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Resumen

En el continente americano los vipéridos (“viboras™) son los responsables de la
mayoria de los accidentes ofidicos, principalmente por los géneros Bothrops y Crotalus '
Los anticuerpos utilizados para los antivenenos con fines terapéuticos son preparados de
caballos por inoculacion de venenos completos. Sin embargo, los venenos de serpientes
contienen una amplia mezcla de componentes farmacoldgicamente activos. Aunque, no todos
los componentes son igualmente importantes para la produccion de anticuerpos. Por lo tanto,
la identificacion de las proteinas con capacidad inmundgenica, y ademds neutralizante,
pueden ayudar a definir los inmundgenos, para el desarrollo de antivenenos mas eficientes.
Sin embargo, no siempre se cuenta con las cantidades deseadas de inmunogenos y es por esto
que el uso de proteinas recombinantes para ser utilizadas como inmunogénos se vuelve
importante.

Los objetivos principales en este trabajo fueron identificar y caracterizar
bioquimicamente al menos una proteasa y una fosfolipasa del veneno de Bothrops
ammodytoides, y expresarlas de forma heterologa, para generar anticuerpos con capacidad
de reconocimiento hacia dichas proteinas nativas.

Durante el desarrollo del trabajo se logré la clonacion y la expresion de tres enzimas:
PLA2, serinoproteasa, asi como de una metaloproteasa utilizando el vector pQE30. La
actividad biologica de las enzimas recombinantes fue de baja a nula; esto debido, a que no
logré obtenerse un plegamiento satisfactorio de dichas enzimas. Esto es, la purificacion de
cada una de las enzimas mostro varias fracciones con masas moleculares similares, indicando
indirectamente que cada fraccion correspondia a un plegamiento diferente.
Independientemente de estos resultados, se inmunizaron animales con el fin de obtener
anticuerpos que reconocieran a las enzimas nativas.

Se obtuvieron IgG de caballos inmunizados con la PLA2 y serinoproteasa
recombinante, siendo la PLA2 recombinante la que mejores titulos gener6. Los anticuerpos
anti-fosfolipasas recombinante redujeron la actividad de fosfolipasa y hemolitica en el
veneno de Bothrops ammodytoides.

Por otro lado, se generaron anticuerpos de conejo inmunizados contra las tres
proteinas recombinantes. Igualmente se encontr6 que la PLA2 y serinoproteasa
recombinantes fueron mejores inmundgenos para la produccion de anticuerpos en conejos.
Como resultado general, se obtuvieron anticuerpos con poco reconocimiento a los venenos
completos del género Bothrops, pero se concluye que se pueden obtener anticuerpos de
proteinas recombinantes tanto en caballos como en conejos que reducen las actividades
enzimaticas de venenos de Bothrops.



Abstract

In the American continent, the viperids ("vipers") are responsible for most of the
ophidic accidents, mainly by the Bothrops and Crotalus genera '. Antibodies used for
antivenoms toward therapeutic purposes are built in horses by inoculation of complete
poisons. However, snake venoms contain a broad mixture of pharmacologically active
components; at the same time, not all the components are equally important for the
production of antibodies. Thus, the identification of proteins with immunogenic capacity,
and also neutralizing, can help define immunogens, for the development of more efficient
antivenoms. Nevertheless, the amounts of immunogens are not always available, and this is
the reason for using recombinant proteins as immunogens.

Our porpoises in this work were to identify and biochemically characterize, at least
one protease and one phospholipase from Bothrops ammodytoides snake venom.
Subsequently, obtain them in a recombinant way, in order to generate antibodies with
recognition capacity towards their native proteins.

During the development of the work, the cloning and expression of three enzymes
were achieved: PLA2, serine protease, as well as a metalloprotease using the pQE30 vector.
The Biological activity of the recombinant enzymes was low to none; mainly due to
inappropriate folding of those enzymes. After enzymes’ purification, we could find some
different fractions with similar molecular masses, indicating indirectly, that each fraction
corresponded to a singular folding. Regardless of these results, animals were immunized in
order to obtain antibodies that recognize native enzymes.

IgG from immunized horses with recombinant enzymes (PLA2 and serine protease)
were obtained, being the PLA2 the one that better titles generated. Anti-phospholipases
antibodies reduced hemolytic activity in Bothrops ammodytoides venom.

On the other hand, rabbit antibodies were obtained when the animal was immunized
with all three recombinant proteins. It was also found that recombinants PLA2 and serine
protease were better immunogens for the production of antibodies in rabbits. As a general
result, antibodies were obtained but with little recognition toward the complete poisons of
the genera Bothrops; however, we could obtain antibodies from recombinant proteins as well
in horses as in rabbits, and those antibodies are able to reduce the enzymatic activities of
Bothrops.



1. Introduccion y Antecedentes
1.1. Componentes del veneno del género Bothrops

En el continente americano los vipéridos (“viboras™) son los responsables de la
mayoria de los accidentes ofidicos, principalmente por los géneros Bothrops 'y Crotalus '. El
envenenamiento por Bothrops sp., se caracteriza por efectos cardiovasculares y actividades
proteoliticas con un marcado efecto local que provoca mionecrosis, hemorragias y edemas °.

El veneno de Bothrops sp. es una secrecion de toxinas producidas por un par de
glandulas exocrinas conectadas por ductos a los colmillos. Dicho veneno es una compleja
mezcla de moléculas con diferentes caracteristicas bioquimicas; son principalmente de
naturaleza proteica y tienen la capacidad de afectar sistemas fisioldgicos vitales en animales,
tales como la homeostasia. Sin embargo, las diferentes toxinas que constituyen el veneno
pueden llegar a ser una fuente natural para uso en tratamientos terapéuticos o para el
desarrollo de nuevos farmacos °. Hoy en dia se han aislado algunos componentes del veneno
de especies de Bothrops, en los que se incluyen enzimas, como serinoproteasas,
metaloproteasas, fosfolipasas A2 (PLA2), L-amino oxidasas, nucleotidasas y hialuronidasas;
asi como otras proteinas no enzimaticas, como desintegrinas y miembros de las familias de
las lectinas tipo C, entre otras. En la Tabla 1 se describen algunos de los componentes antes
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mencionados ~.

