNGXSAGCPR 99.0 12 Disintegrin; ~ Q9PVK9 

   2129.8 1 ARGDDMDDYCNGXSAGCPR 99.0 20  

  – 1148.5 1 BpyWPPGHHXPP 99.0 10 BPP/CNP; ~ J3S3U4 

   1276.6 1 BpyBWPPGHHXPP 99.0 13  

         

9 1.1 10 2129.9 1 ARGDDMDDYCNGXSAGCPR 99.0 16 Disintegrin; ~ Q9PVK9 

   1902.7 1 GDDMDDYCNGXSAGCPR 99.0 16  

         

  – 1148.6 1 BpyWPPGHHXPP 99.0 12 BPP/CNP; ~ J3S3U4 

   1276.6 1 BpyBWPPGHHXPP 97.4 9  

         

10 7.0 10 2131.2 1 ARGDDMDDYCNdaGXSAGCPR 99.0 12 Disintegrin; ~ Q9PVK9 

         

11 1.8 10 2131.0 1 ARGDDMDDYCNdaGXSAGCPR 99.0 13 Disintegrin; ~ Q9PVK9 

   1903.9 1 GDDMDDYCNdaGXSAGCPR 99.0 12  

         

12 5.7 10 1902.7 1 GDDMDDYCNGXSAGCPR 99.0 11 Disintegrin; ~ Q7SZD9 

  – 1276.6 1 BpyBWPPGHHXPP 90.4 8 BPP/CNP; ~ J3S3U4 

         

13 0.3 10 1902.7 1 GDDMDDYCNGXSAGCPR 99.0 16 Disintegrin; ~ Q9PVK9 

   2129.9 1 ARGDDMDDYCNGXSAGCPR 99.0 19  

         

14 3.0 11 1577.7 1 CCFVHDCCYEK 99.0 14 
Phospholipase A2, D49; ~ 
U3TDC9 

   2585.2 1 NAXPoxFYAFYGCYCGWGGBGRPK 99.0 14  

   1727.8 1 BVCECDBAAAXCFR 99.0 15  

         

15 2.2 10 3151.1 1 
EpyTdhXVSXXEEHPHEXSHXFKPSC
VTVXR 

94.8 12 
Vascular endothelium growth 
factor; ~ C0K3N2 

   1369.8 1 BdhVMPFMEVYSR man man  
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Tabla 1. Continuación       

Pico % 
Masa 
(kDa) 

Ion 
peptídico 

Secuencia derivada por MS/MS 
Conf 
(%) 

Pu 
Familia de proteína; ~ proteína 

relacionada* 

   m/z z     

16 2.4 11 2542.3 1 TATYSYTEENGAXVCGGDDPCBK 99.0 13 
Phospholipase A2, D49; ~ 
P86456 

   1471.7 1 CCXVHDCCYGK 99.0 16  

         

17 
10.
8 

12 1471.7 1 CCXVHDCCYGK 99.0 12 
Phospholipase A2, D49; ~ 
P0CAS3 

   1739.9 1 DNXDTYDNdaKYWdoFX 97.1 11  

   1710.7 1 BdhVCECDBAAAXCFR 99.0 12  

         

18 0.9 29 1471.8 1 BEWVXSAAHCDR 99.0 12 Serine proteinase; ~ U3TAG7 

   2996.7 1 
XNRPoxVBNSdhAHXEPXSXPSSPPS
VGSVCR 

99.0 15  

   1379.8 1 AAYPEFGXPATSR 99.0 14  

         

19a 1.6 27 1471.8 1 BEWVXSAAHCDR 99.0 16 Serine proteinase; ~ U3TAG7 

   922.6 1 XHXGMHSK 99.0 12  

   1379.8 1 AAYPEFGXPATSR 99.0 16  

   2996.8 1 
XNRPoxVBNSdhAHXEPXSXPSSPPS
VGSVCR 

99.0 13  

         

19b 1.4 21 1537.8 1 MEWYPEAAANAER 99.0 21 
Cysteine–rich secretory protein; 
~ T1E6W3 

   985.5 1 CXESHSPR 99.0 13  

   1138.6 1 SVDFDSESPR 99.0 15  

   1981.2 1 KPEXBNdaBXVDXHoxNFXR 99.0 23  

         

20 0.7 29 1037.6 1 GAHAGXPATSR 99.0 14 Serine proteinase; ~ Q9W7S1 

   2172.3 1 SAHXAPXSXPSNPPXVGSVCR 99.0 23  

   1442.8 1 VcaGGDECNXNEHR 96.5 9  

         

21 1.1 25 3362.8 1 
SSCDGDSGGPXXCNGEXBGXVSW
GGDXCABPR 

99.0 11 Serine proteinase; ~ B0VXT7 

   1512.8 1 VXGGDECNXNEHR 99.0 11  

   1747.1 1 KBDDEBDBDXMXXR 99.0 23  

         

22 0.2 24 1189.7 1 WDBDXMXIR 99.0 11 Serine proteinase; ~ T1E6T7 

   1573.0 1 NNEVXDBDXMXXR 99.0 10  

         

23 0.5 – – – – – – Unknown 

         

24a 0.4 74 1971.2 1 YXGYXNVXFDDBGNVXK 99.0 20 5’–Nucleotidase; ~ T2HRS9 

   1889.1 1 XXXPSFXAGGGDGYHMXK 99.0 21  

   1110.6 1 BAFEHSVHR 99.0 13  

   1449.8 1 VVSXNVXCTECR 99.0 14  

   2408.2 1 HPDDNEWNHVSMCXVNdaGGGXR 99.0 23  

   1753.0 1 SFEXTXXHTNDVHAR 99.0 19  

   3125.7 1 
ETPVXSNPGPYXEFRDEVEEXBNH
ANK 

99.0 15  
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Tabla 1. Continuación        

Pico % 
Masa 
(kDa) 

Ion 
peptídico 

Secuencia derivada por MS/MS 
Conf 
(%) 

Pu 
Familia de proteína; ~ proteína 

relacionada* 

   m/z z     

   1555.9 1 XXAXGHSGFXEDBR 99.0 22  

   1578.0 1 HANFPXXSANXRPK 99.0 19  

   2421.3 1 FHECNXGNXXCDAVXYNNVR 99.0 25  

         

24b 0.2 62 1379.7 1 KFWEDDGXBGGK 99.0 12 
L–amino–acid oxidase; ~ 
Q6WP39 

   1651.8 1 NDEEGWYANXGPMR 99.0 18  

   1514.8 1 ETDYEEFXEXAR 99.0 19  

         

24c 0.3 9 2136.0 1 GFCCPXGWSSYEGHCYR 99.0 18 
C–type lectin/lectin–like; ~ 
F8S0Z1 

   1592.8 1 TTDNBWXSRSCSR 99.0 14  

         

25 1.0 60 2457.3 1 RFDEXVDGMDBXPTSMYBAXK 99.0 15 
L–amino–acid oxidase; ~ 
J7H670 

   1651.8 1 NDEEGWYANXGPMR 99.0 20  

   1514.8 1 ETDYEEFXEXAR 99.0 18  

         

26 2.1 57 2457.4 1 RFDEXVDGMDBXPTSMYBAXK 99.0 8 
L–amino–acid oxidase; ~ 
J7H670 

   1651.9 1 NDEEGWYANXGPMR 99.0 16  

   1514.8 1 ETDYEEFXEXAR 99.0 15  

   2072.1 1 TYRNDEEGWYANXGPMR 98.1 7  

         

27 0.6 – – 1  – – Unknown  

         

28a 0.3 115 1747.0 1 SMBAXFXAHGPGFNEK 99.0 14 Phosphodiesterase; ~ T2HRT4 

   1420.8 1 DFYTFDSEGXVK 99.0 14  

   1532.9 1 XWNYFHTTXXPK 99.0 10  

   1355.8 1 AATYFWPGSEVK 99.0 9  

   2405.4 1 TESEAHNXPYGRPBVXBNHSK 99.0 9  

   1924.2 1 VRDVEXXTGXNFYSGXK 94.7 7  

         

28b 1.5 11 1928.9 1 DCPSDWSPYEGHCYR 99.0 17 
C–type lectin/lectin–like; ~ 
Q9PS06 

   2541.5 1 
GGHXVSXESAGERDFVABXVSENK
am 

99.0 13  

   2603.3 1 DCPSDWSSYEGHCYBPFNEPK 99.0 17  

         

         

29a 0.2 51 1404.9 1 YNNYBEDPYAK 99.0 11 Phospholipase B; ~ T2HP68 

   1461.0 1 KVVPESXFAWER 99.0 12  

   1705.2 1 SXEDGTXYXXEBVPK 99.0 14  

   1011.7 1 TWAETFEK 99.0 11  

         

29b 0.3 12 1928.9 1 DCPSDWSPYEGHCYR 99.0 19 
C–type lectin/lectin–like; ~ 
Q9PS06 

   2541.5 1 
GGHXVSVESAGEADFVABdaXVAEN
XK 

99.0 15  
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Tabla 1. Continuación       

Pico % 
Masa 
(kDa) 

Ion 
peptídico 

Secuencia derivada por MS/MS 
Conf 
(%) 

Pu 
Familia de proteína; ~ proteína 

relacionada* 

   m/z z     

29c 0.2 11 1928.9 1 DCPSDWSPYEGHCYR 99.0 11 
C–type lectin/lectin–like; ~ 
Q9PS06 

   2603.3 1 DCPSDWSSYEGHCYBPFNEPK 99.0 22  

   920.5 1 WSNAAMoxXK 98.9 13  

   1345.8 1 EBXMXASVXGXR 96.7 11  

         

30 1.7 53 1456.9 1 NdaMPBCXXNBPXK 99.0 17 Metalloproteinase; ~ C5H5D6 

   2512.3 1 NPCNXYYSPNDEDBGMVXPGTK 99.0 24  

   1270.7 1 XYCFPSSPATK 99.0 16  

   3275.6 1 
TDVVSPPpyVCGNYFVEVGEECDCG
SPATCR 

99.0 15  

   1712.8 1 AABDECDMADXCTGR 99.0 22  

   1183.7 1 BpySNXTPEBBR 99.0 12  

         

31a 2.3 67 2959.6 1 
AABDDCDXPESCTGBSABCPTDSF
BR 

99.0 15 Metalloproteinase; ~ R4FIM1 

         

31b 0.8 52 2136.0 1 YFVEVGEECDCGSPATCR 99.0 16 Metalloproteinase; ~ C5H5D6 

   2512.3 1 NPCNXYYSPNDEDBGMVXPGTK 99.0 23  

   1456.9 1 NdaMPBCXXNBPXK 99.0 17  

   3275.6 1 
TDVVSPPpyVCGNYFVEVGEECDCG
SPATCR 

99.0 12  

   1270.7 1 XYCFPSSPATK 99.0 15  

   1712.8 1 AABDECDMADXCTGR 99.0 21  

   1183.6 1 BpySNXTPEBBR 99.0 12  

         

31c 0.5 43 1011.5 1 TWAETFEK 99.0 13 Phospholipase B; ~ T2HP68 

   1705.0 1 SXEDGTXYXXEBVPK 99.0 16  

   2222.2 1 HBGXPESYNFDFVTMBPVX 99.0 17  

   1460.9 1 KVVPESXFAWER 99.0 13  

   1332.8 1 VVPESXFAWER 99.0 15  

         

32a 6.8 207 1135.7 1 TXDXFGBWR 99.0 14 Metalloproteinase; ~ Q2UXQ9 

   938.6 1 ERDXXHR 99.0 10  

   1093.6 1 YNGDXDBXR 97.8 9  

         

32b 5.9 25 1135.7 1 TXDXFGBWR 99.0 11 Metalloproteinase; ~ E3UJL0 

   938.6 1 ERDXXHR 99.0 11  

   1094.6 1 YNdaGDXDBXR 98.8 10  

         

32c 0.4 10 1918.8 1 DCPSDWSSYEGHCYR 99.0 13 
C–type lectin/lectin–like; ~ 
T1E3Z4 

   938.6 1 ERDXXHR 99.0 10 Metalloproteinase; ~ Q92032 

   1135.7 1 TXDXFGBWR 99.0 11  

         

32d 0.1 10 1380.9 1 KPBCXXBBPXR 99.0 9 Metalloproteinase; ~ Q92032  

   1679.9 1 GPTXGXAYVGTMCDPK 99.0 14  
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Tabla 1. Continuación       

Pico % 
Masa 
(kDa) 

Ion 
peptídico 

Secuencia derivada por MS/MS 
Conf 
(%) 

Pu 
Familia de proteína; ~ proteína 

relacionada* 

   m/z z     

33 1.2 – – – – – – Unknown 

         

34a 0.2 124 2211.9 1 XHSWVECESGECCDBCR 99.0 10 Metalloproteinase; ~ Q2UXQ4 

   1304.8 1 YXEXVXVADRorR 95.2 9  

         

34b 3.2 63 2225.9 1 XHSWVECESGECCEBCR 99.0 10 Metalloproteinase; ~ T2HPB1 

       

   1155.6 1 KXPCAPBDVK 99.0 9  

   1304.8 1 YXEXVXVADRorR 99.0 16  

   2211.9 1 XHSWVECESGECCDBCR 99.0 26  

         

34c 0.7 10 1928.9 1 DCPSDWSPYEGHCYR 99.0 10 
C–type lectin/lectin–like; ~ 
T1E3Z4 

   1918.9 1 DCPSDWSSYEGHCYR 99.0 14  

         

35 2.1 10 1918.8 1 DCPSDWSSYEGHCYR 99.0 16 
C–type lectin/lectin–like; ~ 
T1E3Z4 

         

36a 0.3 62 1651.8 1 NDEEGWYANXGPMR 99.0 10 
L–amino–acid oxidase; ~ 
Q6WP39 

   1514.8 1 ETDYEEFXEXAR 99.0 16  

         

36b 0.7 47 1228.8 1 KYTHNXXAXKfo 99.0 14 Metalloproteinase; ~ G1UJB2 

   1040.5 1 FVTAGTECR 99.0 10  

   1115.6 1 DGBGXFYCR 99.0 14  

         

36c 1.5 31 1137.5 1 CTGBSGDCPR 99.0 12 Metalloproteinase; ~ J3SDW3 

   1987.9 1 XTTGSBCAEGXCCDBCK 99.0 21  

   1010.6 1 SVGXVBDHR 99.0 12  

   1327.8 1 YXEXVXVADHR 99.0 15  

   906.5 1 YHFVANR 99.0 11  

         

36d 0.8 10 1928.9 1 DCPSDWSPYEGHCYR 99.0 15 
C–type lectin/lectin–like; ~ 
T1E3Z4 

   1918.8 1 DCPSDWSSYEGHCYR 99.0 20  

         

37 0.9 –  1 – – – Unknown  

         

38a 0.9 183 1769.7 1 SGSBCGHGDCCEBCK 99.0 15 Metalloproteinase; ~ T1E6U1 

38b 7.5 31 1151.5 1 CTGBSADCPR 99.0 12 Metalloproteinase; ~ U3T788 

   1769.7 1 SGSBCGHGDCCEBCK 99.0 20  

         

38c 1.2 11 2603.2 1 DCPSDWSSYEGHCYBPFNEPK 99.0 8 
C–type lectin/lectin–like; ~ 
I2GAE4 

   1918.8 1 DCPSDWSSYEGHCYR 99.0 16  

         

   1611.0 1 XYEXVNTXNdaVXYR 99.0 10 Metalloproteinase; ~ E9JGA2 
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Tabla 1. Continuación       

Pico % 
Masa 
(kDa) 

Ion 
peptídico 

Secuencia derivada por MS/MS 
Conf 
(%) 

Pu 
Familia de proteína; ~ proteína 

relacionada* 

   m/z z     

39a 1.4 36 1151.5 1 CTGBSADCPR 99.0 11 Metalloproteinase; ~ A2CJE5 

   1769.7 1 SGSBCGHGDCCEBCK 99.0 20  

   1611.0 1 XYEXVNTXNdaVXYR 99.0 15  

         

39b 1.7 31 1702.0 1 VAXXGXEXWSSGEXSK 99.0 17 Metalloproteinase; ~ J3SBP6 

   2001.9 1 VTTGSBCAEGXCCDBCR 99.0 19  

   1871.8 1 GDDVNdaDYCNdaGXSAGCPR 99.0 16   

 
X: Leu/Ile; B: Lys/Gln. Los valores de Confianza (Conf) y Puntuación (Pu) se calcularon mediante 
el algoritmo Paragon® de ProteinPilot®. Posibles modificaciones de aminoácidos ambiguos o no 
confirmados por el software de identificación automatizada se muestran en paréntesis, con las 
siguientes abreviaciones:  ox: oxidado; do: dioxidizado; da: deamidado; dh: deshidratado; py: 
piroglutámico; ca: carbamilo; fo: formilo; or: ornitina R; na: catión Na+; kc: catión K+. Man: 
secuenciación de aminoácidos de novo por interpretación manual de espectros. *Los residuos de 
cisteína están carbamidometilados. Masa: las estimaciones de las masas proteicas por SDS–PAGE, 
se llevó a cabo en condiciones reducidas y expresadas en kDa. 
 