Tabla 1. Componentes toxicos de venenos de serpientes

Componentes

Moléculas Blanco

Actividades

Organos Blancos

Serinoproteasas
(SVSP)

Metaloproteasas
(SVMP)

Desintegrinas

PLA2

Blogueadores de
canalesidnicos

Lectinas tipo C

-Factores de coagulacion
-Componentes de la matriz
vascular

-Factores de coagulacion
-Componentes de la matriz
vascular

-Receptores de la matriz en
células endoteliales

-Fosfolipidos de la membrana
celular

-Canales idnicos

-Factores de la coagulacién

-Pro/anti-coagulante
-Dafio en vasos sanguineos

-Pro/anti-coagulante
-Dafio en vasos sanguineos

-Dafio en los vasos sanguineos

-Hematuria

-Miotoxico

-toxicidad celular
-Blogueo de la transmisién
nerviosa

-Miotoxicos

-Blogueo de la transmisién
sindptico

-Induce agregacion plaquetaria

-Homedstasis
-Sistema
cardiovascular

-Homedstasis
-Sistema
cardiovascular

-Homedstasis

-Musculo

-Rifiones
-Homedstasis
-Musculo

-Sistema nervioso
central y periférico

-Rifiones
-Homedstasis



1.1.1. Serinoproteasas de venenos de serpientes

Las serinoproteasas de venenos de serpientes (SVSPs) son enzimas hidroliticas de
estructura homogénea y bien caracterizadas, afectan el sistema homeostatico, actuando sobre
componentes de la cascada de coagulacion, el sistema fibrinolitico y el sistema calicrein-
cinina °.

Las serinoproteasas pertenecen a la familia Slde la tripsina °. Presentan masas
moleculares que van desde 26 a 67 kDa. La estructura secundaria de las serinoproteasas tipo
trombina del veneno de serpientes (TL-SVSPs) estd formada por dos barriles B con una
hendidura catalitica entre estos dos barriles. Esta estabilizada por seis puentes disulfuro,
cinco de estos puentes (Cys22-Cys157, Cys42-Cys58, Cys136-Cys201, Cys168-Cysl182 y
Cys191-Cys220) son equivalentes en todas las serinoproteasas de la familia S1, mientras que
el seis (Cys91-Cys 245) es inico para las serinoproteasas de venenos de serpientes .

Todas las TL-SVSPs presentan una triada catalitica comin en su sitio activo
compuesta por histidina (57), aspartico (102) y serina (195). La serina actia como un
nucleofilo, y la histidina puede ser donador o aceptor de protones. El aspartato se cree que
orienta a la histidina correctamente dentro de la hendidura catalitica a través de enlaces de
hidrogeno .

Las enzimas tipo trombina, entre ellas las TL-SVSPs, son definidas por su capacidad
para romper las cadenas a y 8 del fibrindgeno (en los enlaces entre la arginina y la lisina),
convirtiéndolo asi en fibrina y liberando fibrinopéptido A (FPA) o fibrinopéptido B (FPB)
segun la cadena que se corte. Basados en su actividad las TL-SVSPs han sido clasificadas en
A, B 0 AB, aunque la mayoria de las TL-SVSPs aisladas son de la clase A’.

Un activador de plasmindgeno directo en los venenos de serpiente fue descrito en el
veneno de Trimeresusrus stejnegeri. El activador de plasmindégeno de Trimeresusrus
stejnegeri (TSV-PA) es una serinoproteasa de 33 kDa que activa plasminogeno rompiendo
el enlace de Arg561-Val562, en el mismo sitio de los activadores naturales uPA y tPA para
generar dos cadenas de plasmina, enzima clave en la fibrin6lisis .

La serinoproteasa de Trimeresurus stejnegeri (TSV-PA) es un activador de
plasmindgeno altamente especifico y su estructura cristalografica ha sido determinada con
una resolucion de 2.5 A (PDB: AAC59686.1). La enzima presenta un plegamiento idéntico
a las proteinas tipo tripsina. Una caracteristica inica en la estructura de serinoproteasa con
actividad de plasmindgeno es la presencia de un residuo de fenilalanina en la posicion 193.
Estudios previos de mutaciones en el residuo de Asp 97 han mostrado que es importante para
el reconocimiento del plasmindgeno. Ademas el Asp 97 se encuentra conservado en el



activador de plasminogeno de tipo tisular (tPA) y activador de plasmindgeno de tipo
uroquinasa (uPA) en mamiferos .

De las actividades de trombina que son imitadas por las serinoprotesas de veneno de
serpiente es la activacion de la proteina C. Es una glicoproteina dependiente de vitamina K
que circula en la sangre como zimdgeno de una serinoproteasa, activada por la trombina en
la superficie endotelial en presencia de trombomodulina °.

El activador de la proteina C del veneno de Agkistrodon contortrix contortrix (ACC-
(), es una serinoproteasa de cadena de sencilla y activa la proteina C sin depender de la
trombomodulina. Las cargas positivas que rodean el sitio catalitico juegan un papel
importante en el reconocimiento, la unién y la activacion de la proteina C. La estructura
cristalografica de la enzima tipo trombina (TLE) del veneno de Bothrops jararacussu
(Jararacussin-I) fue la primera de las TLE con una resolucion de 2.48 A (PDB: Q2PQJ3.1),
la cual ha permitido la comparacion con la estructura del activador de proteina C de
Agkistrodon contortrix contortrix y del activador de plasmindgeno de Trimeresurus
stejnegeri 2

Jararacussin-I comprende una secuencia de 232 residuos de aminoécidos, contiene un
barril beta con seis cadenas y una alfa hélice corta. La estructura terciaria estd muy
conservada entre las serinoproteasas de venenos de serpiente al igual que ACC-Cy TSV-PA.
Un andlisis de la distribucion de cargas muestra, que Jararacussin-I presenta en la superficie
cargas altamente negativas alrededor del sitio activo, mientras que en ACC-C (PDB:
P09872.2) son cargas positivas . Las principales diferencias entre las tres estructuras
cristalograficas reportadas (ACC-C, TSV-PA y Jararacussin-I), estan localizados en los loops
alrededor del sitio activo. La secuencia de aminodcidos que comprenden estos /oops son
{inicos para cada serinoproteasa de venenos de serpiente °.

Las serinoproteasas de venenos de serpientes con capacidad de activar la proteina C
han sido aisladas de varias especies de venos de serpiente como: Agkistrodon contortrix
contortrix y Agkistrodon halys halys. Ellas prolongan el tiempo de coagulacién y la
formacion de trombos. La rapida accion del activador de la proteina C Protac® del veneno
de Agkistrodon contortrix contortrix se utiliza para diagndstico en los trastornos de la via de
la proteina C. La funcién de Protac® es independiente de la presencia de trombomodulina ',

Algunas enzimas de tipo trombina tales como Ancrod (Viprinex®, Knoll,
Ludwigshafen-DE) aislados de C. rhodostoma y Batroxobin (Defibrase®, Pentapharm-CH)
proveniente de B. atrox se han utilizado clinicamente en estudios terapéuticos e
investigaciones sobre infartos de miocardio y accidentes cerebrovasculares isquémicos, entre
otros desordenes vasculares .