 

Una comparación de los perfiles electroforéticos (Figura 12A) y cromatográficos 
(Figura 12B) de los venenos obtenidos de cada uno de los tres especímenes de P. 
lansbergii lansbergii, evidenció una conservación general entre los individuos, 
aunque se observaron algunas pocas variaciones en la expresión de los picos 
correspondientes a PLA2s (Figura 12C). 
 

 
 
Figura 12. Comparación de los perfiles de SDS–PAGE y RP–HPLC de muestras de veneno 
individuales obtenidas de los tres especímenes de Porthidium lansbergii lansbergii utilizados en este 
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estudio. (A) SDS–PAGE (12%) en condiciones reducidas y teñidas con Coomassie coloidal. Los 
marcadores de peso molecular (Mw) están indicados en kDa. (B) Perfiles de elución de proteínas en 
RP–HPLC como se describe en Materiales y métodos (se omite la línea de gradiente por claridad). 
La región del cromatograma indicada por una línea roja horizontal en (B), se amplía en (C) para 
mostrar la diferencia entre los picos de las tres muestras de veneno. El pico azul, marcado con un 
asterisco se identificó como una fosfolipasa A2 de tipo D49 en el veneno de la muestra 2, pero se 
encontró ausente en los venenos de las muestras 1 y 3. 

 
 
Las abundancias de las familias de proteínas en el veneno de P. lansbergii 
lansbergii, fueron expresadas como porcentaje del contenido total de proteína, 
como se observa en la Figura 13. Las proteínas más abundantes corresponden a 
metaloproteinasas (SVMPs: 35.5%), seguidas por fosfolipasas A2 (PLA2: 16.2%) y 
desintegrinas (DIS: 12.9%). Otros tipos de proteínas presentes en el veneno de P. 
lansbergii lansbergii, incluyen miembros de las familias tipo lectina de tipo C (CTL), 
serina proteinasas (SP), L–aminoácido oxidasas (LAO), factor de crecimiento 
endotelial vascular (VEGF), proteínas secretoras ricas en cisteína (CRISP), 
fosfolipasas B (PLB), 5'–nucleotidasas (5'–NU) y fosfodiesterasas (PDE), así como 
pequeños péptidos que pertenecen al péptido potenciador de bradiquinina/péptido 
natriurético tipo C (BPP/CNP) e inhibidores tripeptídicos de SVMP (Figura 13). 
Pocas proteínas del veneno quedaron sin identificar, las cuales representaron solo 
el 3,2% del contenido total de proteínas (Tabla 1). 
 

 
 

Figura 13. Composición del veneno de Porthidium lansbergii lansbergii según las familias de 
proteínas identificadas y expresada como porcentajes del contenido total de proteína. PLA2: 
fosfolipasa A2; SP: serina proteasas; LAO: L–aminoácido oxidasa; SVMP: metaloproteinasa, DIS: 
desintegrina; CTL: lectina tipo C; 5'–NU: 5 'nucleotidasa; PLB: fosfolipasa B; PDE: fosfodiesterasa; 
VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular; CRISP: proteína secretora rica en cisteína; PEP: 
péptidos, UNK: desconocido/no identificado. 
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La composición del veneno de P. lansbergii lansbergii se comparó con las otras dos 
especies de Porthidium previamente estudiadas (Tabla 2). Como se muestra, el 
veneno de P. lansbergii lansbergii conserva una tendencia similar a la observada en 
los venenos de P. nasutum y P. ophryomegas, que comparten un predominio de las 
SVMPs, un alto contenido de DIS y abundancias relativamente uniformes de 
proteínas PLA2, CTL y LAO. Sin embargo, algunas diferencias son evidentes, como 
una proporción algo menor de SP y SVMP; así como un contenido 
considerablemente más alto de péptidos pequeños (Tabla 2). Además, al menos 
tres tipos de componentes en el veneno de P. lansbergii lansbergii, VEGF (2.2%), 
PLB (0.7%) y PDE (0.3%), no se habian encontrado en ninguna de las otras dos 
especies de Porthidium estudiadas; lo que subraya una alta diversidad de familias 
de proteínas en este veneno. 
 
 
Tabla 2. Composición proteica comparativa de los venenos de las especies de Porthidium 
encontradas en Colombia y Costa Rica. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a estudio actual; b Aunque P. nasutum se encuentra en Colombia, los datos corresponden a 
especímenes de Costa Rica (Lomonte et al., 2012). 

 
 
Se analizaron las correlaciones entre la proteómica del veneno y las actividades 
tóxicas o enzimáticas mediante varios análisis funcionales. En cuanto a su letalidad 
en ratones, la LD50 del veneno de P. lansbergii lansbergii fue de 140 ± 8 μg/ratón 
(8,2 μg/g peso corporal) cuando se administró por la ruta i.p. El veneno de P. 
lansbergii lansbergii generó lesiones locales, comprobado por una miotoxicidad 
moderada (Figura 14) y un potente efecto hemorrágico (Figura 15). 

Familia de proteínas 
% del total de proteínas del veneno 

P. lansbergii lansbergii a
 P. nasutum b P. ophryomegas  

Metaloproteinasas 35.5 52.1 45.0 

Fosfolipasas A2 16.2 11.6 13.5 

Desintegrinas  12.9 9.9 16.7 

Péptidos pequeños 12.4 1.9 4.2 

Lectina tipo C 6.7 10.4 8.0 

Serina proteinasas  4.5 9.6 7.3 

L–amino acido oxidasas 3.6 3.0 3.3 

svVEGF  2.2 – – 

CRISP 1.4 1.3 0.6 

Fosfolipasas B  0.7 – – 

5' nucleotidasas 0.4 0.2 – 

Fosfodiesterasas  0.3 – – 

Desconocida 3.2 – 1.4 

Número de familias 12 9 8 
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Figura 14. (A) Actividad miotóxica de los venenos de Porthidium lansbergii lansbergii y Porthidium 
nasutum (50 μg) después de la inyección intramuscular en ratones. (A) La actividad de la creatina 
quinasa plasmática (CK) se determinó después de 3 h de la inyección. Las barras representan la 
media ± DE (n = 4). La diferencia entre los venenos de P. lansbergii lansbergii y P. nasutum fue 
estadísticamente significativa (*p < 0.05) según la prueba t de Student. Se realizó la evaluación 
histológica de las secciones del músculo esquelético teñidas con hematoxilina–eosina, 6 h después 
de la inyección local de PBS (B), veneno de Porthidium lansbergii lansbergii (C), y Porthidium 
nasutum (D). Magnificación de 200x. Se observó extravasación masiva de glóbulos rojos entre las 
áreas de fibras musculares necróticas en (C) y (D). 

 

 
 
Figura 15. Comparación de la actividad hemorrágica de los venenos de Porthidium lansbergii 
lansbergii y Porthidium nasutum (3 μg) después de inyección intradérmica en ratones. El área 
hemorrágica se dibujó sobre una película transparente y se midió en mm2. Las barras representan 
la media ± DE (n = 5). La diferencia entre ambos venenos es estadísticamente significativa (*p < 
0.05) según la prueba t de Student. 
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En cuanto a las alteraciones hematológicas inducidas por la inyección i.m. del 
veneno de P. lansbergii lansbergii (100 μg), después de 3 h, no se registraron 
diferencias significativas con respecto a los ratones del grupo control en los 
parámetros: glóbulos blancos–WBC, glóbulos rojos–RBC, hemoglobina–HGB, 
volumen corpuscular medio–MCV, hemoglobina corpuscular media–MCH y 
concentración media de hemoglobina corpuscular–MCHC; aunque sí hubo una 
ligera disminución en los recuentos de hematocritos (HTC; Figura 16A) y una 
disminución considerable en el recuento de plaquetas (Figura 16B). 
 

 
 
Figura 16. Evaluación de parámetros hematológicos después de la inyección intramuscular de 
veneno de Porthidium lansbergii lansbergii (100 μg), o PBS, en ratones. Se recolectó sangre 
heparinizada de la cola 1 h después de la inyección, y se analizó en un instrumento automatizado 
Sysmex pocH–100i™ como se describió en Materiales y métodos. Las barras representan la media 
± DE (n = 5). (A) WBC: glóbulos blancos; RBC: glóbulos rojos; HGB: hemoglobina; HCT: hematocrito; 
MCV: volumen corpuscular medio; MCH: hemoglobina corpuscular media; y MCHC: concentración 
media de hemoglobina corpuscular. (B) Recuento de plaquetas. Las diferencias estadísticamente 
significativas entre el veneno de Porthidium lansbergii lansbergii y el control con PBS están indicadas 
por asteriscos (p <0.05). 

 
 
Por otro lado, el veneno de P. lansbergii lansbergii mostró actividad anticoagulante 
in vitro sobre plasma humano, a diferencia del veneno de P. nasutum. El tiempo de 
coagulación del plasma incubado con el veneno de P. nasutum fue 106 ± 8 
segundos, mientras que el veneno de P. lansbergii lansbergii se prolongó a más de 
2400 segundos. En las mismas condiciones, el plasma incubado con PBS se 
coaguló después de 188 ± 2 s. 
 
 
El alto contenido de desintegrinas en el veneno (12.9%) explicaría su capacidad 
para inhibir la agregación plaquetaria humana inducida por ADP (Figura 17A). De 
hecho, dos fracciones de desintegrinas aisladas mostraron tal actividad inhibidora 
(Figura 17B). 
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Figura 17. (A) Inhibición de la agregación plaquetaria humana ocasionada por el veneno de 
Porthidium lansbergii lansbergii o (B) por fracciones de desintegrinas (Fr 10, Fr 11) como se 
identificaron en la Tabla 1. Se agregaron 4 u 8 μg del veneno o de las fracciones (300 nmol) durante 
5 min a plasma rico en plaquetas, que se había pre–incubado a 37 °C a velocidad constante en un 
instrumento de agregación, como se describe en Materiales y métodos. Luego, se añadió ADP 
(flechas) y la agregación fue monitoreada mediante los cambios en la transmitancia a través del 
tiempo. Las muestras control de plasma se incubaron con PBS antes de la adición del agonista. 

 
 
De acuerdo con su mayor contenido de proteínas PLA2 (Tabla 2), el veneno de P. 
lansbergii lansbergii mostró una actividad de fosfolipasa significativamente mayor 
que el veneno de P. nasutum, tanto en sustratos micelares (Figura 18A), como 
monodispersos (Figura 18B). La comparación de la actividad proteolítica de estos 
venenos con azocaseína no mostró diferencias significativas (Figura 18C), a pesar 
del mayor contenido de SVMP y enzimas SP en P. nasutum (Tabla 2). 
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Figura 18. Comparación de las actividades enzimáticas de los venenos de Porthidium lansbergii 
lansbergii (○) y Porthidium nasutum (●). La actividad de fosfolipasa A2 fue evaluada en fosfatidilcolina 
micelar (A) y en el sustrato monodisperso sintético ácido 4–nitro–3–octanoiloxi–benzoico (B). La 
actividad proteolítica se evaluó sobre azocaseína (C). Cada punto representa la media ± DE (n = 3). 
Las diferencias entre los venenos de P. lansbergii lansbergii y P. nasutum son estadísticamente 
significativas (p < 0.05) en (A) y (B), mientras que en (C) no se registraron diferencias 
estadísticamente significativas (p > 0.05). 
 
 

Por otra parte, se confirmó que el pico de VEGF purificado del veneno de P. 
lansbergii lansbergii indujo un edema rápido y transitorio en la almohadilla plantar 
del ratón, después de la inyección de 3 μg de la proteína (Figura 19). 
 

 
Figura 19. Evolución en el tiempo del edema inducido por la fracción de VEGF (Fr.15; Tabla 1) 
aislada a partir del veneno de Porthidium lansbergii lansbergii. Los ratones recibieron una inyección 
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subplantar que contenía 3 μg de VEGF en 30 μL de PBS, en la almohadilla plantar de la pata 
izquierda. La almohadilla derecha recibió el mismo volumen, pero de PBS. El grosor de la almohadilla 
plantar se midió en diferentes momentos, como se describió en Materiales y métodos. Cada punto 
representa la media ± DE (n = 4). Las diferencias entre VEGF y PBS fueron estadísticamente 
significativas (p < 0.05) a 0.5, 1 y 3 horas. 

 

5. Discusión 

 
 
El estudio de los venenos de las especies dentro del género Porthidium, ha recibido 
menos atención en comparación con los de otras serpientes venenosas distribuidas 
en América Latina. Hasta la fecha, los venenos de solo dos de sus especies, P. 
nasutum y P. ophryomegas, han sido estudiados usando un enfoque proteómico 
(Lomonte et al., 2012). El perfil cromatográfico del veneno de P. lansbergii lansbergii 
(Figura 11, 12) muestra similitudes generales con los descritos previamente para P. 
ophryomegas y P. nasutum, analizados por el mismo método (Lomonte et al., 2012; 
Vargas et al., 2012).  
 
 
El alto contenido de desintegrinas es notable (Figura 13), y podría representar una 
característica común en los venenos de este género, ya que los venenos de P. 
nasutum y P. ophryomegas también presentan proporciones de desintegrinas tan 
altas como 9.9% y 16.7%, respectivamente (Lomonte et al., 2012) (Tabla 2). Por el 
contrario, los venenos de la mayoría de las serpientes estudiados por los mismos 
métodos, contienen menos del 3% de desintegrinas, o incluso carecen de este tipo 
de proteínas pequeñas (Lomonte et al., 2014; Calvete et al., 2009; Salazar–
Valenzuela et al., 2014). 
 
 
Además del VEGF identificado, en el veneno de P. lansbergii lansbergii se 
identificaron las proteínas PLB y PDE, dos tipos de proteínas no observadas 
previamente en las especies de Porthidium (Tabla 2). La primera familia de 
proteínas ha sido identificada en pocos venenos de viperidos y elapidos (Margres 
et al., 2013; Rokyta et al., 2011; Aird et al., 2013), y pueden actuar como toxinas 
putativas con actividad hemolítica y citotóxica como se muestra para el veneno de 
Pseudechis colletti (Bernheimer et al., 1987). Por otro lado, las PDEs pueden actuar 
indirectamente como toxinas, catalizando la hidrólisis de los enlaces fosfodiéster y 
liberando nucleósidos bioactivos como la adenosina (Aird 2002).  
 
 
Entre los péptidos pequeños más abundantes del veneno de P. lansbergii lansbergii, 
se identificaron los tripéptidos ZNW/ZBW, obtenidos de los picos 4 y 5 de la RP–
HPLC (Figura 11B y Tabla 1). Estos péptidos se han relacionado con la inhibición 
de las SVMPs durante su almacenamiento glandular (Menin et al., 2008; Wagstaff 



61 

 

 

et al., 2008). Otros péptidos identificados son los pertenecientes a los BPP/CNP, 
que son conocidos por sus potenciales propiedades vasoactivas (Ferreira et al., 
1970). Algunos pocos péptidos identificados en los picos cromatográficos iniciales 
(Figura 11), correspondieron a fragmentos de proteínas más grandes del veneno 
como SVMP; aunque algunos podrían corresponder a fragmentos de otras 
proteínas, tales como amelogeninas y nucleobindina tipo 2 (Tabla 1), un hallazgo 
que merece mayor investigación. 
 
 
Con relación a las actividades funcionales, el veneno de P. lansbergii lansbergii 
presentó una potencia letal  (8.2 μg/g de ratón) más débil que la reportada para P. 
nasutum de Antioquia y Chocó (Colombia) con una LD50 de 5.7 μg/g (Otero–Patiño 
et al., 2002), y para P. lansbergii hutmanni de la isla de Margarita (Venezuela) con 
una LD50 de 2.5 μg/g (Vargas et al., 2011); pero ligeramente más potente que la del 
veneno de P. nasutum de Costa Rica (10.8 μg/g) (Bogarín et al., 2000).  
 
 
En comparación con el veneno de P. nasutum, el aumento en la actividad de la CK 
plasmática inducida por el veneno de P. lansbergii lansbergii fue significativamente 
mayor (Figura 14), el cual se relaciona con su ligera diferencia en el contenido 
relativo de PLA2s (Tabla 2); siendo estos, los principales componentes miotóxicos 
en la mayoría de los venenos de viperidos. Sin embargo, la magnitud de los valores 
plasmáticos de CK observados después de 3 horas de la inyección del veneno (50 
μg) indican que este efecto miotóxico, comprobado histológicamente (Figura 14), 
fue moderado. Al comparar la actividad hemorrágica de los venenos de P. lansbergii 
lansbergii y P. nasutum, este estuvo de acuerdo con sus diferencias en el contenido 
de SVMPs, los cuales hacen parte de los principales componentes hemorrágicos. 
En dosis idénticas (3 μg), el veneno de P. nasutum (con 52.1% SVMP) causó un 
área hemorrágica intradérmica significativamente mayor que la de P. lansbergii 
lansbergii (con un 35.5% de SVMP) (Figura 15). 
 