Ancrod (nombre actual: Viprinex) es un agente desfibrinogenante derivado del
veneno de la serpiente malaya Calloselasma rhodostoma. En 2005, la Food and Drug
Administration (FDA) concedi6 el permiso para investigar el uso Ancrod en pacientes que
sufren problemas cerebrovasculares isquémicos agudos, una condiciéon potencialmente
mortal causada por la obstruccion de los vasos sanguineos que suministran sangre y oxigeno
al cerebro. Sin embargo debido a la baja efectividad, el Ancrod fue rechazado en etapa III
de ensayos clinicos para tratamientos de problemas cerebrovasculares y ya no se produce
para su uso en seres humanos '°.

La Defibrase® es el nombre comercial que se ha dado a la batroxobin, la cual funciona
como anticoagulante, ya que rompe especificamente el enlace de la Argl6-Glyl7 de la
cadena alfa del fibrin6geno, liberando fibrinopéptido A, evitando la formacioén de un codgulo
estable '’. Batroxobin se ha utilizado en pacientes con trombosis, infarto de miocardio, angina
e isquemia. Mientras que la batroxobina recombinante (rBAT) se ha utilizado en ensayos
clinicos de fase II para uso en la prevencion y tratamiento de sangrado quirtrgico .

1.1.2. Metaloproteasas de venenos de serpiente (SVMP)

Las SVMP se clasifican segun su organizacion multidominio en cuatro clases de Pl a
PIV. Estas enzimas se sintetizan in vivo como proteinas multimodulares y presentan péptido
sefal, un prodominio y un dominio metaloproteasa (clase PI). Algunas SVMP también
presentan dominios en el extremo C-terminal, como dominios: desintegrina (clase PII) o
dominio similar a la disintegrina (clase PIII), el dominio rico en cisteina (clase PIII) y el
dominio similar a lectina de tipo C (clase PIV) .

Las SVMP acttian principalmente como factores hemorragicos, también llamados
hemorraginas, ya que ejercen sus efectos en la degradacion de las proteinas de la membrana
basal endotelial. Sus blancos son también las proteinas de coagulacion sanguinea, como
fibrindgeno y el factor de von Willebrand. Estos efectos asociados con la digestion
proteolitica de la membrana basal son el principal mecanismo de la hemorragia inducida por
SVMP *.

Las metaloproteasas de venenos de serpientes son de interés farmacoldgico y de uso
diagnostico. Un ejemplo es la Ecarina aislada del veneno de una serpiente Inda Echis
carinatus, la cual rompe selectivamente a la protrombina. La Ecarina no afecta otros factores
de coagulacion. Su accion en la protrombina es independiente de calcio, fosfolipidos o factor
V. La Ecarina es utilizada para medir niveles de protrombina en sangre y es el reactivo
primario en pruebas de tiempos de coagulacién sanguinea *'.



Las SVMPs Fibrino(geno)liticas no hemorragicas pueden ser exploradas como
agentes tromboliticos para la disolucion de trombos o para prevenir su formacion. La
fibrolasa, una metaloproteasa fibrinolitica de 23 kDa de Agkistrodon contortrix contortrix,
se empled en varias investigaciones preclinicas y clinicas. Su actividad o y B-fibrinolitica
directa ha demostrado ser eficaz en la disolucion de coagulos arteriales femorales, tras una
sola administracion intravenosa sin efectos adversos sobre la presion arterial o la frecuencia
cardiaca, en comparacion con la estreptocinasa, un agente trombolitico ampliamente
utilizado. Las SVMP fibrinoliticas no hemorragicas presentan ventajas prometedoras para el
uso de trombolisis debido a su tamafio pequeno y el hecho de que no se ven afectados por los
inhibidores de las serinoproteinasas sanguineas. La protrombinasa y las enzimas activadoras

. . ., s .. 2223 24 25
del factor X ya se utilizan en la investigacion y el diagndstico de la coagulacion “*,”, =, .

Aunque las SVMP son conocidas por sus capacidades proteoliticas celulares s6lo
pocos estudios han sido relacionados con actividades antimicrobianas directas. Se aisld y
caracterizd una metaloproteasa de Agkistrodon halys (AHM), con el objetivo de entender
cémo la permeabilidad de la membrana y las funciones antimicrobianas podrian estar
relacionadas con tales proteinas. AHM mostré actividades inhibitorias contra Burkholderia
pseudomallei, Proteus vulgaris y Staphylococcus aureus .

No obstante, mas alla de las aplicaciones clinicas, estas enzimas pueden utilizarse
como herramientas bioquimicas para estudios moleculares, aplicaciones de la industria
biotecnolodgica, estudios del mecanismo de accién de venenos, disefio de inhibidores de
proteasa y comprension de otras caracteristicas de metaloproteasas.

1.1.3. Fosfolipasas (PLLA2) de venenos de serpiente

Las fosfolipasas A2 (PLA2) son enzimas dependientes de calcio que catalizan la
hidrolisis del enlace éster sn-2 de los fosfoglicéridos, formando acidos grasos libres y
lisofosfolipidos *’.

Las PLA2 se clasifican en diferentes grupos de acuerdo con su estructura
tridimensional, secuencia de aminodcidos, especificidad catalitica y lugar de expresion. Se
encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza como fosfolipasas de secrecion,
citosolicas y las que son independientes de Ca®". Las fosfolipasas de secrecion son de baja
masa molecular (14-18 kDa), dependientes de Ca®" y tienen en su sitio activo un residuo de
histidina. En contraste las fosfolipasas citosolicas y las independientes de Ca®" son enzimas
de alta masa molecular (40-85 kDa), enzimas intracelulares, independientes de Ca*" y tienen
en su sitio activo un residuo de serina **,



Las fosfolipasas de los venenos de las serpientes son similares en su estructura
primaria y secundaria a las enzimas de mamiferos, pero las PLA2 de los venenos de
serpientes se encuentran entre las proteinas altamente toxicas y juegan un papel importante
en la inmovilizacion y captura de la presa. Ademas de su participacion en la digestion de su
presa, ellas muestran una amplia variedad de efectos toxicoldgicos, interfiriendo en varios
procesos fisiologicos de la victima .

En los venenos de serpientes se encuentran dos grupos de enzimas fosfolipasas A2,
el Iy II. El grupo I se encuentra en el pancreas de mamiferos, en el veneno de elapidos y de
colubridos. La PLA2 del veneno de cobra fue la primera de este grupo en ser caracterizada
% Estas enzimas contienen entre 115-120 residuos de aminoacidos con siete puentes
disulfuro y el puente disulfuro entre el residuo 11 y 77 de cisteina, unico en este grupo >'.