 
Al analizar los parámetros hematológicos, la disminución en el recuento de 
plaquetas, al menos en el ratón, se podría deber a la presencia de componentes del 
veneno tales como proteínas CTL (6.7%), desintegrinas (12.9%) u otros tipos de 
componentes (Figura 16). Esta disminución en el recuento, está acompañada de la 
inhibición de la agregación plaquetaria; corroborada por dos de sus desintegrinas 
aisladas (Figura 17), que cuentan con la presencia de un motivo RGD (Calvete et 
al., 2005) en sus secuencias de aminoácidos parciales (Tabla 1). La inhibición de la 
agregación plaquetaria humana también se ha descrito para el veneno de P. 
lansbergii hutmanni de Venezuela (López–Johnston et al., 2007a, b). Además, el 
veneno de P. lansbergii lansbergii carece de actividad coagulante sobre plasma 
humano, en similitud con los de otras especies de Porthidium (Lomonte et al., 2012; 
Gené et al., 1989), a pesar de contener abundantes SVMPs y SPs. Los 
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componentes responsables de la actividad anticoagulante del veneno de P. 
lansbergii lansbergii aún no han sido identificados.  
 
 
A su vez, se ha reportado que los VEGFs encontrados en diversos venenos de 
serpientes de la familia Viperidae, incrementan la permeabilidad microvascular en 
el sitio de la inyección (Takahashi et al., 2004); una actividad que podría mejorar la 
absorción y distribución de las toxinas en la presa. Esto sugiere que el VEGF, que 
representa el ~ 2.2% de las proteínas en el veneno, junto con otros componentes 
inflamatorios conocidos como las PLA2s (Teixeira et. al, 2003), contribuyan 
significativamente al edema inducido por este veneno (Figura 19).  
 
 

Sobre la base de los datos composicionales y funcionales obtenidos del veneno de 
P. lansbergii lansbergii, se puede sugerir que los envenenamientos por esta especie 
no estarían asociados con una alta tasa de mortalidad, aunque se podría predecir 
que implicarían al menos una hemorragia local considerable y una mionecrosis 
moderada, y posiblemente la ausencia de alteraciones importantes de la 
coagulación. Se registró un efecto trombocitopénico en ratones, pero debido a las 
diferencias entre especies, esta actividad debería confirmarse mediante 
observaciones clínicas en pacientes. Desafortunadamente, las características 
clínicas de los envenenamientos por P. lansbergii lansbergii no han sido reportadas 
específicamente en la literatura médica, posiblemente debido al hecho de que las 
especies de Porthidium fueron clasificadas anteriormente dentro del género 
Bothrops (Campbell y Lamar, 2004), y por lo tanto sus mordeduras de serpientes 
han sido discutidas esencialmente como "accidentes bothrópicos" en Colombia 
(Otero et al., 2002; Escobar y Fuentes, 2004; Otero et al., 1992; Ayerbe y Latorre, 
2009). La presente información puede ser útil para futuros estudios que analicen las 
correlaciones clínicas de la composición del veneno de P. lansbergii lansbergii, y 
también para posteriores aislamientos y caracterizaciones de los componentes de 
su veneno. 
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Perfil funcional divergente de una fosfolipasa A2 ácida y 
una básica proveniente del veneno de serpiente 

Porthidium lansbergii lansbergii 
 

1. Resumen 

 
 
La serpiente Porthidium lansbergii lansbergii habita en el norte de Colombia. Una 
reciente caracterización proteómica de su veneno (J. Proteomics [2015] 114, 287–
299) reveló la presencia de fosfolipasas A2 (PLA2), las cuales representaron el 
16.2% de sus proteínas. Las dos PLA2s más abundantes se caracterizaron 
bioquímica y funcionalmente. Pllans–I es una enzima básica, dimérica con una 
masa monomérica de 14,136 Da, mientras que Pllans–II es una enzima ácida, 
monomérica de 13,901 Da. Ambas tienen Asp49 según sus secuencias parciales 
de aminoácidos y, en consecuencia, son catalíticamente activas sobre sustratos 
naturales o sintéticos. Sin embargo, estas dos enzimas difieren notablemente en 
sus bioactividades. Pllans–I induce mionecrosis, edema y es letal mediante 
inyección intracerebro–ventricular en ratones, así como citolítica y anticoagulante in 
vitro. Por el contrario, Pllans–II carece de estos efectos, a excepción de la inducción 
de un edema moderado. A pesar de no poseer miotoxicidad, Pllans–II incrementa 
el daño del tejido muscular provocado por la Pllans–I in vivo. En conjunto, los 
resultados demuestran aún más los perfiles funcionales divergentes de las PLA2s 
tanto ácidas y básicas en los venenos de los viperidos, y sugieren que Pllans–I juega 
un papel miotóxico en los envenenamientos por P. lansbergii lansbergii, mientras 
que Pllans–II, aparentemente carente de toxicidad, aumenta el daño muscular 
causado por Pllans–I. 
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2. Introducción  

 
 
La serpiente Porthidium lansbergii lansbergii, conocida localmente como 'patoco' o 
'patoquilla', se encuentra en la Región Caribe Colombiana, habitando tierras áridas, 
semiáridas y zonas húmedas del valle del río Magdalena, desde bajas elevaciones 
hasta los 1400 m. Su dieta incluye presas como ranas, lagartos y pequeños 
roedores (Campbell y Lamar, 2004; Otero, 2014). A pesar que se han reportado 
accidentes de mordeduras con esta especie (Paredes, 2012), no existen 
descripciones de las características clínicas específicas de estos envenenamientos 
en la literatura médica. Solo unos pocos estudios sobre su veneno están 
disponibles, y hasta donde se sabe, ninguna de sus proteínas ha sido aislada y 
caracterizada. 
 
En un estudio previo, se analizó el veneno entero de P. lansbergii lansbergii 
mediante un enfoque proteómico y toxicológico combinado (Jiménez–Charris et al., 
2015). En similitud con otras dos especies de Porthidium (P. nasutum y P. 
ophryomegas) de Costa Rica (Lomonte et al., 2012), el proteoma del veneno de P. 
l. lansbergii contiene predominantemente metaloproteinasas, y fosfolipasas A2 
(PLA2; EC 3.1.1.4) como el segundo tipo de proteína más abundante (Jiménez–
Charris et al., 2015). Sin embargo, el veneno de P. lansbergii lansbergii presentó 
bajas proporciones de proteínas adicionales que no se encontraron en las otras dos 
especies de Porthidium, tales como fosfodiesterasas, fosfolipasas B y componentes 
del factor de crecimiento del endotelio vascular. Además, su contenido relativo de 
PLA2s fue ligeramente mayor que el observado en P. nasutum y P. ophryomegas; y 
en consecuencia, el veneno de P. lansbergii lansbergii mostró una mayor actividad 
de PLA2s en comparación con el veneno de P. nasutum (Jiménez–Charris et al., 
2015). Por ende, en la búsqueda de obtener un mayor conocimiento sobre los 
componentes tóxicos del veneno de P. lansbergii lansbergii, el objetivo de este 
estudio fue aislar dos de sus PLA2s más abundantes con el fin de caracterizar sus 
propiedades bioquímicas y funcionales. 
 
Las PLA2s de los venenos de serpiente son enzimas termoestables que, a pesar de 
su arquitectura conservada, muestran una notable diversidad funcional (Arni y 
Ward, 1996; Kini, 2003). Catalizan la hidrólisis del enlace 2–acilo de los fosfolípidos, 
liberando ácidos grasos y lisofosfolípidos en una reacción dependiente de calcio 
(Scott et al., 1990).  
 
Con base en sus patrones de formación de puentes disulfuro y otras características 
estructurales distintivas, las PLA2s de los venenos de serpiente se han clasificado 
dentro del grupo I (presentes en élapidos) o II (en viperidos) (Doley et al., 2010). A 
su vez, las PLA2s del grupo II se han dividido en dos subtipos: Asp49–PLA2s, que 
son catalíticamente activas, y “PLA2 homólogas” o “proteínas similares a PLA2”, que 
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son catalíticamente inactivas y comúnmente poseen una sustitución Lys49 
(Lomonte et al., 2003; Lomonte y Rangel, 2012).  
Entre sus diversos efectos, las PLA2 de los venenos de serpiente pueden ejercer 
actividades neurotóxicas, miotóxicas, hemolíticas, inflamatorias, anticoagulantes, 
bactericidas e inhibidoras de la agregación plaquetaria (Páramo et al., 1998; Kini, 
2003, 2005; Gutiérrez y Lomonte, 1995; Lomonte et al., 2009; Huancahuire–Vega 
et al., 2011). Las sutiles características estructurales y propiedades bioquímicas que 
definen las bioactividades específicas en las diferentes PLA2s del veneno, han sido 
difíciles de precisar; y aún se desconocen muchos aspectos moleculares clave de 
sus mecanismos de acción (Gutiérrez y Lomonte, 2013).  
 
 
Por lo tanto, es de interés explorar la vasta biodiversidad de las serpientes 
venenosas, en la búsqueda y caracterización de nuevas variantes de PLA2s; que 
podrían dar una luz sobre la comprensión de su diversificación, roles biológicos y 
sus complejas relaciones de estructura–función. 
 

3. Materiales y métodos  

 

3.1. Veneno de serpiente 

 
 
El veneno de P. lansbergii lansbergii se obtuvo de tres especímenes adultos 
encontrados en el Departamento del Atlántico. Las serpientes fueron liberadas 
después de la recolección de sus venenos, los cuales se agruparon en un pool, se 
centrifugaron para eliminar los restos, se secaron al vacío y se almacenaron a –
20°C. 
 

3.2. Aislamiento de Pllans–I y Pllans–II  

 
 
Con el fin de aislar las dos PLA2 más abundantes del veneno de P. lansbergii 
lansbergii, llamadas Pllans–I y Pllans–II, se siguieron las condiciones del RP–HPLC 
anteriormente descritas para la caracterización proteómica del veneno P. lansbergii 
lansbergii (Jiménez–Charris et al., 2015). En resumen, alícuotas de veneno (2 mg) 
se separaron en una columna C18 (250 × 4.6 mm, diámetro de partícula 5 μm; 
Teknokroma) eluyendo a 1 mL/min con un gradiente de H2O/TFA al 0.1% y 
ACN/TFA al 0.1%, como se describe a continuación: 0% de B durante 5 min, 0–15% 
de B durante 10 min, 15–45% de B durante 60 min, 45–70% de B durante 10 min, y 
70% de B durante 9 min. Las eluciones fueron monitoreadas a 215 nm en un 
cromatógrafo Agilent 1200 usando el software ChemStation®, y las fracciones de 
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PLA2 se recogieron manualmente, se secaron con centrifugación al vacío y se 
almacenaron a –20ºC. 
 

3.3. SDS–PAGE y espectrometría de masas (MS) 

 
 
La concentración proteica de Pllans–I y Pllans–II se estimó midiendo su absorbancia 
a 280 nm en un NanoDrop® 2000c (Thermo Scientific). Su homogeneidad fue 
evaluada mediante SDS–PAGE en condiciones no reductoras o reductoras (5% de 
2–mercaptoetanol a 100 °C durante 5 min), usando geles al 12% y teñidos con azul 
de Coomassie R–250. Además, la homogeneidad y la masa molecular promedio de 
isótopos fue determinada mediante ESI–MS/MS en un espectrómetro de masas 
QTrap3200® (Applied Biosystems). Las proteínas se diluyeron en ACN al 50% que 
contenía ácido fórmico al 0.1%, se cargaron en capilares de vidrio desechables 
recubiertos con metal y se introdujeron directamente en una fuente de nano–
pulverización para ionización a 1200 V. El análisis de MS se realizó en modo positivo 
de carga múltiple, en un rango de 600 – 1700 m/z; con la ayuda del software 
Analyst® v.1.5 (ABsciex) por deconvolución. 
 

3.4. Secuenciación parcial de aminoácidos mediante espectrometría de 
masas en tándem 

 
 
Las proteínas Pllans–I y Pllans–II se digirieron con tripsina (Sigma) o quimotripsina 
(G–biosciences) grado secuenciación, después de su reducción con ditiotreitol (10 
mM) y alquilación con yodacetamida (50 mM) como lo describe Van der Laat et al., 
(2013). Los productos peptídicos fueron desalinizados usando una columna C18 
ZipTips® (Millipore), diluidos con un volumen igual de una solución saturada de 
ácido α–ciano–4–hidroxicinámico en ACN al 50%/TFA al 0.1%, y puestos en una 
placa OptiTOF384 para análisis por MALDI–TOF–TOF en un Proteomics Analyzer 
4800–Plus (Applied Biosystems) como se describió en Lomonte et al. (2014).  
 
Los espectros se adquirieron en modo reflector positivo a 2 kV, en el rango de 900–
4000 m/z, usando 1500 disparos y una intensidad de láser de 3000. La calibración 
externa se realizó usando patrones CalMix® (ABsciex) puestos en la misma placa. 
Adicionalmente, algunos péptidos se analizaron mediante ESI–MS/MS en un equipo 
QTrap3200 mediante infusión directa. Los iones con carga doble o triple 
seleccionados a partir de los escaneos en el modo de resolución positiva mejorada 
(250 amu/s), se sometieron a fragmentación usando la herramienta de producto 
iónico mejorado con atrapamiento en Q0.  
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Los ajustes fueron: Q1, unidad de resolución con energía de colisión de 25–40 eV; 
tiempo de llenado de la trampa de iones lineal Q2, 250 ms; y rango de escaneo Q3, 
1000 amu/s (Calvete et al., 2007). Todos los espectros de fragmentación obtenidos 
por espectrometría de masas MALDI o ESI, se interpretaron manualmente para 
derivar secuencias de aminoácidos de novo. 
 

3.5. Alineación de secuencias de Pllans–I y Pllans–II  

 
 
Cuatro secuencias de aminoácidos correspondientes a Asp49–PLA2s ácidas y 
básicas provenientes de la familia Viperidae, con valores de identidad de secuencia 
de aminoácidos de al menos 59% y 45% en comparación con Pllans–I y Pllans–II, 
fueron obtenidas después de una búsqueda con BLAST (http://blast.ncbi.nlm.gov). 
Estas proteínas, junto con la secuencia adicionada manualmente de PhTX–II del 
veneno de Porthidium hyoprora (Huancahuire–Vega et al., 2014), se alinearon con 
el programa MUSCLE (Edgar, 2004) utilizando el software MEGA 6.06 (Tamura et 
al., 2013) y el método de máxima verosimilitud basado en el modelo basado en la 
matriz JTT (Jones et al., 1992). 
 

3.6. Screening inmunoquímico de reconocimiento cruzado  

 
 
Las enzimas purificadas Pllans–I y Pllans–II se analizaron mediante inmunodifusión 
en gel (Ouchterlony y Nilsson, 1978), para determinar su posible reconocimiento 
cruzado por anticuerpos policlonales contra la miotoxina II (tipo Lys49–PLA2, 
producida en conejo), una PLA2 del grupo II presente en el veneno de Bothrops 
asper (Lomonte y Gutiérrez, 1989). El pozo central de un gel de agarosa al 1% 
(disuelto en NaCl al 0.12 M y fosfato de sodio 0.04 M, PBS pH 7.2), se llenó con 30 
μL de antisuero de conejo contra la miotoxina II; mientras que 30 μL de dos 
diluciones de Pllans–I y Pllans –II (0.25 y 0.5 μg/μL) se dispensaron en los pozos 
periféricos. La miotoxina II purificada, se utilizó como control positivo para la 
inmunoprecipitación. Después de 24 h de difusión a temperatura ambiente, las 
líneas de precipitación se registraron utilizando el generador de imágenes 
ChemiDoc®, con la ayuda del software ImageLab® (Bio–Rad). 
 

3.7. Perfil toxicológico 

 
 
Los experimentos en animales se realizaron con ratones CD–1 de ambos sexos, 
siguiendo los protocolos aprobados por el Comité Institucional para el Uso y 
Cuidado de los Animales de la Universidad de Costa Rica (CICUA). 

http://blast.ncbi.nlm.gov/
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3.7.1. Actividad letal intracerebro–ventricular 

 
 
Se inyectaron grupos de tres ratones (16–18 g de peso corporal) con 5 μg de Pllans–
I o Pllans–II disueltos en 5 μL de PBS, por vía intracerebro–ventricular usando una 
micro–jeringa Hamilton. Esta dosis se seleccionó, sobre la base de estudios previos 
con enzimas de PLA2 provenientes de venenos de serpiente (Gutiérrez et al., 
1986a). Los animales se observaron hasta 24 horas después de la inyección, para 
registrar las posibles muertes. 
 
 

3.7.2. Actividad miotóxica 

 
 
La capacidad de Pllans–I y Pllans–II para inducir necrosis en el músculo esquelético 
se evaluó en grupos de cuatro ratones (18–20 g), respectivamente. Se inyectaron 
diferentes cantidades de las enzimas, solas o en combinación, disueltas en 50 μL 
de PBS en el músculo gastrocnemio. Las dosis se seleccionaron sobre la base de 
estudios previos que evaluaron actividad miotóxica con PLA2s de venenos de 
serpiente (Gutiérrez y Lomonte, 1995). Como control negativo, un grupo de ratones 
recibió una inyección solo de 50 μL de PBS. Después de 3 h, se colectó la sangre 
de las venas de la cola en capilares heparinizados, se determinó la creatina quinasa 
(CK) del plasma usando un ensayo cinético UV (CK–Nac®, Analyticon), y se 
expresó en unidades/L (Gutiérrez et al., 1986b). Además, 6 h después de la 
inyección, los ratones se sacrificaron por inhalación de CO2 y se obtuvieron 
muestras del tejido muscular inyectado, se fijaron en formalina al 10% y se 
procesaron para la evaluación histológica de secciones teñidas con hematoxilina–
eosina. 
 
 

3.7.3. Actividad edemática  

 
 
Dos grupos de cuatro ratones (18–20 g) recibieron una inyección subcutánea en la 
almohadilla plantar, que contenía 5 μg de Pllans–I o Pllans–II (en 30 μL de PBS), 
respectivamente. Como control negativo, un grupo recibió una inyección idéntica de 
solo PBS. Se midió el grosor de las almohadillas a varios intervalos de tiempo (0.5, 
1, 3, 6 y 24 h), usando un pie de rey (Oditest®, Kroeplin) como se describe en 
Lomonte et al. (1993). 
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3.8. Actividades in vitro 

 
 

3.8.1. Actividad de fosfolipasa A2 

 
 
La actividad PLA2 de Pllans–I y Pllans–II se ensayó en dos tipos de sustratos: 
fosfatidilcolina micelar (PC) y en el sustrato sintético monodisperso ácido 4–nitro–
3–octanoiloxibenzoico (NOBA). Para el primero, se siguió el método colorimétrico 
rojo fenol descrito por de Araújo y Radvanyi (1987). Se añadieron diversas 
cantidades de las enzimas (0.3–5 μg) disueltas en 20 μL de agua a 1 mL de sustrato 
(PC al 0.25%, CaCl2 10 mM, Triton X–100 al 0.4%, rojo de fenol al 0.004%, disuelto 
en NaCl 0.15 M) en una cubeta termorregulada a 30 °C. Estas cantidades de 
enzimas utilizadas, corresponden a un rango de concentración de 0.006–3 µM. 
Después de un período de estabilización de 20 s, se monitoreó continuamente la 
disminución de la absorbancia a 558 nm durante 1 minuto.  
 
Una unidad de actividad de PLA2 se definió como el cambio de 0.001 en absorbancia 
por minuto. Para el sustrato sintético, se mezclaron diversas cantidades de las 
enzimas, disueltas en 225 μL de Tris 10 mM, CaCl2 10 mM, NaCl 0.1 M, tampón pH 
8.0, con 25 μL de NOBA (1 mg/mL en acetonitrilo; Holzer y Mackessy, 1996) y se 
incubaron a 37 °C durante 60 min. Las concentraciones finales correspondieron a 
0.008–4 µM. El producto de reacción se cuantificó colorimétricamente a 405 nm en 
un lector de micro placas, y la actividad se expresó como el cambio final en la 
absorbancia × 1000. Las dos enzimas se compararon con base en su peso, 
considerando este resultado en un número comparable de subunidades activas 
para las formas monoméricas o diméricas. Ambos ensayos se realizaron por 
triplicado. 
 
 

3.8.2. Actividad anticoagulante 

 
 
Alícuotas de 0.2 mL de plasma humano citratado (3.8% v/v) se pusieron en tubos 
de vidrio y se incubaron en un baño de agua durante 5 minutos a 37 °C. Luego, se 
añadieron 50 μL de las soluciones de Pllans–I y Pllans–II en PBS que contenían de 
5 a 40 μg de cada enzima (concentraciones finales: 4–32 μM), respectivamente; y 
se incubaron adicionalmente durante 10 min a 37 °C. Finalmente, se añadieron 50 
μL de CaCl2 0.25 M y se determinó el tiempo de coagulación. Los tubos del control 
negativo contenían plasma incubado solo con PBS. Los ensayos se realizaron por 
duplicado. 
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3.8.3. Citotoxicidad 

 
 
La línea celular de mioblastos murinos C2C12 (ATCC CRL–1772) se cultivó en 
placas de 96 pozos, usando medio DMEM (Sigma) suplementado con suero fetal 
bovino al 10% (FBS), glutamina 2 mM, ácido pirúvico 1 mM, penicilina (100 U/mL), 
estreptomicina (0.1 mg/mL), y anfotericina B (0.25 mg/mL), en una atmósfera 
humidificada con 5% de CO2, a 37 °C. Cuando se alcanzó una confluencia cercana 
al 100%, se indujo la diferenciación al disminuir el FBS al 1%. Después de la fusión 
de mioblastos que generan miotubulos largos y multinucleados, generalmente en 
3–5 días, se eliminó el medio de crecimiento y se agregaron a pozos de cultivo por 
triplicado 20 μg de Pllans–I o Pllans–II disueltas en 150 μL de medio de ensayo 
(DMEM, 1% FBS). Esta concentración correspondió a 8 μM, y se seleccionó sobre 
la base del mismo ensayo en estudios previos con PLA2 de veneno de serpiente 
relacionadas (Lomonte et al., 1999; Mora–Obando et al., 2014b).  
 
Después de 3 h de incubación a 37 °C, se recogió una alícuota del sobrenadante 
(60 μL) de cada pozo y se cuantificó la actividad del lactato deshidrogenasa–LDH 
liberada de las células dañadas mediante un ensayo cinético UV (LDH–BR 
Chromatest). Los pozos de control para puntos de referencia al 0% y 100% 
consistieron en medio de cultivo solo o Triton X–100 al 0.1% en medio de ensayo, 
respectivamente (Lomonte et al., 1999). Adicionalmente, el daño celular se evaluó 
mediante observación microscópica y se registró con el lector de imágenes de 
células Cytation3® (BioTek). 
 

3.9. Análisis estadístico 

 
 
Las diferencias entre los promedios de dos grupos, se determinó mediante la prueba 
t de Student. Se utilizó el análisis de varianza ANOVA para la comparación de los 
valores promedios de más de dos grupos, seguida del post–test de Tukey. Este 
análisis se llevó a cabo con el uso del software Prism® (GraphPad), donde p < 0.05 
se consideró como significativo. 
 

4. Resultados 

 

4.1. Caracterización bioquímica de Pllans–I y Pllans–II   

 
 
El fraccionamiento del veneno de P. lansbergii lansbergii por medio de RP–HPLC 
se muestra en la Figura 20. Los picos que eluyeron a ~53 y ~60 min se identificaron 
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como PLA2s en un estudio proteómico previo sobre este veneno (Jiménez–Charris 
et al., 2015). Estas proteínas se llamaron Pllans–I y Pllans–II, respectivamente.  
 

 
Figura 20. Aislamiento de Pllans–I y Pllans–II del veneno de Porthidium lansbergii lansbergii. El 
veneno (2 mg) se separó por RP–HPLC en una columna C18 (4,6 x 250 mm), eluido con un gradiente 
de agua hacia acetonitrilo que contenía 0.1% de TFA (línea discontinua) y se monitoreó a 215 nm, 
como se describió en Materiales y métodos. Los tiempos de elución de Pllans–I y Pllans–II (flechas) 
corresponden a 53 min y 60 min, respectivamente. 

 
 
Cuando se analizaron mediante SDS–PAGE, ambas proteínas migraron como 
bandas únicas de ~14 kDa en condiciones reductoras (Figura 21). 
 

 
Figura 21. Análisis electroforético de Pllans–I y Pllans–II mediante SDS–PAGE. Las muestras se 
corrieron en condiciones no reductoras (NR) y reductoras (R) con 2–mercaptoetanol en un gel al 
12%, y se tiñeron con azul de Coomassie R–250. El marcador de peso molecular (Mw), en kDa, 
están etiquetados en el carril izquierdo. 
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En el estado no reducido, Pllans–I mostró una mancha de agregados de orden 
superior, además de la banda de 14 kDa, mientras que Pllans–II migró como una 
banda de 14 kDa, lo que indica su naturaleza monomérica (Figura 21). Las 
movilidades electroforéticas de Pllans–I y Pllans–II son consistentes con sus masas 
moleculares promedio de isótopos de 14,136 ± 3 Da y 13,901 ± 1 Da, 
respectivamente; según lo determinado por ESI–MS (Figura 22). El espectro de 
masas de Pllans–II reveló la presencia de un pico de ion adicional y ligeramente 
menos intenso de 13.959 Da (Figura 22D), que se interpretó que corresponde a una 
isoforma estrechamente relacionada, o a un aducto de +58 Da.  
 
 
Se obtuvieron secuencias parciales de aminoácidos de las dos enzimas mediante 
secuenciación de novo por MS/MS de péptidos proteolíticos, que determinaron 75 
y 49 residuos de Pllans–I y Pllans–II, respectivamente (Figura 23). Teniendo en 
cuenta que las PLA2s del veneno de los viperidos, generalmente consisten en 121–
123 residuos de aminoácidos; la cobertura de secuencia obtenida para Pllans–I y 
Pllans–II representaría ~62% y ~40%, respectivamente. La presencia del 
aminoácido ácido aspártico en la posición 49 (en el sistema de numeración común) 
se confirmó en ambas proteínas (Figura 23), de acuerdo con los datos proteómicos 
informados anteriormente (Jiménez–Charris et al., 2015).  
 

 
Figura 22. Masa molecular promedio de isótopos de Pllans–I y Pllans–II, determinada por 
espectrometría de masas de ionización por nano electrospray (ESI–MS). Las proteínas se analizaron 
por infusión directa en un espectrómetro de masas QTrap3200 a 1200 V, en modo positivo de carga 
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múltiple, como se describió en Materiales y métodos. Las series de iones de carga múltiple para (A) 
Pllans–I y (C) Pllans–II están deconvolucionadas en los paneles (B) y (D), respectivamente. 

 
 
La alineación de las secuencias parciales de aminoácidos de Pllans–I y Pllans–II 
con PLA2s relacionadas de la familia de los viperidos, reveló su homología con dos 
grupos diferentes. Pllans–I es más similar a las PLA2s básicas, mientras que Pllans–
II se agrupa junto con las PLA2s ácidas (Figura 23). Ambas enzimas muestran varias 
diferencias en su alineamiento de secuencias parciales con respecto a homólogos 
relacionados, como se muestra por los valores de identidad intermedios obtenidos, 
59–62% para Pllans–I y 45–48% para Pllans–II (Figura 23). 
 

 
 
Figura 23. Alineación múltiple de secuencias parciales de aminoácidos (A) Pllans–I y (B) Pllans–II 
con fosfolipasas A2 homólogas de venenos de serpiente. Los códigos de acceso UniProtKB para las 
secuencias de las enzimas básicas y ácidas se muestran en azul y rojo, respectivamente. La 
secuencia de Porthidium hyoprora PhTx–II se tomó de Huancahuire–Vega et al. (2014). Las 
secuencias se alinearon usando MUSCLE (Edgar, 2004) con el software MEGA v6.06. Las 
posiciones idénticas de los aminoácidos están sombreadas en gris, con residuos de cisteína en 
negrita. El par His/Asp conservado en las posiciones 48/49, característico de las PLA2s 
enzimáticamente activas, se resalta en amarillo. Los puntos isoeléctricos (pI) se calcularon con la 
herramienta "Compute pI /MW" (https://web.expasy.org/compute_pi/), y los valores de identidad (Id, 
%) se calcularon sobre la base de los números de aminoácidos (n) determinados para las secuencias 
parciales de Pllans–I (n = 75) y Pllans–II  (n = 49), respectivamente. 

https://web.expasy.org/compute_pi/
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La pareja de His48/Asp49 es una característica conservada de las PLA2s 
enzimáticamente activas provenientes de los venenos de serpiente y en 
consecuencia, Pllans–I y Pllans–II presentaron actividad de PLA2 cuando se 
ensayaron en sustratos de forma micelar o monodispersa, sin diferencias 
significativas entre ellos para cada caso (Figura 24). 

 
 
Figura 24. Actividad de fosfolipasa A2 de Pllans–I (○) y Pllans–II (●) ensayada sobre el sustrato 
monodisperso ácido 4–nitro–3–octanoiloxi–benzoico (A), o sobre sustrato de fosfatidilcolina micelar 
(B). Cada punto representa la media ± DE (n = 3). En algunos puntos, las barras de DE son más 
pequeñas que el tamaño del símbolo. Las diferencias entre Pllans–I y Pllans–II no son 
estadísticamente significativas (p> 0.05). Las cantidades absolutas de enzima adicionadas al sistema 
de ensayo corresponden a concentraciones en el rango de (A) 0.006–3 µM, y (B) 0.008–4 µM como 
se describió en Materiales y métodos.  

 

4.2. Ausencia de reconocimiento inmunoquímico de Pllans–I y Pllans–II por 
anticuerpos contra una PLA2 miotóxica de Bothrops asper 

 
 
La inmunodifusión en gel, evidenció que ninguna de las dos PLA2s aisladas del 
veneno de P. lansbergii lansbergii se inmunoprecipitó por anticuerpos producidos 
en conejo contra la miotoxina II proveniente del veneno de B. asper (Figura 25). Los 
pozos de control positivo confirmaron la capacidad de estos anticuerpos para 
generar, como se esperaba, una línea clara de precipitado contra el antígeno 
homólogo. 
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Figura 25. Ausencia de reconocimiento cruzado mediante inmunodifusión en gel de Pllans–I y 
Pllans–II por anticuerpos de conejo (α–Mt–II) producidos contra la miotoxina II a partir del veneno de 
Bothrops asper. Los anticuerpos producen una línea de precipitación clara contra su antígeno 
homólogo (Mt–II), pero no en contra de las fosfolipasas A2 básica (Pllans–I) o ácida (Pllans–II) de P. 
lansbergii lansbergii. 

 

4.3. Perfiles funcionales de Pllans–I y Pllans–II  

 
 
Se observaron diferencias notables en la comparación de los perfiles funcionales 
tóxicos de las dos enzimas recién aisladas. Pllans–I indujo 100% de letalidad en 
ratones cuando se administraron 5 μg por inyección intracerebro–ventricular, 
mientras que Pllans–II, probada en condiciones idénticas, no fue letal ni causó 
ninguna alteración evidente en los animales. Cuando se inyectó 
intramuscularmente, Pllans–I presentó un claro efecto miotóxico, induciendo un 
incremento significativo de los niveles de CK en plasma en ratones, en comparación 
con los animales que recibieron solo PBS como control negativo (Figura 26A). El 
daño muscular local inducido por Pllans–I se confirmó mediante evaluación 
histológica, que mostró una necrosis generalizada de las fibras musculares 
alrededor del sitio de inyección (Figura 26C). En contraste, una inyección idéntica 
de Pllans–II no aumentó los niveles plasmáticos de CK por encima de los valores 
de control (Figura 26A), y no indujo alteraciones morfológicas en el tejido muscular 
(Figura 26D); lo que indica su falta de actividad miotóxica. 
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Figura 26. Evaluación de la actividad miotóxica de Pllans–I y Pllans–II después de una inyección 
intramuscular en ratones. (A) La actividad de la creatina quinasa plasmática (CK) se determinó 3 h 
después de la inyección de 50 μg de cada proteína en 50 μL de solución salina tamponada con 
fosfato (PBS). El grupo control se inyectó solo con PBS. Las barras representan la media ± DE (n = 
4). La diferencia entre las enzimas Pllans–I y Pllans–II (***) fue estadísticamente significativa (p 
<0.05) mediante la prueba t de Student. Secciones de músculo esquelético de las áreas inyectadas 
se obtuvieron 6 h después de la inyección i.m. de PBS (B), Pllans–I (C) o Pllans–II (D) y teñidas con 
hematoxilina–eosina para evaluación histológica. De acuerdo con los datos de actividad CK 
mostrados en (A), se observa una necrosis generalizada de las fibras musculares para Pllans–I (C), 
mientras que la inyección de PBS (B) o Pllans–II (D) no indujeron alteraciones histológicas en el 
tejido.  
 
 
El único efecto in vivo compartido entre Pllans–I y Pllans–II fue la inducción de un 
edema leve y transitorio en el ensayo de la almohadilla plantar del ratón, el cual 
desapareció a las 6 h después de la inyección (Figura 27). 
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Figura 27. Actividad edemática de Pllans–I y Pllans–II. Los ratones recibieron una inyección 
subcutánea en la almohadilla plantar que contenía 5 μg de cada enzima en 30 μl de PBS. Un grupo 
de control recibió el mismo volumen de PBS solo. El grosor de la almohadilla plantar se midió en 
diferentes momentos, como se describió en materiales y métodos. Cada punto representa el 
promedio ± DE (n = 4). Las diferencias entre las PLA2s y PBS a 0.5, 1 y 3 h son estadísticamente 
significativas (p <0.05). 