Las PLA2 de los venenos de las serpientes de la familia Viperidae pertenecen al grupo
II. Estas enzimas contienen entre 120-125 residuos de aminoacidos con siete puentes
disulfuro. El residuo cisteina en posiciéon 133 del extremo C-terminal forma un puente
disulfuro con el residuo cisteina en posicion 50 cerca del sitio activo, el cual es tnico en el
grupo II 32,

Las fosfolipasas de veneno de serpiente del grupo II también pueden ser divididas en
diferentes subgrupos segun el residuo de aminoacido de la posicion 49. El Asp 49 juega un
papel importante en la catalisis y esta conservado en la mayoria de las PLA2 de los venenos
de serpientes y por lo tanto estas enzimas son identificadas como D49 **. Sin embargo, en
algunas PLA?2 este residuo es reemplazado por lisina, serina o arginina y son identificadas
como K49, S49 **, N49 o R49 *°. La sustitucion de Aspartico en la posicion 49 impide la
unién del Ca*>" al Joop de unidn a Ca®" y por lo tanto estos cambios disminuyen la actividad
hidrolitica *°.

Ademas de la actividad de hidrolisis enzimdtica sobre fosfolipidos, las fosfolipasas
A2 de venenos de serpiente poseen actividad anticoagulante, que fue descrita por primera
vez en 1976, quienes reportaron la purificacion de 26 fosfolipasas A2 con efecto sobre la
coagulacion. Dependiendo de su potencia anticoagulante se clasificaron como fuertes,
débiles y enzimas no anticoagulantes °’.

La actividad anticoagulante que es independiente de la actividad enzimatica,
interactua directamente con los factores de la coagulacion, inhibiendo la formacion del
complejo protrombinasa *®. Las PLA2s que inhiben el complejo protrombinasa y evitan la
formacion del complejo de coagulacion FXa/FVa, ademas del retraso del tiempo en que se
forma la trombina, se han postulado como candidatos prometedores para el tratamiento de
trastornos tromboemboélicos *°. Las fosfolipasas con una alta actividad anticoagulante se
caracterizan porque presentan una region cargada positivamente entre el residuo 54 y 77 *.
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Una de las actividades poco exploradas de las PLA2 son las antimicrobianas, las
cuales pueden llegar tener aplicacion médica. La resistencia bacteriana a los antibidticos es
un problema terapéutico de magnitud creciente y es potencialmente una amenaza grave para
la salud publica. La prevalencia de la resistencia bacteriana a los antibidticos convencionales
ha llevado a una busqueda intensiva de nuevos agentes terapéuticos incluyendo varios
péptidos antimicrobianos de origen animal *'. Proteinas y péptidos con potente actividad
antimicrobiana son evidentes en muchas secreciones de organismos incluyendo serpientes.
Entre los diversos componentes del veneno de serpiente, la enzima fosfolipasa A2 (PLA2)
exhibe diversas actividades biologicas ademas de la actividad catalitica **,

Es asi como las PLA2 de venenos de serpiente (svPLA2s), han sido reportadas como
agentes antimicrobianos y se han considerado como candidatos terapéuticos, por ejemplo,
Crotapotin, una PLA?2 aislada del veneno de Crotalus durissus terrificus, muestra actividad
antibacteriana, asi como actividad antiviral contra el virus de la inmunodeficiencia humana
. Las PLA2s, tanto Asp49 como Lys49, pueden presentar actividad bactericida**. Una
proteina catidnica aislada selectivamente del veneno del taipan (Oxyuranus microlepidotus)
mata de forma dependiente a bacterias Gram-positivas a través de la ruptura de la membrana.
Estas enzimas son muy atractivas debido a su diversidad bioquimica, es decir, amplio
espectro de actividad frente a un gran niimero de bacterias. Sin embargo, una investigacion
mas exhaustiva de este tipo de actividades permitiria considerar nuevos candidatos
farmacolégicos *.

El primer componente caracterizado del veneno de B. ammodytoides fue una
fosfolipasa A2, la cual se obtuvo mediante diferentes métodos cromatograficos. Esta enzima
pertenece a la PLA2 aspartico 49 (D49), contiene 122 residuos de aminoacidos, 7 puentes
disulfuro presenta una masa molecular de 13,853 Da, y un punto isoeléctrico tedrico de 6.13.
En la caracterizacion general de esta enzima incluye un arbol filogenético, donde esta
fosfolipasa segrega estrechamente con otras fosfolipasas de serpientes brasilenas del género

Bothrops *°.

1.2. Usos biotecnoldgicos de algunas proteinas del veneno de vipéridos

Las toxinas de los venenos de serpientes han evolucionado para afectar muchos
sistemas fisiologicos de la presa, incluyendo la hemostasia y trombosis. Estas toxinas
pertenecen a una diversa gama de familias de proteinas que pueden iniciar o inhibir multiples
etapas de la via de coagulacion o agregacion plaquetaria con gran especificidad hacia dianas
moleculares de vertebrados. Caracteristica que ha sido extremadamente Util para el
diagnostico de enfermedades humanas o para estudios fisiologicos °. Por ejemplo, al observar
en los pacientes los primeros sintomas que ocasionan las mordeduras de serpientes del género
Bothrops, se puede apreciar la generacion de trombos, debido a que el veneno de estas
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serpientes, contienen enzimas coagulantes y procoagulantes. La posibilidad de aislar y
caracterizar tales enzimas, podria llegar a permitir el desarrollo de nuevos medicamentos *'.

La especificidad y funcion de cada uno de los componentes en los venenos de
serpientes han permitido el desarrollo de nuevos fidrmacos para el tratamiento de
enfermedades de tipo agudo cronico como son cancer, hipertension y trombosis, asi como
farmacos necesarios para el diagndstico de problemas de la homeostasis *.

El primer ejemplo de un firmaco desarrollado a partir de una toxina aislada del
veneno de Bothrops jararaca, fue el medicamento conocido como Captopril®, un agente
hipotensivo capaz de inhibir la enzima convertidora de angiotensina (ECA) y por ende
disminuir los niveles de presion sanguinea en mamiferos. Fue disefiado con base en la
estructura de un péptido potenciador de bradicinina (BPP), aislados del veneno de Bothrops
Jjararaca, hoy en dia es la primera eleccion en el tratamiento para la hipertension *°. La Tabla
2 resume varios de los componentes de uso biotecnoldgico provenientes de venenos de

serpientes.

Tabla 2. Farmacos y kits diagndstico clinico a partir de veneno de serpientes.