 
 
In vitro, Pllans–II no mostró actividad anticoagulante en el plasma humano, a 
diferencia de Pllans–I. El promedio del tiempo de coagulación por recalcificación del 
plasma, incubado con 40 μg de Pllans–II fue de 300 ± 14 s, mientras que el plasma 
incubado con PBS coaguló después de 188 ± 2 s (p > 0.05). Bajo las mismas 
condiciones, Pllans–I prolongó el tiempo de coagulación a más de 2400 ± 4 s (p 
<0.05). Además, se observó una diferencia funcional adicional para estas dos PLA2s 
en el experimento de citotoxicidad. Pllans–I produjo una citolisis de los miotubulos 
C2C12, luego de 3 h de exposición de las células con 20 μg de la proteína, según 
lo determinado por la liberación de LDH (Figura 28A), y confirmado por las 
alteraciones morfológicas drásticas observadas microscópicamente (Figura 28B). 
Pllans–II, por el contrario, no indujo daño celular; ya que los miotubulos C2C12 
mantuvieron su morfología normal y sus sobrenadantes mostraron los mismos 
niveles basales de actividad de LDH, en comparación con las células expuestas 
solo al medio de ensayo (figura 28C). 
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Figura 28. Actividad citotóxica de Pllans–I y Pllans–II sobre miotubulos C2C12 de músculo 
esquelético murino. (A) Las células se pusieron en contacto con 20 μg de cada enzima en 150 μL 
de medio de ensayo (concentración final 8 µM), o medio solo. Después de 3 h de incubación, se 
determinó la cantidad de enzima lactato deshidrogenasa (LDH) liberada en los sobrenadantes, como 
se describió en Materiales y métodos. La citotoxicidad se expresó como porcentaje, considerando 
que la LDH liberada por las células expuestas al 0.1% de Triton X–100 es del 100%. Las barras 
representan la media ± DE (n = 3). La diferencia entre Pllans–I y el medio (***) es estadísticamente 
significativa (p < 0.05). Evaluación microscópica de cambios morfológicos en los miotúbulos 
expuestos a Pllans–I (B) o Pllans–II (C). De acuerdo con los datos de citotoxicidad mostrados en (A), 
se observan alteraciones drásticas y pérdida de la estructura alargada de los miotúbulos en (B), 
mientras que no se evidencian alteraciones morfológicas en los miotúbulos en (C). 

 

4.4. Incremento del efecto miotóxico de Pllans–I por Pllans–II  

 
 
La posibilidad de una acción sinérgica de Pllans–II sobre el efecto miotóxico de 
Pllans–I, se exploró mediante la combinación de estas dos enzimas, antes de 
inocular la mezcla en ratones por vía intramuscular. Cuando se inyectaron 25 μg de 
Pllans–II junto con 25 μg de Pllans–I, el daño del músculo esquelético aumentó 
significativamente en comparación con la inyección de 25 μg de solo Pllans–I; y 
alcanzó un valor similar al inducido por 50 μg de Pllans–I (Figura 29). Por lo tanto, 
aunque Pllans–II carece de una miotoxicidad intrínseca, es capaz de mejorar el 
efecto miotóxico causado por Pllans–I. 
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Figura 29. Sinergismo en la actividad miotóxica de Pllans–I cuando se combina con Pllans–II antes 
de la inyección intramuscular en ratones. La adición de 25 μg de Pllans–II a 25 μg de Pllans–I, 
condujo a un nivel significativamente más alto de la actividad de CK en el plasma de los ratones 3 h 
después de la inyección, en comparación con la inyección de solo 25 μg de Pllans–I. Alcanzó un 
valor similar al inducido por 50 μg de Pllans–I. Los asteriscos (***) indican diferencias 
estadísticamente significativas (p < 0.05) entre las barras. Cada barra representa el promedio ± DE 
de cuatro animales. 

 
 

5. Discusión 

 
 
Las PLA2s representan uno de los componentes más abundantes de los venenos 
de serpiente, mostrando una variedad notable de actividades tóxicas a pesar de las 
restricciones estructurales impuestas por su andamiaje conservado, rico en puentes 
disulfuro (Kini, 2003; Magro et al., 2004). Los venenos de muchas especies de 
viperidos a menudo contienen diferentes combinaciones de PLA2s, que pueden 
incluir variantes enzimáticas tanto ácidas como básicas; así como variantes básicas 
catalíticamente inactivas denominadas proteínas homólogas de PLA2 (Lomonte et 
al., 2009; Lomonte y Rangel, 2012), y codificadas por una multiplicidad de genes. 
Los detalles estructurales que determinan las actividades particulares de diferentes 
PLA2s de los venenos de serpiente, han sido difíciles de definir y continúan siendo 
un desafío (Gutiérrez y Lomonte, 2013). Al caracterizar comparativamente las 
nuevas variantes de PLA2 de la gran biodiversidad de serpientes venenosas, es 
posible obtener información sobre sus determinantes de toxicidad e inferir 
tendencias funcionales generales sobre la base de sus características estructurales 
compartidas. 
 
 
Siguiendo con el estudio proteómico sobre el veneno de P. lansbergii lansbergii de 
Colombia (Jiménez–Charris et al., 2015), se caracterizaron dos de sus PLA2s más 
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abundantes. Pllans–I y Pllans–II representan aproximadamente el 3.0% y el 10.8%, 
respectivamente; de las proteínas totales del veneno. Las masas moleculares 
observadas por ESI–MS/MS, junto con las movilidades electroforéticas en SDS–
PAGE, indican que Pllans–II existe como un monómero, en similitud con otras PLA2s 
ácidas caracterizadas a partir de los venenos de serpiente de la familia viperidae 
(Fernández et al., 2010; Silveira et al. 2013; Van der Laat et al., 2013); mientras que 
Pllans–I tiende a formar agregados de orden superior, siguiendo la misma tendencia 
observada para muchas PLA2s básicas que forman homodímeros dentro de esta 
familia de serpientes (Suzuki et al., 1995; Angulo et al., 2000; dos Santos et al., 
2011). Aunque los homodímeros se han observado comúnmente en estudios 
cristalográficos, estas PLA2s básicas pueden exhibir un equilibrio dinámico de 
asociación–disociación, que incluye trímeros o incluso asociaciones más altas en 
solución, como lo demuestran los resultados electroforéticos presentados en esta 
investigación (Figura 21). 
 
 
La alineación de las secuencias parciales de aminoácidos de Pllans–I y Pllans–II 
con proteínas relacionadas, reveló la similitud de Pllans–I con PLA2s básicas, y de 
Pllans–II con PLA2s ácidas (Figura 23). De acuerdo con la presencia de Asp49 en 
su secuencia (un residuo clave del sitio activo de las PLA2s), tanto Pllans–I como 
Pllans–II mostraron actividad catalítica, la cual fue similar entre ellas cuando se 
evaluaron en micelas (PC) o sustratos monodispersos (NOBA) (Figura 24). 
 
 
A pesar de su eficiencia catalítica similar (Figura 24), se evidenciaron diferencias 
marcadas cuando las dos enzimas se caracterizaron funcionalmente. Pllans–I 
exhibió efectos tóxicos visibles en ratones, incluyendo miotoxicidad (Figura 26) y 
letalidad por vía intracerebro–ventricular. Además, Pllans–I ejerció actividad 
anticoagulante in vitro y citotoxicidad sobre miotubulos cultivados (Figura 28). Por 
el contrario, Pllans–II carecía de todas estas actividades in vivo e in vitro. El único 
efecto compartido por las dos enzimas fue la inducción de un edema leve y 
transitorio, mediante el ensayo de la almohadilla plantar de ratón (Figura 27); una 
característica común de las PLA2s secretadas de diversas fuentes, incluyendo 
algunas enzimas no tóxicas, como la PLA2 pancreática porcina (Cirino et al., 1989; 
Lloret y Moreno, 1993; Landucci et al., 2000).  
 
Estos hallazgos concuerdan con la noción de que, aunque la actividad de las PLA2s 
juega un papel indispensable en los efectos tóxicos que despliegan las enzimas tipo 
Asp49 de los venenos de serpiente (Rosenberg, 1986; Kini, 2003; Rossetto y 
Montecucco, 2007; Mora–Obando et al., 2014a), no es suficiente inducir toxicidad 
per se. Los pasos adicionales necesarios para la toxicidad de las PLA2s deben 
implicar el reconocimiento y la interacción interfacial con los blancos biológicos 
apropiados (Montecucco et al., 2008); lo que explica por qué hay PLA2s que son 
altamente activas en catalizar la hidrólisis de fosfolípidos en ensayos "artificiales" 
comúnmente utilizados, pero no pueden inducir toxicidad en los sistemas biológicos. 
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A pesar de la atractiva simplicidad de este concepto, el progreso en la identificación 
de los principales blancos biológicos para las acciones tóxicas de las PLA2s de los 
venenos ha sido muy limitado (Šribar y Križaj, 2011; Gutiérrez y Lomonte, 2013). 
Las características funcionales divergentes de Pllans–I y Pllans–II, añaden más 
evidencia a una tendencia creciente observada para las PLA2s de los venenos de 
serpiente; en el sentido que los principales efectos tóxicos son altamente sesgados 
hacia las variantes básicas. Con pocas excepciones, las enzimas ácidas muestran 
baja toxicidad in vivo, siendo en muchos casos completamente inofensivas en 
bioensayos comunes (Fernández et al., 2010; García Denegri et al., 2010; Vargas 
et al., 2012; Van der Laat et al., 2013; Marques et al. 2015). De acuerdo con esta 
tendencia, la Pllans–I básica mostró un perfil funcional típico de las miotoxinas 
Asp49–PLA2 de los vipéridos, incluidas varias actividades tóxicas; mientras que la 
Pllans–II ácida careció de toxicidad en los mismos ensayos. 
 
 
Es importante destacar que no se puede descartar la posibilidad de que variantes 
de las PLA2s ácidas, aparentemente inocuas como Pllans–II puedan ser tóxicas 
para animales particulares distintos de los roedores, o que puedan tener funciones 
aún desconocidas que no estén relacionadas con la toxicidad. Por ejemplo, dos 
PLA2s ácidas y no tóxicas aisladas de los venenos de Bothrops jararacussu (BthA–
I–PLA2; Roberto et al., 2004) o Porthidium nasutum (PnPLA2; Vargas et al., 2012) 
han demostrado actividad bactericida. Por lo tanto, al menos algunas PLA2s ácidas 
podrían ser funcionalmente relevantes para la defensa contra las infecciones 
bacterianas en las glándulas de veneno, más que para su toxicidad. 
 
Una consideración adicional es que algunas PLA2s catalíticamente activas, pueden 
tener un rol sinérgico cuando actúan en combinación con variantes similares a 
PLA2s tipo Lys49 (Cintra–Francischinelli et al., 2009; Mora–Obando et al., 2014b) o 
incluso con otros tipos de componentes del veneno tales como metaloproteinasas 
(Bustillo et al., 2012, 2015). En el presente estudio, se encontró que la PLA2 no 
tóxica Pllans–II aumenta dos veces más la acción miotóxica de Pllans–I en ratones; 
lo que demuestra una sinergia entre estos dos tipos de PLA2s (Figura 29).  
 
Aunque el mecanismo que subyace a esta mejora, aún no se ha investigado; tal 
sinergia puede proporcionar al menos una explicación parcial, para racionalizar la 
presencia de una cantidad considerable (10.8% de las proteínas totales) de una 
PLA2 aparentemente inocua en el veneno de P. lansbergii lansbergii, Pllans–II, la 
cual es casi tres veces más abundante que la miotoxica Pllans–I. Además, la 
posibilidad de que Pllans–II pueda tener propiedades antibacterianas similares a las 
de BthA–I–PLA2 (Roberto et al., 2004) o PnPLA2 (Vargas et al., 2012), es algo que 
no fue explorado en este trabajo y queda por estudiar. 
 
 
La PLA2 básica Pllans–I mostró características típicas y funciones tóxicas de otras 
PLA2s miotoxicas tipo Asp49 de los venenos de la familia Viperidae. Por lo tanto, se 
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evaluó su posible relación antigénica con estas últimas, usando anticuerpos contra 
la miotoxina II, una PLA2 homóloga tipo Lys49 de Bothrops asper (Figura 25). 
Estudios previos han demostrado que los anticuerpos policlonales (Lomonte y 
Gutiérrez, 1989) y monoclonales (Lomonte y Kahan, 1988) generados contra las 
PLA2s básicas miotoxicas del veneno B. asper, reconocen de forma cruzada las 
variantes Asp49 y Lys49, así como una gran cantidad de PLA2s miotóxicas 
estructuralmente relacionadas, presentes en los venenos de diferentes especies de 
viperidos dentro de los géneros Bothrops, Protobothrops (Trimeresurus), 
Atropoides, Cerrophidion, Bothriechis y Agkistrodon (Lomonte et al., 1987, 1990); 
varias de las cuales han sido aisladas y caracterizadas como miotoxinas ( Moura–
da–Silva et al., 1990; Lomonte et al., 1990; Gutiérrez y Lomonte, 1995). La falta de 
inmunoprecipitación de Pllans–II al entrar en contacto contra los anticuerpos anti–
miotoxina II era de esperarse, ya que se ha descrito que las PLA2s ácidas de los 
viperidos forman un grupo antigénico diferente de los PLA2s básicas (Fernández et 
al., 2010; Van der Laat et al., 2013). Sin embargo, la falta de reconocimiento de 
Pllans–I por los anticuerpos contra la miotoxina II es más sorprendente, dadas las 
similitudes funcionales de estas dos proteínas. Este hallazgo sugiere que las PLA2s 
básicas del veneno de las especies de Porthidium podrían representar un nuevo 
grupo antigénico, diferente de las contrapartes básicas presentes en muchos de los 
venenos de viperidos, que son fácilmente reconocibles por estos anticuerpos; una 
hipótesis que se abordará en un futuro trabajo. 
 
 
En conclusión, se caracterizaron las dos PLA2s más abundantes del veneno de P. 
lansbergii lansbergii. Pllans–I demostró ser una PLA2 básica tipo Asp49 miotoxica; 
mientras que Pllans–II se caracterizó como una PLA2 tipo Asp49 ácida, 
aparentemente sin efectos tóxicos, pero capaz de aumentar la miotoxicidad de 
Pllans–I. En conjunto, los resultados son consistentes con la noción de que las 
PLA2s ácidas y básicas de los viperidos muestran perfiles funcionales altamente 
divergentes, con actividades tóxicas que están muy sesgadas hacia las variantes 
básicas de la enzima. Además, estos hallazgos subrayan la importancia de evaluar 
los potenciales sinérgicos, al caracterizar funcionalmente las múltiples variantes de 
PLA2s que pueden coexistir en un mismo veneno, con la finalidad de comprender 
mejor sus roles dentro del contexto de los efectos inducidos por los venenos 
enteros. 
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Potencial antitumoral de Pllans–II, una Asp49–PLA2 

acídica proveniente del veneno de Porthidium lansbergii 
lansbergii sobre células de carcinoma cervical humano 

 

 

1. Resumen  

 
 
Este trabajo revela por primera vez los efectos potenciales antitumorales y 
angiostáticos de Pllans–II, una Asp49–PLA2 ácida monomérica proveniente del 
veneno de serpiente Porthidium lansbergii lansbergii sobre células de carcinoma 
cervical–HeLa. Pllans–II mostró predominantemente mayor citotoxicidad 
dependiente de la dosis sobre las células HeLa, que sobre las células de cáncer de 
mama MCF7 y MDA–MB–231. Interesantemente, Pllans–II presentó un efecto 
insignificante in vitro sobre células normales tales como MCF 10A, una línea de 
células epiteliales de mama no tumorigénicas y sobre células endoteliales–HUVEC. 
Además, Pllans–II indujo la detención del ciclo celular sobre HeLa con un aumento 
significativo en el número de células en la fase G1. El análisis por citometría de flujo 
mostró que Pllans–II indujo apoptosis temprana y tardía en células HeLa, verificada 
por la modulación de importantes mediadores de las vías de apoptosis, tales como 
CASP8, BCL2L1, BCL2, BAX, BAD y BIRC5. Está modulación, indica una posible 
muerte celular apoptótica desencadenada por la vía extrínseca. Pllans–II también 
fue capaz de inhibir la migración celular en las células HeLa al interferir con las 
integrinas tipo α5 y β1. Asimismo, Pllans–II inhibió la angiogénesis in vitro en células 
HUVEC a través de una vía independiente de VEGF. Nuestros resultados muestran 
que Pllans–II podría ser empleado como un agente anticancerígeno para el 
desarrollo de nuevos prototipos antitumorales. 
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2. Introducción 

 
 
El cáncer de cuello uterino (CCU) es el segundo cáncer más común en las regiones 
menos desarrolladas después del cáncer de mama (Ferlay et al., 2015). Según la 
Liga Contra el Cáncer en Colombia, es el segundo cáncer más frecuente y la 
segunda causa de muerte en las mujeres. Aproximadamente 4.661 nuevos casos 
son diagnosticados cada año, y 1.986 mujeres mueren por esta consecuencia. Se 
estima que en 5 años exista un total de 15.104 casos nuevos (Liga contra el Cáncer, 
2018). Por lo tanto, el CCU sigue siendo un problema de salud pública en el país, 
imponiendo un desafío para el sistema de salud, en la generación de intervenciones 
oportunas, efectivas y articuladas para reducir tanto la incidencia y mortalidad; cuyo 
control debe priorizarse a través de tratamientos nuevos y eficientes. 
 
En todos los tipos de cáncer y en particular, en el CCU se genera un conjunto de 
alteraciones que inducen un efecto común, el proceso de resistencia a la muerte 
celular por apoptosis. Por lo tanto, la reactivación de la apoptosis se ha convertido 
en un objetivo principal para la eliminación de las células cancerosas. Si bien es 
cierto que el tratamiento de primera línea contra el CCU es el tratamiento quirúrgico 
(Oberlin et al., 2011; Echeverri et al., 2016; Sawaya et al., 2016), y en estadios más 
avanzados, el tratamiento suele combinar radioterapia y quimioterapia (ESMO, 
2012; Miranda et al., 2016); desafortunadamente, este tipo de cáncer puede 
reaparecer después de este procedimiento y los pacientes a menudo abandonan el 
tratamiento para evitar la disminución de la calidad de vida.  
 
 
Por lo tanto, con la necesidad de explorar nuevas estrategias de intervención y 
medicamentos más efectivos contra el CCU e inocuas contra las células normales, 
se están investigando nuevas moléculas que contrarrestan los efectos secundarios 
de la terapia; y que se enfoquen en el microambiente tumoral, particularmente en la 
inhibición de la angiogénesis y la inducción de apoptosis celular. Algunos de estos 
tratamientos se basan en proteínas de los venenos de serpiente (Sarray et al., 2013; 
Calderon et al., 2014). Dentro de la proteína más utilizada se encuentran: L–
aminoácido oxidasa, desintegrinas, lectinas de tipo C, metaloproteinasas, inhibidor 
de PLA2 y fosfolipasas A2 (de Carvalho et al., 2001; Rodrigues et al., 2009a; 
Sánchez et al., 2009; Azevedo et al., 2016; de Oliveira et al. 2017; Gimenez et al., 
2017). 
 
Las PLA2 secretadas de los venenos de serpiente (svPLA2s) han sido bastante 
efectivos en detener el desarrollo de las células tumorales de diferentes orígenes 
(Osipov y Utkin, 2017). Los efectos son tan significativos que los svPLA2 pueden 
considerarse seriamente como agentes anticancerígenos (Rodrigues et al., 2009b). 
Muchos estudios han demostrado que la actividad antitumoral, antimetastásica y 
antiangiogénica de las svPLA2 son independientes de su actividad catalítica, 
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participando otros mecanismos tales como la interacción con las proteínas de 
membrana de la superficie celular (Ej., Receptores de PLA2 tipo M o integrinas) y 
las vías de transducción de señales intracelulares (Stábeli et al., 2006; Gebrim et 
al., 2009; Calderón et al., 2014; Brglez et al., 2014; Osipov y Utkin., 2017). Los 
efectos son tan prominentes que las svPLA2 podrían ser consideradas seriamente 
como prototipos de agentes anticancerígenos (Rodrigues et al., 2009b) 
 
 
Recientemente, una Lys49–PLA2 aislada del veneno de Bothrops pauloensis, 
BnSP–6 generó una citotoxicidad dependiente de la dosis e inhibió la adhesión en 
células humanas de cáncer de mama MDA–MB–231; junto con una baja actividad 
citotóxica contra la línea celular de mama no tumorigénica MCF 10A (Azevedo et 
al., 2016). Una svPLA2 acídica de Bothrops jararacussu (BthA–I–PLA2) y una 
Lys49–PLA2 (MjTX–II) de Bothrops moojeni, mostraron efectos antitumorales sobre 
la leucemia T humana, el adenocarcinoma de mama y el tumor de ascitis de Ehrlich 
(Roberto et al., 2004; Stábeli et al., 2006). Además, se ha demostrado el efecto 
antitumoral para la crotoxina, una svPLA2 derivada del veneno del crotalus durissus 
terrificus (Cura et al., 2002). Adicionalmente, dos svPLA2 del veneno de Cerastes 
cerastes, CC–PLA2–1 y CC–PLA2–2, fueron capaces de inhibir la adhesión y 
migración de células cancerosas, junto con la angiogénesis, tanto in vitro como in 
vivo (Zouari–Kessentini et al., 2009; Kessentini–Zouari et al., 2010). A pesar de 
estos hallazgos, hay pocos estudios que hayan evaluado la actividad de las svPLA2s 
en células CCU. Recientemente, Erzurumlu et al. (Erzurumlu et al., 2017) 
observaron que una fracción de fosfolipasa del veneno de Montivipera 
bulgardaghica alteró el ciclo celular de una línea celular de adenocarcinoma de 
cuello uterino–HeLa, sin inducir apoptosis. 
 
Por lo tanto, en la búsqueda de nuevos fármacos para la terapia contra el cáncer, 
nuestro grupo de investigación describió el primer análisis proteómico del veneno 
de Porthidium lansbergii lansbergii (Jiménez–Charris et al., 2015) y caracterizó las 
dos svPLA2s tipo Asp49 más abundantes y catalíticamente activas:  una básica (Pllans–
I) y una ácida (Pllans–II) (Jiménez–Charris et al., 2016). La proteína Pllans–I induce 
mionecrosis, edema y es letal por inyección intracerebro–ventricular en ratones, así 
como citolítica y anticoagulante in vitro. Interesantemente, Pllans–II carece de estos 
efectos; y la actividad citotóxica sobre la línea celular de mioblastos murinos C2C12 
fue mínima (Jiménez–Charris et al., 2016). 
 
 
Dado la posibilidad de que las svPLA2s ácidas como Pllans–II, podrían ser inocuas 
para células normales de roedores o humanos, como se observó en esta 
investigación, y dado que no se ha investigado su potencial terapéutico; se evaluó 
el efecto citotóxico de Pllans–II contra diferentes líneas celulares de cáncer de 
mama humano, tales como MDA–MB–231 y MCF7, y la línea celular HeLa, un 
adenocarcinoma de cuello uterino humano. Además, se evaluó la toxicidad de 
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Pllans–II sobre MCF 10A, una línea de células epiteliales de mama no 
tumorigénicas, y en células endoteliales de vena umbilical humana – HUVEC. 
Como resultado de esta investigación, se demostró por primera vez que la proteína 
Pllans–II presentó mayor afinidad citotóxica sobre las células HeLa, que por las 
células de cáncer de mama y no tumorigénicas. Por lo tanto, el estudio también 
evaluó el mecanismo de muerte celular que generó la proteína Pllans–II sobre las 
células HeLa y la capacidad de afectar procesos que promueven la metástasis, tales 
como la migración celular y la angiogénesis. 
 

3. Materiales y métodos 

 

3.1. Veneno 

 
 
El veneno de Porthidium lansbergii lansbergii se obtuvo de especímenes 
recolectados en tres municipios del Departamento del Atlántico–Colombia: Juan de 
Acosta, Piojó y Baranoa. Las serpientes fueron liberadas después de la recolección 
de sus muestras. Se hizo un pool de venenos y se centrifugó a 14000 rpm para 
eliminar los desechos. Luego, se secaron en una centrífuga de vacío y se 
almacenaron a –20 °C hasta su uso. La Corporación Autónoma Regional del 
Atlántico – C.R.A., mediante Resolución Nº 000187 de 2015, proporcionó la 
autorización para la captura de especies silvestres de diversidad biológica con fines 
de investigación científica no comercial.  
 

3.2. Purificación de la proteína Pllans–II  

 
 
La purificación de Pllans–II se llevó a cabo siguiendo las condiciones de HPLC en 
fase inversa descritas por Jiménez–Charris et al., (2016), con algunas 
modificaciones. En resumen, 2 mg de veneno fueron separados en una columna 
Zorbax SB–C18 (250 x 4.6 mm, 5 μm de diámetro de partícula; Agilent) y eluidas a 1 
mL/min usando un gradiente de H2O/TFA al 0.1% y ACN/TFA 0.1%. Los eluyentes 
fueron monitoreados a 215 nm en un cromatógrafo Agilent 1260 Infinity, usando el 
software EZ CHROM ELITE (Agilent Technologies, Inc. 2006). La fracción de 
Pllans–II se recogió manualmente, se secó mediante centrifugación al vacío y se 
almacenó a –20 °C. 
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3.3. Cultivo celular 

 
 
Las células de cáncer de mama – MDA–MB–231 y MCF7, la línea celular de 
adenocarcinoma de cuello uterino – HeLa, la línea de células epiteliales mamarias 
no tumorigénicas – MCF10A y las células endoteliales de vena umbilical humana – 
HUVEC, se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, 
USA). Las células se mantuvieron a 37 °C en una incubadora humidificada con 5% 
de CO2. Las células MDA–MB–231 y MCF–7 fueron mantenidas en medio IMDM 
suplementado con suero fetal bovino – SFB al 10%, penicilina 100 U/mL y 
estreptomicina 100 mg/mL. Las células MCF 10A se mantuvieron en medio DMEM 
F12 con 10% de SFB, suplementado con factores de crecimiento epidermal – EGF 
100 μg/mL, hidrocortisona 1 mg/mL e insulina 10 mg/mL, 100 U/mL de penicilina y 
100 mg/mL de estreptomicina. Las células HeLa y HUVEC se cultivaron en medio 
RPMI 1640 que contenía 10% de SFB, 2 mM de L–glutamina, 2 mM de piruvato de 
sodio, 1 mM de aminoácidos no esenciales, 100 U/mL de penicilina y 100 mg/mL de 
estreptomicina. 
 

3.4. Ensayo de citotoxicidad 

 
 
La actividad citotóxica de los cultivos celulares tratados con Pllans–II, se evaluó 
mediante el ensayo colorimétrico MTT (3– (4, 5–dimetiltiazol–2–il) –2, 5–difenil–
tetrazolio–bromuro). Las células (4 x 104 células/pozo) se sembraron en una 
microplaca de 96 pozos. Las células adheridas se incubaron con medio completo, 
en ausencia (células de control) o con la presencia de diferentes concentraciones 
de Pllans–II (100, 50, 25, 12.5, 6.3, 3.1 o 1.6 y 0.8 μg/mL) durante 24 horas a 37 °C 
y 5% de CO2. Después del tratamiento, las células se incubaron con MTT (5 mg/mL, 
20 μL/pozo) durante 3 horas a 37 ºC y los cristales de formazan se disolvieron con 
100 μL de PBS que contenía 10% de SDS y 0.01 N de HCl. Luego de 18 horas de 
incubación, la absorbancia fue leída en un espectrofotómetro de microplacas 
(Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer–Thermo Scientific, USA) a 570 nm. 
La actividad citotóxica de nuestra proteína experimental se comparó con 
Cisplatino® para determinar la eficacia de Pllans–II como posible agente terapéutico 
antitumoral. 
 

3.5. Análisis del ciclo celular 

 
 
El análisis del arresto del ciclo celular inducido por Pllans–II sobre las células HeLa, 
se analizó mediante la cuantificación del contenido de ADN como lo describió 
previamente Krishan (1975). En resumen, las células HeLa (5 × 105 células/pozo) 
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se trataron con 100 μg/mL de Pllans–II o medio de cultivo (grupo control) durante 
24 horas a 37 °C y 5% de CO2. Luego, las células fueron recolectadas y fijadas en 
etanol al 70% durante 18 horas a 4 °C. Para cada grupo, las células se incubaron 
con yoduro de propidio (PI) (10 μg/mL) y RNasa A (100 μg/mL) durante 45 minutos 
a 37 °C, para garantizar la tinción del ADN. El ciclo celular de las células fue 
analizado en un citómetro de flujo FACSCanto II (BD) y los datos se obtuvieron 
utilizando el software FlowJo (versión 7.6.3). 
 

3.6. Análisis de muerte celular 

 
 
El ensayo de apoptosis se evaluó mediante el uso del kit “FITC Annexin V Apoptosis 
Detection Kit II” (BD Biosciences, Brasil), de acuerdo con las indicaciones del 
fabricante. Las células HeLa (1 x 106/pozo) se colocaron en placas de cultivo de 12 
pozos y se mantuvieron a 37 °C con 5% de CO2, durante 24 h. Después de este 
tiempo, las células se incubaron con medio tanto en ausencia (células de control) o 
presencia de Pllans–II (100 μg/mL). Luego, las células se re–suspendieron en buffer 
de enlace 1X y se les adicionó 2 μL de anexina V–FITC y 2 μL de PI; para su 
posterior tinción en la oscuridad durante 15 minutos. El análisis de apoptosis se 
realizó mediante citometría de flujo (FACSCanto II – BD, USA), y los porcentajes de 
células apoptóticas se determinaron usando el software FlowJo (FlowJo v.7.6.3).   
 

3.7. Cuantificación relativa de genes asociados a muerte celular apoptótica 
mediante PCR en tiempo real 

 
 
Las células HeLa (3 x 105 células/pozo) se incubaron con Pllans–II (50 μg/mL) o 
RPMI 1640 como control negativo, en placas de cultivo de 12 pozos durante 24 h a 
37ºC y 5% de CO2. Después de la incubación, se usó TRIZOL (Invitrogen, Brasil) 
para extraer el ARN total de acuerdo con el protocolo del fabricante. La pureza y 
concentración del ARN, se estimaron por densidad óptica a 230 y 260 nm. La 
construcción de los cDNAs se sintetizaron mediante un sistema de transcripción 
inversa, usando el kit GoScript® Reverse Transcription System (PROMEGA, Brasil), 
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los primers que se usaron fueron: 
BAD, BAX, BCL2, BCL2L1, BIRC5 y CASP8 (GO–GenOne, Brasil) 
(http://www.genone.com.br).  
 
Los experimentos de PCR en tiempo real se realizaron por triplicado, utilizando 
SYBR Green PCR master mix (LGC Biotechnology, Brasil), cDNA (2 μL) y 0.1 μM 
de cada primer, usando el termociclador ABI 7300 de Applied Biosystem – USA. Las 
reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando 50 ciclos a 95 °C durante 10s y 
58 °C durante 45s. Los datos obtenidos se normalizaron utilizando GAPDH como 

http://www.genone.com.br/
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gen constitutivo, y se analizaron mediante el método del CT comparativo, de 
acuerdo con Livak y Schmittgen (2001). Los resultados fueron expresados en 
función de un análisis de expresión diferencial de cada gen, al comparar el grupo 
tratado con Pllans–II y el grupo tratado solo con medio RPMI 1640. 
 

3.8. Ensayo de Wound healing 

 
 
La inhibición de la migración de las células HeLa se llevó a cabo mediante el ensayo 
Wound healing (curación de heridas) como lo describió Yue et al. (2010), con 
algunas modificaciones. Se sembró un total de 5 × 104 células/pozo en placas de 
24 pozos, hasta lograr una confluencia completa. Después de 24 horas, el medio se 
descartó y la monocapa fue rasgada por la mitad con una punta plástica de 10 μL. 
Luego, a cada pozo tratado, se le añadieron 50 μg/mL de Pllans–II o medio RPMI 
1640 (grupo control). El tiempo de finalización del experimento se determinó por el 
cierre de la herida en la muestra control. La confluencia celular fue analizada tanto 
a las 24 como 48 horas, mediante el uso de un microscopio óptico invertido (Nikon 
Eclipse TS100, Japón). 
 

3.9. Cuantificación de integrinas 

 
 
Las células HeLa (2 × 105 células/tubo) se pre–incubaron con 50 μg/mL de Pllans–
II o medio RPMI, durante 1 hora a 37 °C y en una incubadora humidificada que 
contenía 5% de CO2. Las células se incubaron en buffer de bloqueo que contenía 
0.5% de BSA, durante 20 minutos a 4 °C. Luego, las células se centrifugaron, se 
lavaron y se re–suspendieron en 100 μL de PBS. Posteriormente, las células fueron 
incubadas a 4 °C durante 30 minutos con 2 μL (concentración de 2 μg/106 células 
en PBS) disueltos en 1% de BSA de anticuerpos monoclonales anti–human α2 
(CD49b) marcado con fluoresceína, anti–human β1 (CD29) marcado con 
ficoeritrina, anti–human αVβ3 (CD51 / CD61) marcado con fluoresceína y anti–
human α5 (CD49e) marcado con fluoresceína (Ambriex, Brasil). Además, todas las 
muestras fueron incubadas con sus respectivos anticuerpos monoclonales 
marcados con fluoresceína o ficoeritrina como control negativo. Finalmente, las 
células se lavaron, se re–suspendieron en PBS y se analizaron en un citómetro de 
flujo FACScan II BD (BD Accuri C6–Biosciences, CA, USA). Los resultados se 
procesaron utilizando el software FlowJo (FlowJo v.7.6.3; Tree Star Inc., Ashland, 
OR, USA). 
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3.10. Ensayo de angiogénesis in vitro 

 
 
El efecto de la Pllans–II sobre la formación de vasos por parte de las células 
HUVEC, fue evaluado mediante el ensayo de formación de vasos sobre Matrigel. 
Para este ensayo, las células HUVEC (5 × 105 células/pozo) se pre–incubaron con 
50 μg/mL de Pllans–II durante 30 minutos a 37 °C en medio RPMI suplementado 
con factor de crecimiento de fibroblastos básico – bFGF (10 ng/mL). Las células que 
fueron incubadas solo con medio RPMI y suplementado con bFGF, se usaron como 
control. Después de la incubación, las células se sembraron en una cámara de 
cultivo celular, recubierta con 50 μL de Matrigel 5.25 mg/mL (Corning® Matrigel® 
Matrix, USA), e incubadas durante 18 h a 37 ºC y 5% de CO2. El número de vasos 
formados fue cuantificado a una magnificación de 20×, usando un microscopio 
óptico invertido (Nikon Eclipse TS100). 
 