Farmaco Blancoy Tratamiento Fuente Referencia
Funcién
Captopril, Inhibidor de ACE Hipertensién Bothrops jararaca Ondetti et al., 1971
enalapril
Integrilin Inhibidor de la Sindrome Sistrurus milliarus Huang et al., 1987
(Eptifibatide) agregacion coronario
plaquetaria
Aggrastat Inhibidor de Infarto al Echis carinatus Scarborough et al.,
(Tirofiban) GPllb-llla miocardio 1993
Ancrod Inhibidor de Anticoagulante Agkistrodon Samsa et al., 2002
(Viprinex) fibrindgeno rhodostoma
Defibrasa Inhibidor de Infarto cerebral,  Bothrops moojeni Soares et al.,2003
trombina y angina de pecho

Hemocoagulasa

protrombina

Efecto tipo
trombina

Prevencion y
tratamiento de
hemorragias

Bothrops atrox

Itoh et al., 1987

Protac Activador de Diagndstico Agkistrodon Zhou et al., 2000
proteina C clinico de contortix contortix
desordenes
homeostaticos
Ecarin Activador de Diagndstico Echis carinatus Navdae et al., 2001
protrombina
Reptilase Sistema Diagndstico de Bothrops jararaca White et al., 1977

homeostatico

desordenes en la
coagulacion
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Actualmente existen toxinas y drogas basadas en toxinas que se usan o estan en
desarrollo para ser utilizadas como farmacos o como pruebas diagnodsticas de diversas
enfermedades. Entre ellos una variedad de nuevas toxinas de venenos de serpiente estan

siendo analizados para usarse en el tratamiento de coagulopatias y enfermedades del corazéon
50

1.3. Bothrops ammodytoides: caracteristicas y distribucion

Entre las especies mds pequenas de serpientes del género Bothrops esta B.
ammodytoides llamada comunmente "yarara fiata", debido a su “nariz” respingada (por
modificacion de las escamas de esa zona). Es endémica de Argentina, con una amplia
distribucion en el pais comparada con otros miembros del género. Habita ambientes muy
diversos, tales como montafas (arriba de los 2,000 m), bosques y regiones donde la
temperatura oscila entre 40°C en el dia y -10°C durante la noche. Es la serpiente mas austral
del mundo (Figura 1) y se distingue de otras especies de Bothrops de Argentina, ya que el
40% de su dieta ésta basada principalmente por pequefios reptiles como lagartijas ',
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Figura 1. Distribucion geografica de Bothrops ammodytoides en Argentina

Se tiene como creencia popular en Argentina que debido a su tamafio pequefio, los
accidentes causados por B. ammodytoides no son considerados como una amenaza para la
vida. Sin embargo sus mordeduras causan envenenamientos desde moderados a severos,
tanto en animales domésticos como en humanos 2. En tal medida, el veneno de B.
ammodytoides se encuentra entre las mas potentes comparado con otros venenos de especies
del género Bothrops, presentando actividades letales altas .
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De tal manera que el envenenamiento por Bothrops sp., se caracteriza por efectos
cardiovasculares y actividades proteoliticas con un marcado efecto local que provoca
mionecrosis, hemorragias y edemas *. En la Tabla 3, se muestran valores de las actividades
bioldgicas de varias especies de Bothrops de Argentina y son explicados segln los siguientes
parametros:

a. Dosis Letal media (LDsp): cantidad de veneno (pg de veneno/g ratdon) que mata a
la mitad de un grupo de animales.

b. Dosis minima hemorragica (DMH): cantidad de veneno que induce un area
hemorréagica de 10 mm de didmetro, dos horas después de la inyeccion en ratones.

c. Dosis Minima Necrotizante (DMN): cantidad de veneno que genera en un area
necrotica con un didmetro promedio de 0.5 cm en ratones.

d. Dosis minima procoagulante (DMP): concentracion de veneno que induce la
coagulacion de 1 mL de sangre en 60 min.

e) Actividad fosfolipasa (PLA2): es el consumo de 1.0 pEq de NaOH por minuto y
estd correlacionado con la liberacion de &cidos grasos de fosfolipidos de
membranas celulares.

Tabla 3. Valores de actividades biologicas y enziméticas de varias especies de Bothrops *>.

B. alternatus B. ammodytoides B. jararaca B. moojeni B. neuwiedii
DLso 1+0.2 0.5+0.01 23+0.1 2+ 0.2 14+ .1
DMH 14+3 16.1t6 12.7+3 30+4 10t 4.6
DMN 69+14 31+16 8014 50+7.4 34+ 7.4
DMP 4+ 2.1 7.3x34 11+4.2 14+ 3.5 6+ 1.8
PLA2 51+2 110+ 15 52+4 66+ 7 110+ 20

Valores expresados en pg/g para DLs;, DMH, DMN, DMP, y en pEq/mg/min para PLA2.

Algunas caracteristicas del veneno de la serpiente B. ammodytoides, indican que es
letal y puede causar hemorragia, dermonecrosis, edema y miotoxicidad en ratones. A demas
muestra actividad procoagulante en plasma humano.

Se han reportado algunas actividades enzimaticas como: protedlisis sobre gelatina,
caseina y p-toluensulfonil arginina (TAME); actividad de fosfolipasa y actividad hemolitica
indirecta, asi como actividad de ADNasa >*. Aunque la separacion parcial del veneno demostr6
que algunas fracciones son letales para los ratones, atin no se cuenta con informacion referente
a la identidad de todos los componentes del veneno °.
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1.4. Anticuerpos y alternativas para su mejoramiento

A pesar de los avances en farmacologia terapéutica en diferentes areas de la medicina,
la seroterapia sigue siendo el tratamiento de eleccion para las mordeduras de serpientes.
Actualmente hay diferentes tipos de antivenenos, pero esencialmente son concentrados de
inmunoglobulinas (o fragmentos de anticuerpos) con capacidad neutralizante a los efectos
toxicos del veneno que son obtenidos a partir de animales como caballos. Los protocolos de
produccion de antivenenos se centran en la estimulacion progresiva del sistema inmune
adaptativo. Por lo tanto, se debe comenzar con inyecciones periddicas de pequeias
cantidades de venenos, que luego se incrementan gradualmente, lo que alarga
considerablemente el tiempo de produccion. Se ha planteado que una posible solucion a este
problema seria la atenuacion de toxinas a través de diferentes tratamientos como radiacion,
calor o modificaciones quimicas, lo que permitiria inocular mayores cantidades de toxinas,
sin embargo, no hay muchos avances con estas metodologias ya que se ha visto que estos
procesos pueden afectar la inmunogenicidad de dichas toxinas®®. Por tanto, es importante
investigar protocolos de inmunizaciones dirigido a mejorar la produccion de antivenenos.