3.11. Cuantificación de VEGF 

 
 
Los niveles de VEGF se cuantificaron en los sobrenadantes de las células HUVEC, 
que se obtuvieron del ensayo de angiogénesis in vitro. La cuantificación se evaluó 
usando el kit “BD Cytometric Bead Array (CBA), Human VEGF Flex Set” para 
muestras de sobrenadante provenientes de cultivo celular (BD–USA), según el 
protocolo del fabricante. Las muestras se analizaron por medio del software BD 
Accuri C6 (BD Accuri C6–Biosciences, CA, USA). 
 

3.12. Análisis estadístico 

 
 
Los experimentos se realizaron por triplicado, y los resultados se expresaron como 
el promedio ± Desviación Estándar. Las diferencias significativas entre los 
promedios del tratamiento y del control, se determinó mediante la prueba t de 
Student o ANOVA de una vía; mientras que la comparación de dos o más variables 
se evaluó mediante la ANOVA de dos vías, seguido del post–test de Bonferroni. Se 
utilizó el programa GraphPad Prism versión 5 (GraphPad Software, Inc., San Diego, 
USA), donde *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 fueron considerados como 
significativos. 
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4. Resultados 

 

4.1. Pllans–II disminuyó la viabilidad celular en varias líneas celulares 
cancerígenas  

 
 
Se investigó los efectos de Pllans–II sobre la viabilidad de las células cancerígenas 
usando el ensayo MTT. Se detectó que Pllans–II inhibe la viabilidad de las células 
HeLa y MCF7 de manera dosis–dependiente de la concentración (Figura 30A). El 
efecto inhibidor más potente se observó contra las células HeLa. Después de tratar 
las células con 100 μg/mL de Pllans–II por 24 horas, la viabilidad celular se redujo 
al 45%. En el caso de las células de cáncer de mama, Pllans–II solo redujo la 
viabilidad de las células MCF–7 en aproximadamente 80%, y redujo ligeramente la 
viabilidad de las células MDA–MB–231. En cambio, al usar las mismas 
concentraciones de proteína que se usaron con las células HeLa, Pllans–II no afectó 
significativamente la viabilidad de las células HUVEC y MCF 10A (Figura 30A).  

 
Figura 30. Actividad citotóxica de Pllans–II y Cisplatino® sobre diferentes líneas celulares 
cancerígenas y no tumorales usando el ensayo de MTT. A) Las células de cáncer de mama (MCF7 
y MDA–MB–231), adenocarcinoma de cérvix (HeLa), las células no tumorigénicas de mama (MCF 
10A), y las células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) fueron sembradas en placas 
de 96 pozos, a una densidad de 4x104 células/pozo. Las células fueron tratadas con diferentes 



94 

 

 

concentraciones seriadas (100 – 0.8 µg/mL) de Pllans–II por 24 h. Para determinar la efectividad de 
Pllans–II como posible modelo terapéutico antitumoral, se comparó con Cisplatino® para determinar 
sus actividades citotóxicas, usando una densidad celular de células HeLa (B) y HUVEC (C) de 4x104 
células/pozo. Al final del tiempo de incubación, la viabilidad celular fue determinada por el ensayo de 
reducción de MTT, como se describió en la sección de Materiales y métodos. Los datos fueron 
expresados en función del promedio ± DE (n=3). (A) Se consideró estadísticamente significativo a 
un ***p < 0.001 cuando fue comparado con las líneas celulares no tumorigénicas (MCF 10A y 
HUVEC). (B, C) Las diferencias significativas fueron comparadas entre ellos a una ***p < 0.001, **p 
< 0.01 y *p < 0.05. 

 
 
La actividad citotóxica de Pllans–II fue comparada con Cisplatino®, un agente 
quimioterapéutico utilizado para tratar viarios tipos de cáncer, incluyendo el CCU. A 
las diferentes concentraciones usadas, el Cisplatino® presentó un mayor efecto 
citotóxico sobre las células HeLa (Figura 30B), pero Pllans–II es más inofensivo 
sobre las células normales que el medicamento control (Figura 30C). Estos 
resultados sugieren que Pllans–II es más citotóxico para el adenocarcinoma de 
cuello uterino, que para las células de cáncer de mama (MDA–MB–231 y MCF–7) y 
casi inocuo para las células no tumorigénicas. Por lo tanto, las células HeLa se 
usaron para evaluar la inducción de apoptosis, detención del ciclo celular y el efecto 
de Pllans–II sobre la inhibición de la metástasis.  
 

4.2. Pllans–II induce tanto detención del ciclo celular como apoptosis sobre 
las células HeLa 

 
 
Con el fin de validar si la reducción en la viabilidad de las células HeLa también 
involucró cambios en el ciclo celular, se evaluó el efecto de Pllans–II en la progresión 
del ciclo celular (Figura 31).  
 

 
Figura 31. Efecto de Pllans–II sobre el ciclo celular de las células HeLa. A) El contenido de ADN en 
cada fase del ciclo celular de las células HeLa fue analizado por citometría de flujo y por medio del 
programa GraphPad Prism. Los histogramas representan la incubación celular con 100 µg/mL de 
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Pllans–II por 24 horas, e incubadas con PI (10 μg/mL) y RNase A (100 μg/mL) por 45 minutos a 37 
°C. B) El tratamiento con Pllans–II indujo una disminución significativa en el número de células en la 
fase S e incrementó el número de células en la fase G1, al compararse con el control. Los resultados 
fueron expresados como el promedio ± DE de tres replicas. Se consideraron con diferencias 
significativas a un *p < 0.05 y **p < 0.01. 

 
 
Pllans–II indujo el arresto del ciclo celular en las células HeLa, al aumentar 
significativamente el número de células en la fase G1 desde 54.8% a 59.3% (*p < 
0.05); y disminuyó de 34.0% a 28.2% el número de células en la etapa S (**p < 
0.01). El porcentaje de células en la fase G2/M no presentó cambios evidentes de 
11.2% a 12.5%; p > 0.05 (Figura 31B). El efecto apoptótico de Pllans–II sobre las 
células HeLa se confirmó mediante citometría de flujo, usando anexina V–FITC y 
PI. Los resultados indicaron que el porcentaje de células positivas para anexina V 
aumentó después del tratamiento con 100 μg/mL de Pllans–II (Figura 32A).  
 

 
Figura 32. Evaluación del tipo de muerte celular inducido por el tratamiento de Pllans–II sobre las 
células de cáncer de cérvix – HeLa (A, B) y las células no tumorigénicas de mama – MCF10A (C, 
D). Las células fueron incubadas con 100 µg/mL de Pllans–II o medio RPMI 1640 como control por 
24 h. Luego, las células fueron colectadas y sometidas a doble marcaje con Anexina V–FITC/Yoduro 
de propidio (PI). La distribución de las células apoptóticas fue analizada por citometría de flujo. (A, 
C) La adquisición representativa del diagrama de puntos, reveló áreas con apoptosis temprana 
(cuadrante inferior derecho), apoptosis tardía (cuadrante superior derecho) y necrosis (cuadrante 
superior izquierdo). (B, D) El diagrama de barras refleja el porcentaje de células apoptóticas 
mostradas en A y C. Cada barra representa el promedio ± DE de ensayos por triplicado. Tratamiento 
estadísticamente significativo a una ***p < 0.001 en comparación con el control. 
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La proporción de células con apoptosis temprana (Anexina V–positiva y PI–
negativa) aumentó significativamente de 4,47% en las células control a 20.52% en 
las células tratadas con la proteína (Figura 32B). Además, se incrementaron las 
células con apoptosis tardía y se observó un bajo porcentaje de células necróticas 
cuando fueron tratadas con Pllans–II. Interesantemente, aunque no es un control 
obtenido de la misma región tisular, no se observó apoptosis temprana o tardía, ni 
mucho menos necrosis sobre las células MCF 10A, pre tratadas con la proteína 
Pllans–II (Figura 32C, D). Estos datos indican que Pllans–II es un componente 
bioactivo, que puede inducir principalmente apoptosis en las células HeLa y evitar 
la inducción de muerte celular en líneas celulares no tumorigénicas. 
 

4.3. Nivel de expresión relativa del ARNm de los genes asociados con 
apoptosis en células HeLa inducidas por Pllans–II. 

 
 
Con el fin de determinar el efecto de Pllans–II sobre la expresión de genes de 
señalización inductores de apoptosis en HeLa, las células fueron incubadas con 50 
μg/mL de la proteína durante 24 h. Como genes típicos de estas respuestas 
biológicas, se seleccionaron los genes BIRC5, BAD, BAX, BCL2, BCL2L1 y CASP8 
para este análisis. Como se muestra en la Figura 33, el tratamiento con Pllans–II 
moduló tanto la expresión génica de BAX, BCL2 y BCL2L1, asociados con la vía 
intrínsecas; así como el gen CASP8, asociado a la vía de señalización extrínseca.  

 
Figura 33. Cuantificación relativa de los genes asociados a apoptosis en las células HeLa por PCR 
en tiempo real, después del tratamiento con 50 µg/mL de Pllans–II por 24 h a 37 °C y 5% de CO2. 
Los resultados fueron normalizados usando el gen constitutivo GAPDH y analizado por el método 
CT comparativo. Los genes BAD, BCL2L1 y CASP8 fueron regulados positivamente, mientras que 
los genes BIRC5, BAX y BCL2 fueron regulados negativamente. Las barras representan el promedio 
± DE de experimentos por triplicados. Un *p < 0.05, **p < 0.01 y ***p < 0.001 se consideraron 
estadísticamente significativos para los experimentos en tiempo real. 
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Los genes BAXy BCL2 se regularon negativamente mientras que BCL2L1 y CASP8 
se regularon positivamente. En el caso del gen BAD, un promotor de muerte celular; 
este no mostro diferencias significativas en las células HeLa cuando fue comparado 
con la muestra control. Asimismo, Pllans–II fue capaz de disminuir la expresión de 
BIRC5 (***p < 0.001), un miembro de la familia de los genes inhibidores de la 
apoptosis. 
 

4.4. Efecto de Pllans–II sobre la migración de las células HeLa 

 
 
Dado que la capacidad migratoria para las células de adenocarcinoma de cuello 
uterino, es uno de los pasos claves para obtener el potencial metastásico, se 
investigó el papel de Pllans–II en la migración de las células HeLa, utilizando el 
ensayo de Wound healing. Como se muestra en la Figura 34A–D, se tomaron 
imágenes microscópicas de la herida a 0, 24 (imagen no mostrada) y 48 horas 
después del tratamiento con medio RPMI o Pllans–II.  

 
Figura 34. Evaluación de la migración de las células HeLa por medio del ensayo de Wound healing. 
Las células fueron sembradas con una cantidad de 5 x 104 células/pozo en placas de 24 pozos, hasta 
obtener una confluencia completa. Después de 24 horas, el medio fue descartado y la monocapa fue 
lesionada con una punta plástica de 10 µL para crear un área desprovisto de células (0 h) (A y C). 
Luego, las células fueron tratadas en ausencia (A y B) o presencia de 100 µg/mL de Pllans–II (C y 
D). Se monitoreó la migración celular cada 24 (imagen no mostrada) o 48 horas, hasta completar el 
100% de confluencia en el grupo control. Los análisis fueron desarrollados en un microscopio óptico 
invertido (Nikon Eclipse TS100). (E) El gráfico de barras muestra el porcentaje de migración de las 
células después de 24 y 48 h. Los resultados representan el promedio ± DE de cuatro experimentos. 
*p < 0.05 y **p < 0.01 fueron considerados estadísticamente significativas al compararse con el 
control. 

 
 
La herida realizada en la monocapa de las células control, se cerró completamente 
después de 48 h de incubación (Figura 34B). Sin embargo, el tratamiento con 
Pllans–II redujo la migración de las células HeLa después de 48 h (Figura 34D). La 
migración de las células HeLa fue inhibida por 50 μg/mL de Pllans–II desde 54,6% 
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(24 h) a 19,6% a las 48 h, en comparación con el control (27,7% de inhibición a las 
24 h) (Figura 34E). 
 

4.5. Medición de la expresión de integrinas en las células HeLa al ser 
expuestas a Pllans–II 

 
 
La invasión celular durante la remodelación tisular y la morfogénesis depende de la 
adhesión celular y la migración, asociado a la interacción de sus integrinas con la 
matrix extracelular y a los diferentes ligandos. Por lo tanto, para sustentar estos 
hallazgos, se evaluaron algunas integrinas tales como α2 (CD49b), β1 (CD29), 
αVβ3 (CD51 / CD61) y α5 (CD49e) mediante citometría de flujo (Figura 35). La 
expresión de las integrinas β1 y α5 se redujeron significativamente en la superficie 
celular de las células HeLa, cuando fueron expuestas a 50 μg/mL de Pllans–II. Este 
hallazgo, indica que estas integrinas podrían ser funcionalmente inhibidas en la 
invasión de las células cancerígenas. No obstante, la expresión de las integrinas α2 
y αVβ3 no se vieron afectadas en las células HeLa, al ser pre–incubadas con Pllans–
II. 

 
Figura 35. Expresión de integrinas (α2, β1, αVβ3 and α5) en las células HeLa después de un 
tratamiento con 50 μg/mL de Pllans–II. Los datos fueron expresados como el promedio ± DE, y los 
experimentos se realizaron por triplicado. Las diferencias entre los tratamientos y control fueron 
analizadas por ANOVA de dos vías, seguidos del post–test de Bonferroni. Estadísticamente 
significativo: *p < 0.05 y **p < 0.01. 

 

4.6. Efecto de Pllans–II en la formación de nuevos vasos por medio del 
ensayo angiogénesis  

 
 
Con el fin de evaluar la capacidad de Pllans–II en inhibir la formación de nuevos 
vasos, se evaluó su efecto sobre las células HUVEC usando el ensayo de 
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angiogénesis sobre Matrigel. Se observó una disminución significativa en la 
formación de nuevos vasos inducidos por bFGF en presencia de 50 μg/mL de 
Pllans–II (Figura 36A, B). El número de vasos formados en presencia y ausencia de 
Pllans–II se muestra en la Figura 36C. Pllans–II redujo significativamente la 
formación del número de vasos en un 85,4% (***p < 0.001), en comparación con las 
células no tratadas. Sin embargo, Pllans–II estimuló la producción de VEGF 
presente en el sobrenadante de las células HUVEC, que se obtuvo a partir del 
ensayo de angiogénesis in vitro (Figura 36D). La concentración de VEGF liberado 
de las células HUVEC no tratadas fue de 695,7 ± 17,3 pg/mL, en contraste con el 
aumento en las células tratadas con Pllans–II de 1039 ± 2,4 pg/mL (***p < 0.0001). 
 

 
Figura 36. Análisis in vitro del efecto anti–angiogénico de Pllans–II sobre las células HUVEC. Para 
el ensayo de angiogénesis, las células HUVEC fueron pre–incubadas en ausencia (A) o (B) 
presencia de Pllans–II (50µg/mL) por 30 min a 37 °C en medio RPMI suplementado con bFGF (10 
ng/mL). Posteriormente, las células fueron sembradas en una cámara de cultivo celular, cubierto con 
50 μL de Matrigel (5.25 mg/mL) y mantenido a 37 °C y 5% de CO2. Luego de 18 horas de incubación, 
se tomaron fotografías del cultivo y se cuantificaron tanto el número de vasos (C), como la 
concentración de VEGF en el sobrenadante del cultivo de células HUVEC (D). Los datos se 
expresaron como el promedio ± DE, y los experimentos se llevaron a cabo por triplicado. Las 
diferencias entre los tratamientos y controles fueron analizadas por la prueba t–test no pareada. 
Estadísticamente significativo a una ***p < 0.0001. 

 

5. Discusión  

 
 
Varios tratamientos quirúrgicos locales son suficientes para curar el CCU en etapas 
tempranas (Oberlin et al., 2011; Echeverri et al., 2016; Sawaya et al., 2016), y en 
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etapas avanzadas, el tratamiento generalmente combina radioterapia y 
quimioterapia (ESMO, 2012; Baskar et al., 2012; Miranda et al., 2016;). 
Desafortunadamente, los pacientes eventualmente se vuelven resistentes a las 
terapias, debido a que la toxicidad en los tejidos normales limita la cantidad de 
fármacos que pueden administrarse sistemáticamente, reduciendo la cantidad de 
fármaco que alcanza eficazmente el tumor (Holohan et al., 2013). Además, este tipo 
de tratamientos no quirúrgicos pueden causar efectos secundarios muy graves y 
potencialmente mortales. Por lo tanto, el CCU constituye una enfermedad con un 
amplio impacto en la salud pública, cuyo control debe priorizarse a través de 
tratamientos nuevos y efectivos, basados en una supresión más selectiva del 
crecimiento de las células tumorales. 
La búsqueda de agentes anticancerígenos, especialmente de productos naturales 
se está incrementando, y las toxinas de los venenos de serpiente han demostrado 
tener un amplio espectro de actividades biológicas. Muchos tipos de svPLA2 tales 
como PLA2s básicas y ácidas poseen actividad antitumoral, inhiben la adhesión 
celular y la migración, así como propiedades anti–integrinas y anti–angiogénicas 
(Roberto et al., 2004; Bazaa et al., 2009; Zouari–Kessentini et al., 2009; Kessentini–
Zouari et al., 2010; Khunsap et al., 2011; Azevedo et al., 2016; Osipov y Utkin, 2017). 
 