Hoy en dia ocurren muchos accidentes mortales por mordeduras de serpientes
principalmente debido a la falta de aplicacion a tiempo de los antivenenos disponibles
comercialmente. Las compaiias farmacéuticas que preparan fragmentos de anticuerpos
F(ab'), capaces de neutralizar toxinas y detener el proceso de intoxicacion, necesitan
mantener en cautiverio las especies que se utilizan para la elaboracion de los antivenenos y
periodicamente realizar ordefas para la inmunizacion de los caballos. Uno de los problemas
mas comunes es que el extracto de veneno para la inmunizacién no es homogéneo y puede
variar de un lote a otro. La composicion y la concentracion de los componentes pueden
depender de varios factores, incluida la ubicacion del lugar preciso en donde las serpientes
son colectadas, como son mantenidos en cautiverio a los especimenes, la preparacion del
material inmunogénico, entre otras. Estas variables generan la necesidad de validar cada lote
de produccion para cada antiveneno. Un problema adicional es el hecho de que un veneno o
extracto crudo se utiliza para la inmunizacidn, y los caballos inmunizados producen
anticuerpos contra todos los componentes inyectados, muchos de los cuales no son necesarios
para la elaboracion de los antivenenos, desviando asi la parte de la respuesta inmune de los
caballos en antigenos innecesarios °’.

Se ha propuesto que el material utilizado para la inmunizacion pudiera prepararse de
forma homogénea con cantidades bien controladas de los componentes letales de los venenos,
lo que daria como resultado una produccion de mejores anticuerpos neutralizantes. Ademas,
de mejorar la calidad y el titulo de los anticuerpos producidos en los caballos.
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2. Justificacion

Los venenos de vipéridos son una fuente natural y diversa de compuestos con un
potencial biotecnologico y terapéutico importante, debido a que poseen moléculas bioactivas
que han sido la base para el disefio de fdrmacos y métodos de diagnostico, ademas de
utilizarse como inmunogenos para la elaboracion de antivenenos. Uno de los venenos mas
interesantes entre las especies del género Bothrops es Bothrops ammodytoides esto debido a
las significativas actividades biologicas de sus componentes, y también a los pocos estudios
moleculares realizados en el veneno de este vipérido. Aunque las moléculas constituyentes
del veneno lleguen a tener potencial biotecnologico, es dificil demostrarlo usando muestras
biologicas obtenidas directamente del veneno, ya que sus cantidades son limitadas y no
permitirian llevar a cabo las diferentes pruebas de laboratorio. Es por esto que la expresion
recombinante de las principales enzimas, involucradas en su toxicidad, serd importante, y de
interés, para determinar si dichas proteinas podrian ser inmunogénicas para generar
anticuerpos que puedan utilizarse para neutralizar la actividad de sus partes o del propio
veneno, asi como de otros venenos relacionados.

3. Hipotesis

Las proteasas y fosfolipasas recombinantes provenientes de la informacion genética
de la glandula venenosa de Bothrops ammodytoides, seran efectivas para producir
anticuerpos capaces de reconocer proteinas en venenos completos de diferentes especies de
vipéridos.

4. Objetivo General

Caracterizar y expresar de manera heterologa proteasas y fosfolipasas de la glandula
venenosa de la serpiente Bothrops ammodytoides y evaluar sus propiedades inmunogénicas

4.1. Objetivos Particulares

-Identificar bioquimicamente proteasas en el veneno de Bothrops ammodytoides.

-Obtener los genes que codifican proteasas y una fosfolipasa de las glandulas venenosas de
Bothrops ammodytoides.

-Expresarlas heterélogamente y determinar sus actividades biologicas

-Evaluar las propiedades inmunogénicas de las enzimas recombinantes.
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5. Disefio experimental

Se muestra a continuacion un esquema de la metodologia que se llevo a cabo en este

trabajo.

Identificacion de las
enzimas de interés

veneno crudo

l

Purificacion de proteinas nativas

|

Obtencion del N-terminal
y masas moleculares

|

Pruebas de actividad
Bioldgica

Construccion de los genes que
codifican las enzimas de interés

Obtencion de las glandulas venenosas

|

Extraccion de RNA
Sintesis de cDNA

|

Diseiio de oligos

Proteasas PLA2
v
PCR
Clonacion y secuenciacion
v

Expresion y purificacion

Pruebas de actividad biologica
e inmunologicas
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5.1. Caracterizacion bioquimica de los componentes del veneno de B. ammodytoides:
Purificacion de serinoproteasa y PLA?2 por diferentes pasos cromatograficos

5.1.1. Extraccion de veneno y glandulas venenosas

El veneno y las glandulas venenosas de B. ammodytoides se extrajeron de ejemplares
en cautiverio del Serpentario del Instituto Nacional de Produccion de Bioldgicos ANLIS "Dr.
C.G. Malbran" (INPB) en colaboracién con el Dr. Adolfo de Roodt, Argentina.

5.1.2. Fraccionamiento del veneno completo de B. ammodytoides

Por medio de la cromatografia de exclusion molecular en gel, que se basa en la separacion

por el tamafio molecular de las proteinas, se pueden separar macromoléculas de tamafios
. . . . 38
diferentes o eliminar contaminantes de baja masa molecular ™.

100 mg totales del veneno B. ammodytoides se purificaron por exclusion molecular en
gel, y para ello se cargd la muestra en una columna de vidrio con capacidad de 120 mL de
resina (200 x 1 cm), como fase estacionaria se utilizé resina de Sephadex G-75 (con un rango
de fraccionamiento de 3 a 70 kDa) (Sigma Chemical Co.). La columna se equilibr6 con buffer
20 mM acetato de amonio, pH 4.7. El flujo fue de 15 mL/h. Las fracciones se colectaron de
2 mL y se determiné su concentracion por absorbancia a 280 nm.

5.1.3. Repurificacion de las fracciones obtenidas del veneno completo

La cromatografia en fase reversa de alta resolucion (HPLC-RP), se basa en el
principio de las interacciones hidrofobicas que resultan de las fuerzas de repulsion entre un
disolvente relativamente polar, un compuesto relativamente apolar y una fase estacionaria
apolar. El efecto hidrofobico disminuye con la adicion de disolvente apolar a la fase movil
59

Algunas de las fracciones que mostraron un alto contenido de proteinas en la
exclusion molecular en gel, se repurificaron por HPLC-RP usando una columna analitica Cy4
(Vydac #214TP54, 5 um 300 A 4.6 x 250 mm)_ En el proceso se usé solvente A (0.1% de
acido trifluoroacético-TFA- en agua) y como solvente B (0.1% TFA en acetonitrilo) en un
gradiente de 10-60% de acetonitrilo en 50 minutos y a un flujo de 1 mL/min. Las fracciones
fueron colectadas manualmente por monitoreo a una absorbancia de 230 y 280 nm.

5.1.4. Determinacion de secuencias por medio de Degradacion de Edman y masa
molecular por espectroscopia de masas

La degradacion de Edman es un método de secuenciacion de aminoacidos de una
proteina. En este método, el residuo amino terminal se etiqueta y se separa del péptido sin
afectar a los enlaces peptidicos entre los residuos. Una de las limitantes que existen es que
los péptidos cuyo extremo N-terminal se encuentre bloqueado (grupo aminoacetilado,
formilado, etc) no pueden secuenciarse .
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Se utilizaron las facilidades de secuenciacion y espectrometria de masas del consorcio
“Estudio de componentes del veneno de animales: estructura y funcion, desarrollo de
antivenenos e identificacion de proteinas terapéuticas” del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM, con la colaboracion del Dr. Fernando Zamudio. El secuenciador de proteinas
utilizado fue modelo LF 3000 Beckman (Palo Alto, CA).

5.2. Amplificacion de las secuencias que codifican algunas enzimas del veneno de B.
ammodytoides

5.2.1. Extraccion de RNA total de las glandulas venenosas

El RNA total se obtuvo de glandulas venenosas de B. ammodytoides, utilizando el
reactivo TRIzol®, método de isotiocianato guanidina/fenol originalmente descrito por
Chomzynski y Sacchi. Una ventaja de este método es que el RNA se extrae en pocos pasos
lo que da como resultado una mejor calidad y una menor degradacion de la muestra °'.

A continuacion, se enuncian los pasos para la extraccion de RNA total, a patir de
glandulas venenosas:

1. La glandula venenosa se extrajo por un procedimiento quirudrgico y se macer6 en 1
ml de Trizol. Se incub6 10 min en hielo

2. Se adicionaron 200 pL de cloroformo, se incubd 10 min a temperatura ambiente

3. Se centrifugé a 14,000 rpm 10 min a 4°C

4. FEl sobrenadante se coloco en un tubo limpio y se agregd un mismo volumen de
isopropanol se incub6 10 min a temperatura ambiente

5. Se centrifugé a 14,000 rpm 10 min a 4°C

6. Se descart6 sobrenadante y la pastilla se dejo secar

7. Finalmente se resuspendi6 en 50 uL. de H,O/DPC

Todos los reactivos utilizados eran libres de RNAsas y el material que se utiliz6 era
estéril. Para el analisis del RNA se utilizo un gel de agarosa al 1%.

5.2.2. Sintesis del cDNA 3’'RACE (Invitrogen™) a partir del RNA total

RACE o rapida amplificacion de los extremos de cDNA, es una técnica para la
amplificacion y caracterizacion de regiones de secuencias de acidos nucleicos desconocidas
a partir de un templado de mRNA, entre un sitio interno definido y una secuencia
desconocida en cualquier extremo del mRNA, ya sea 3’0 5" .

A partir del RNA total obtenido de las glandulas venenosas de la serpiente B.
ammodytoides, se obtuvo el cDNA por medio del Kit 3’'RACE (Invitrogen™), proceso que
se logra gracias a la etiqueta de adeninas que los RNA mensajeros (mRNA) poseen. En este
procedimiento los mRNAs, son retrotranscritos a cDNA, usando una enzima transcriptasa
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reversa, un oligo adaptador y un oligo dT (AP 5- GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACT
TTT TTT TTT TTT TTT T-3"). Como resultado de esta primera amplificacion se genera un
hibrido RNA-DNA, y luego por la accion de la RNAsa H se degrada la hebra de RNA
quedando una cadena sencilla de ¢cDNA. Utilizando este cDNA como molde, un oligo
especifico que hibride con una secuencia conocida del gen de interés y un oligo adaptador
que contiene la etiqueta de timinas, se busca tener un amplificado por medio de PCR. De esta
manera se espera obtener los genes tanto de serinoproteasa, metaloproteasa como de
fosfolipasa; para el caso de la metaloproteasa se us6 un plasmido obtenido de la libreria de
cDNA de glandulas venenosas de B. ammodytoides, ver 5.7.

5.2.3. Disefio de oligonucledtidos para amplificacion de las enzimas serinoproteasa,
metaloproteasa y fosfolipasa

Para el disefio de oligonucleo6tidos especificos para cada una de las enzimas, se
siguieron estrategias diferentes. En el caso de la serinoproteasa se tomd como base la
secuencia N-terminal de la proteina nativa, previamente determinada, para el disefio del
oligonucleétido directo y como oligonucledtido reverso se utilizo AUAP, proporcionado por
el Kit comercial 3’'RACE (Invitrogen™) y que contiene una secuencia homoéloga a la region
adaptadora del oligonucledtido adaptador (AP); para la metaloproteasa se disefiaron los
oligonucledtidos con base en alineamientos de secuencias de metaloproteasas ya reportadas;
y para PLA2 se uso la secuencia completa de PLA2 reportada por Clement et al. (2012) *
para el disefio de los oligonucledtidos. Los oligonucledtidos disefiados se muestran en la
Tabla 4.

Tabla 4. Oligonucleotidos para amplificar los genes de proteasas: serinoproteasa y
metaloproteasa una y PLA2.

Nombre Secuencia 5" 2> 3’ Tm °C
Oligol Fw Serino GTCATTGGAGGTGATGAATGT (21ng 60
Oligo Fw Metalo GAGCCCATCAAAAAGGCC (13m 56
Oligo Rv Metalo GGCATCGAAGCGATTTCT (18np) 54
Oligol Fw PLA2 CACCTGATGCAATTTGAG (18np) 52
Oligo2 Rv PLA2 GCATGGCTCTGACTCCTC (18ny) 58
Oligo AUAP GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC -

5.2.4. Amplificacion de los genes de serinoproteasa, metaloproteasa y fosfolipasa por
medio de la reaccion en cadena de la polimerasa PCR

La reacciéon en cadena de la polimerasa o PCR es un procedimiento efectivo para
generar in vitro grandes cantidades de una secuencia especifica de DNA. Para llevar a cabo
esta técnica se requiere DNA de doble cadena que servird como molde, dos oligonucle6tidos
sintéticos como iniciadores de la sintesis, una DNA polimerasa termoestable y finalmente los
cuatro dNTPs .
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El procedimiento ciclico de la PCR comprende tres etapas comenzando con la
desnaturalizacion por calor que dard como resultado la separacion de las hebras de DNA,
seguida por renaturalizacion que implica la hibridacién de los oligonucledtidos iniciadores
con sus regiones especificas en el templado y en tercer lugar la elongacion del DNA, en
donde se generaran las dos hebras nuevas *.