Por lo tanto, en este trabajo se reporta por primera vez una Asp49–PLA2 ácida y 
enzimáticamente activa proveniente del veneno de Porthidium lansbergii lansbergii, 
con actividad anticancerígena dosis dependiente sobre células de adenocarcinoma 
de cuello uterino humano – HeLa e inocuidad tanto en células no tumorigénicas 
(Figura 30A), como en un modelo animal reportado previamente por Jiménez–
Charris et al. (2016). Aunque el Cisplatino® mostró una mayor citotoxicidad que 
Pllans II a dosis más altas contra las células HeLa (Figura 30B), esta proteína parece 
ser inofensiva sobre células normales humanas (Figura 30C); contrariamente a los 
muchos efectos secundarios no deseados, exhibidos por la mayoría de los agentes 
quimioterapéuticos ampliamente utilizados, incluyendo Cisplatino® (Siddik, 2003; 
Cepeda et al., 2007). Es importante tener en cuenta, que un fármaco 
quimioterapéutico ideal debería tener mínimos efectos nocivos sobre las células 
normales (Pabla et al., 2011).  
 
 
La actividad antitumoral de las svPLA2s tipo Asp49, podría estar mediada por la 
interacción con aceptores de PLA2s u otros receptores endógenos (tales como 
integrinas) en la membrana plasmática de la célula diana, a través de "sitios 
farmacológicos" distintos del sitio catalítico de las svPLA2s (Bazaa et al., 2009; 
Rodrigues et al., 2009b; Kessentini–Zouari et al., 2010; Osipov y Utkin, 2017). 
Algunos autores proponen que la actividad enzimática de las svPLA2s no es 
absolutamente necesaria para la actividad citotóxica o la inducción de apoptosis 
sobre líneas celulares tumorales (Gebrim et al., 2009; Samel et al., 2013; de Moura 
et al., 2014; Osipov y Utkin, 2017). La regulación del ciclo celular y la apoptosis son 
dos de los mecanismos principales que regulan tanto el crecimiento y la 
supervivencia celular. La muerte celular por apoptosis, ocurre cuando se detiene la 
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inducción de puntos de control específicos durante el ciclo celular (Murray, 2004; Lu 
et al., 2007). En este estudio, se encontró que Pllans–II indujo la detención del ciclo 
celular (Figura 31) y estimuló la muerte celular apoptótica en las células HeLa 
(Figura 32), como se demostró mediante la tinción de PI y anexina V–FITC, 
respectivamente. 
 
La apoptosis es un proceso celular programado que ocurre en condiciones 
fisiológicas y patológicas (Rodríguez y Zhivotovsky, 2006). Sin embargo, la muerte 
celular programada se interrumpe en el cáncer, lo que conduce al crecimiento 
excesivo de células malignas (Takeda et al., 2007). La inducción de la apoptosis en 
las células tumorales, es el objetivo final de muchas terapias contra el cáncer (Hasty 
y Christy, 2013). La externalización de la fosfatidilserina (PS), como marca distintiva 
de la apoptosis de la fase temprana, fue analizada usando el marcaje con anexina 
V y PI. La apoptosis temprana fue el principal estadío de muerte celular detectado 
en las células HeLa tratadas con Pllans–II (Figura 32A), sugiriendo que este proceso 
es el mecanismo predominante de muerte celular inducido por Pllans–II en las 
células de adenocarcinoma cervical humano.  
 
 
La externalización de PS en la superficie celular, estimula los receptores de PS de 
los macrófagos para el reconocimiento de los cuerpos apoptóticos y por ende la 
fagocitosis de las células en proceso de muerte (Fadok et al., 2000). 
Interesantemente, en las células no tumorigénicas MCF 10A no se observaron 
diferencias significativas en el número de células en apoptosis ni necrosis, al ser 
pretratadas con Pllans–II y luego comparadas con el control (Figura 32B). La posible 
inocuidad de la proteína experimental se ha probado en otras células no tumorales, 
como lo demostraron Jiménez–Charris et al. (2016). Por lo tanto, la comparación 
del efecto antitumoral de agentes anticancerígenos sobre células tumorales y 
normales, es uno de los primeros pasos para descubrir un posible fármaco potencial 
en la terapia contra el cáncer.  
 
Además, se investigó la distribución del ciclo celular para apoyar la aparición de la 
apoptosis en las células cancerosas a través de RNasa A y tinción con yoduro de 
propidio (Krishan, 1975; Teixeira et al., 2017). En base al análisis por citometría de 
flujo, se observó que las células HeLa estaban detenidas en la etapa G1, inhibiendo 
el crecimiento celular o la progresión del cáncer (Figura 31). La detención de las 
células HeLa en esta etapa del ciclo celular, podría desencadenar la muerte celular 
por apoptosis, ya que ambos procesos tienden a compartir un conjunto en común 
de proteínas reguladoras (Pucci et al., 2000). Las proteínas de punto de control 
(CHK, CDK y CKI) podrían evitar que las células continúen con el ciclo celular y 
permanezcan en la fase G1. Ante cualquier daño al ADN, las proteínas CKI tienen 
la capacidad de suspender el ciclo celular y activar los sistemas de reparación.  
 
En caso de que los sistemas de reparación sean incapaces de corregir el daño, se 
inducen procesos de muerte celular (Douglas y Haddad, 2003). Además, el proceso 
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de muerte celular por vía apoptótica de las células HeLa se verificó por una 
reducción significativa en la expresión de BIRC5 (Figura 33), un gen miembro de la 
familia de genes inhibidores de la apoptosis, que codifica para proteínas reguladoras 
que previenen la muerte celular apoptótica. 
 
 
El principal mecanismo de muerte celular que activan las toxinas provenientes de 
los venenos de serpiente sobre las células cancerígenas, es la vía de muerte celular 
dependiente de mitocondrias (Attarde y Pandit, 2017). Las proteínas de la familia 
BCL–2 son componentes clave en la vía de la apoptosis mitocondrial y pueden 
regular indirectamente la actividad de las caspasas en las vías apoptóticas 
relacionadas (Ichim y Tait, 2016; Adams y Cory, 2018). La actividad de la Pllans–II 
en las células HeLa, mostró una inducción de muerte celular apoptótica 
posiblemente desencadenada a través de vías extrínsecas (Figura 33). La vía 
extrínseca se activa mediante receptores de muerte ubicados en la membrana 
plasmática, tales como la familia de receptores del factor de necrosis tumoral (Ichim 
y Tait, 2016; Adams y Cory, 2018).  
 
 
Después de la unión al ligando, los receptores de muerte activan algunas caspasas 
iniciadoras como la caspasa–8 (Ichim y Tait, 2016), cuyo gen CASP8 estuvo sobre–
expresado en las células HeLa de nuestra investigación. Esta caspasa es suficiente 
para inducir la apoptosis, en ausencia de la permeabilización mitocondrial de la 
membrana externa – MOMP (Tait y Green, 2010). El uso de la vía de muerte 
extrínseca fue corroborado por un notable aumento de la regulación del gen anti–
apoptótico BCL2L1, que contrarresta la baja regulación del gen anti–apoptótico 
BCL2. Las proteínas codificadas por estos dos genes están relacionadas con la 
regulación de MOMP, que liberan varias proteínas del espacio intermembrana 
mitocondrial, lo que contribuye a la activación de la caspasa efectora y la apoptosis 
(Adams y Cory, 2018). Asimismo, la preferencia por esta vía de muerte se confirmó 
mediante una reducción significativa en la expresión del gen pro–apoptótico BAX. 
Un gen donde su proteína promueve la apoptosis, al aumentar la apertura del canal 
aniónico mitocondrial dependiente del voltaje, lo que conduce a la pérdida del 
potencial de membrana y a la liberación de citocromo c (Tait y Green, 2010; Ichim y 
Tait, 2016).  
 
 
Además de la muerte celular programada, la metástasis del cáncer es uno de los 
sucesos más importantes responsable de la malignidad tumoral. Comprende una 
compleja cascada de eventos biológicos que incluye: adhesión celular, invasión a 
través de las paredes de los vasos y migración dentro de la MEC a sitios remotos, 
con el establecimiento de un nuevo foco de crecimiento (Hunter et al., 2008). Las 
integrinas sobre–expresadas en las células tumorales han sido reconocidas como 
reguladoras clave de este proceso neoplásico (Guo y Giancotti, 2004). La 
interrupción en dicho proceso, retarda la progresión metastásica, previniendo la 
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propagación del cáncer. En este estudio, Pllans–II mostró la capacidad de 
interrumpir la migración de las células tumorales (Figura 34), al interferir con las 
integrinas tipo α5 y β1 (Figura 35). Estos resultados son acordes a la acción de otras 
svPLA2s tales como la Asp49–PLA2 acídica, aislada del veneno de Macrovípera 
lebetina transmediterránea que inhibe la migración de diversas células tumorales 
humanas mediadas por integrinas α5β1 y αv (Bazaa et al, 2009). Además, dos 
svPLA2s acídicas purificadas del veneno de Cerastes cerastes, CC–PLA2–1 y CC–
PLA2–2, también inhibieron la migración de las células HT–1080 usando fibrinógeno 
y fibronectina como sustrato (Zouari–Kessentini et al, 2009). 
 
 
La angiogénesis tumoral es otro de los procesos involucrados en la metástasis, en 
la que se forman nuevos vasos sanguíneos a partir de vasos pre–existentes y 
representa un paso vital en el cambio de tumores benignos en malignos a través de 
células endoteliales (Kerbel, 2008; Weis y Cheresh, 2011). Basado en su 
importancia, la angiogénesis se ha considerado un objetivo atractivo para el 
desarrollo de nuevas moléculas terapéuticas (Dong et al., 2018). En nuestra 
investigación, la angiogénesis fue inhibida por Pllans–II al usar el ensayo de 
formación de vasos por HUVEC inducida por bFGF (Figura 36). Interesantemente, 
la actividad anti–angiogénica de Pllans–II probablemente no se deba a ningún 
efecto citotóxico sobre las células HUVEC. De hecho, el crecimiento de las células 
endoteliales no se vio afectada por el tratamiento con Pllans–II a lo largo de las 24 
h de exposición, a las diferentes concentraciones ensayadas (Figura 30A). Las 
células no se separaron del sustrato durante la prueba y no se observaron restos 
celulares.  
 
 
Uno de los reguladores esenciales para este proceso neoplásico es el VEGF, que 
participa al mismo tiempo en la proliferación, migración y formación tubular de las 
células endoteliales vasculares (Yamauchi et al., 2007). Sin embargo, se encontró 
que Pllans–II estimula la síntesis de VEGF (Figura 36D); por lo que el mecanismo 
por el cual esta proteína bloquea la angiogénesis, podría involucrar otros factores 
pro–angiogénicos que inhiben la formación de nuevos vasos a través de otras vías 
anti–angiogénicas independientes de la señalización por VEGF. Por lo tanto, los 
niveles elevados de VEGF podrían estar relacionados con un intento de 
contrarrestar el efecto anti–angiogénico de Pllans–II sobre las células HUVEC, 
estimulando la formación de vasos por medio de la sobre–expresión de VEGF en el 
ambiente circundante. La inducción de una vía anti–angiogénica independiente de 
VEGF ha sido reportada previamente por Yamauchi et al. (2007), donde la 
trombospondina–1 indujo la expresión de p21 y una forma no fosforilada de 
Retinoblastoma–Rb, lo que resultó en la detención del crecimiento celular y la 
inhibición de la angiogénesis en células HUVEC por una nueva vía anti–
angiogénica. Raimondi et al. (2014) también describieron la inhibición de la 
angiogénesis independiente de VEGF, por la activación de la tirosina quinasa ABL1 
dependiente de neuropilina 1 en células endoteliales, por la acción de Imatinib, un 
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medicamento comercial usado para tratar el cáncer.  
 
 
En resumen, en esta investigación se demostró por primera vez que una Asp49–
PLA2 ácida y enzimáticamente activa del veneno de Porthidium lansbergii lansbergii, 
posee la capacidad de ejercer un efecto citotóxico sobre las células de 
adenocarcinoma de cuello uterino; mediante la inducción de apoptosis por la vía 
extrínseca y detención del ciclo celular en la fase G1. Además, Pllans–II tiene la 
capacidad de reducir el potencial de migración de las células HeLa mediante el 
bloqueo de las integrinas tipo α5 y β1, e inhibe la angiogénesis a través de una vía 
independiente de VEGF. Interesantemente, la actividad citotóxica de Pllans–II fue 
más específica para las células de adenocarcinoma y significativamente más baja 
contra las líneas celulares no tumorigénicas MCF 10A y HUVEC. En conjunto, 
nuestros resultados destacan la capacidad de Pllans–II no solo para detener la 
proliferación de las células HeLa, sino también para controlar la propagación de las 
células de adenocarcinoma de cuello uterino; mostrando un potencial prometedor 
en el tratamiento del cáncer de cuello uterino. No obstante, podría ser interesante 
evaluar el efecto de Pllans–II sobre la tumorigénesis in vivo; sin despreciar una 
mejor comprensión del mecanismo de muerte celular apoptótico, el potencial de 
disrupción de la metástasis, y estudios estructurales y funcionales que nos ayuden 
a explicar la interacción de Pllans–II con los receptores de integrina en las células 
cancerosas. 
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Conclusiones 
 
 

En la presente investigación, se caracterizó el veneno de P. lansbergii lansbergii 
proveniente del Departamento del Atlántico, identificando 9 familias de proteínas 
conocidas: metaloproteinasas, fosfolipasas A2, desintegrinas, péptidos pequeños, 
lectina tipo C, serina proteinasas, L–amino acido oxidasas, CRISP, 5' nucleotidasas, 
y 3 familias no identificadas previamente en el género Porthidium, tales como: 
svVEGF, fosfolipasas B y fosfodiesterasas. Funcionalmente, el principal mecanismo 
de inmovilización de la presa por el veneno de la serpiente P. lansbergii lansbergii 
podría ser el sangrado, la generación de la permeabilidad vascular y la 
extravasación, tanto en el sitio local de la lesión como a nivel sistémico, generando 
un estado hipovolémico que conlleva a un choque hipovolémico cardiovascular  
 
 
Además, se caracterizaron dos de sus principales fosfolipasas A2 tipo Asp49: la 
Pllans–I, una enzima básica heterodimérica con actividad miotóxica y la Pllans–II, 
una enzima ácida monomérica, aparentemente desprovistos de sus efectos tóxicos, 
pero capaz de aumentar la miotoxicidad de Pllans–I. 
 
 
A su vez, en la búsqueda de nuevas moléculas farmacológicas con actividad 
anticancerígena, que no generen daños colaterales al tejido sano; se seleccionó a 
la proteína Pllans–II por sus características inocuas, para ser utilizada como 
prototipo antitumoral. Esta molécula presentó un mayor efecto citotóxico sobre la 
línea de cáncer de cuello uterino – HeLa, generando un detenimiento del ciclo 
celular en la fase G1, una muerte celular apoptótica e inhibición de la migración por 
interferencia de las integrinas α5 y β1. Además, la proteína Pllans–II tuvo la 
capacidad de inhibir la formación de nuevos vasos sanguíneos sobre las células 
HUVEC.  
 
 

Por sus características especiales, Pllans–II podría ser empleado como un agente 
anticancerígeno para el desarrollo de nuevos prototipos antitumorales. 
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Perspectivas 
 
 

Los resultados del presente trabajo de investigación representan un avance muy 
importante en el conocimiento y entendimiento de la composición y efecto biológico 
tanto del veneno de serpiente P. lansbergii lansbergii y sus componentes como 
posibles agentes farmacológicos. Estos hallazgos estimulan futuras 
investigaciones, orientadas a estudiar más a fondo el efecto de la proteína Pllans–
II sobre el cáncer de cuello uterino; para lo cual es necesario: 
 
 
1. Producir la proteína recombinante Pllans–II y re–validar su efecto citotóxico sobre 
las células de cáncer de cuello uterino y su efecto anti–angiogénico  
 
 
2. Realizar un análisis metabolómico para determinar el mecanismo antitumoral de 
Pllans–II sobre las células de cáncer cuello uterino 
 
 
3. Realizar un análisis diferencial en la expresión genética y proteómica inducida 
por la proteína Pllans–II sobre las células de cáncer cuello uterino 
 
 
4. Evaluar el efecto de la proteína recombinante Pllans–II sobre modelos murinos 
inducidos previamente con el cáncer cuello uterino. 
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Paper 1: Proteomic and 

functional analyses of the venom 
of Porthidium lansbergii 
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