Las condiciones del PCR para amplificar los diferentes genes fueron las siguientes:

e Gen de la serinoproteasa: 20 picomoles/uL de cada uno de los oligonucle6tidos
(Oligo Fw serino y AUAP), 0.2 mM dNTPs, 1x Buffer de la taq polimerasa
adicionado con magnesio, 1.25 unidades/50 pL de reaccion de Taq polimerasa, y
cDNA. La mezcla de PCR se someti6 a 35 ciclos de desnaturalizacion (1 min, 94°C),
hibridacién (2 min, 60°C) y elongacién (2 min, 72°C). El tamaiio esperado para esta
amplificacion era aproximadamente de 900 pares de bases.

¢ Gen de la metaloproteasa: 20 picomoles/uL. de cada uno de los oligonucleétidos
(Oligo Fw Metalo y Oligo Rv Metalo), 0.2 mM dNTPs, 1x Buffer de la taq polimerasa
adicionado con magnesio, 1.25 unidades/50uL de reaccion de Taq polimerasa, y
cDNA. La mezcla de PCR se someti6 a 30 ciclos de desnaturalizacion (1 min, 94°C),
hibridacion (2 min, 55°C) y elongacién (2 min, 72°C). El tamaiio esperado para esta
amplificacion era aproximadamente de 800 pares de bases.

e Gen de la fosfolipasa: 20 picomoles/uL de cada uno de los oligonucledtidos (Oligo
Fw PLA2 y Oligo Rw PLA2), 0.2 mM dNTPs, 1x Buffer de la taq polimerasa
adicionado con magnesio, 1.25 unidades/50uL de reaccion de Taq polimerasa, y
cDNA. La mezcla de PCR se someti6 a 30 ciclos de desnaturalizacion (1 min, 94°C),
hibridacién (2 min, 54°C) y elongacién (2 min, 72°C). El tamaiio esperado para esta
amplificacion era aproximadamente de 400 pares de bases.

5.2.5. Insercion de genes en el vector de clonacion

Los insertos de tamafio esperado para cada gen, se extarjeron de un gel preparativo
de agarosa (1%), y luego se purificaron usando el Kif de extraccion de DNA Roche®. Ya con
los insertos purificados, se procedi6 a la ligacion en el vector de clonacion plasmido TOPO
2.1 (pCR®2.1-TOPO®, invitrogen™) ® (Figura 2). Este vector permiten la clonacion de
manera rapida y eficaz, ya que por efecto de una topoisomerasa el vector esta linearizado y
tiene extremos cohesivos expuestos con Timina; dicha base nitrogenada resulta ser muy
importante en el momento de la clonaciéon debido a que por otro lado, la enzima Taq
polimerasa empleada en la técnica de PCR adiciona el nucledtido de adenina (A) al final del
fragmento de interés, de manera que al momento de la ligacion se da una complementariedad
de bases entre la timina del vector y la adenina del inserto (Figura 3).
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PCR 2.1-TOPO
3.9Kb

Figura 3. Diagrama de la ligacion del producto de PCR y el vector pCR 2.1-TOPO,
mediante complementariedad de bases, con el método TA Cloning ®.

Para el proceso de ligacion se usaron SU de la enzima T4 DNA ligasa, 1x del Buffer
T4 DNA ligasa, y una mezcla de vector-inserto, en una relaciéon molar 1 a 3 en un volumen
final de 10 pL. La reaccion se incubd a temperatura ambiente por 30 min. Posteriormente, la
reaccion de ligacion se uso para transformar células hospederas de Escherichia coli XL1-
Blue (quimiocompetentes). Las trasformaciones se incubaron en medio Luria Broth (LB)
solido con 100 pg/mL de ampicilina y 30 pg/mL de X-gal a 37°C durante 16 h.

La presencia de colonias azules y blancas de la transformacion, permitio elegir
colonias blancas que eran positivas para la presencia de un inserto. Cada una de las colonias
positivas se crecieron en 3 mL de medio liquido LB con 100 pg/mL de ampicilina, luego de
16 h de incubacién se purificaron los pladsmidos con un Kit de purificacion de plasmido
(Roche®). Los plasmidos purificados se evaluaron por digestion con EcoR1 para aquellos
que llevaran el inserto de serinoproteasa y de PLA2. Para la deteccion de la presencia de
metaloproteasa se hizo analisis por PCR de colonias.
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Tanto los plasmidos que mostraron la liberacion del inserto del tamafio esperado,
como las colonias que mostraron amplificacion de secuencia de tamafio esperados, se
enviaron a secuenciacion del DNA plasmidico, utilizando los oligonucleétidos (figura 4):

M13 Forward (5 -GTAAAACGACGGCCAG-3")
M13 Reverse (5 -CAGGAAACAGCTATGAC-3")

AmpR

EcoRI

Gen de Interés

EcoRI

PCR 2.1-TOPO M13 Rv

+
Gen de Interés
Oligos M13

M/

KanaR

Figura 4. Vector de clonacion en el que se muestran sitios como: Gen de interés, genes de
resistencia y sitios de union de oligonucledtidos para secuenciacion, entre otros.

5.2.6. Disefio de oligos para la subclonacion en un vector de expresion

Se disefnaron oligonucledtidos para cada uno de los genes tanto de las proteasas:
serinoproteasa y metaloproteasa, asi como para la PLA2, para generar construcciones
dirigidas al vector de expresion pQE-30, con los sitios de restriccion BamHI y la secuencia
que codifica para el factor de corte por la proteasa Factor Xa en el extremo 5’ y el sitio de

restriccion Pst1 y un par de codones de paro en el extremo 3’ (Tabla 5).

Tabla 5. Oligonucleétidos para amplificar los genes de serinoproteasa, metaloproteasa y
PLA2 con sitios de restriccion, para la subclonacion en el vector de expresion pQE-30

Nombre Secuencia de Oligonucledtidos Temperatura °C
Oligonucleotido 5'—=>13)
Oligo Fw BamHI-FXa-Serino GGATCCATCGAGGGAAGGGTCATTGGAGGTGATGAATGT 391 60

Oligo Rv Stop-Stop-Pstl-Serino

Oligo Fw BamHI-FXa-Metalo
Oligo Rv Metalo

Oligo Fw BamHI-FXa-PLA2
Oligo Rv Stop-Stop-Pstl- PLA2

CTGCAGTTACTACGGGGGGCAGGTCACATC 30y

GGATCCATCGAGGGAAGGGAACAACAAAGATATAACCCC (39n 56

CTGCAGTTACTAGGCATCGAAGCGATTTCT (30n 54
GGATCCATCGAGGGAAGGCACCTGATGCAATTTGAG (36n 60
CTGCAGTTACTAGCATGGCTCTGACTCCTC 30ny 58
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5.2.7. Amplificacion por PCR para la adicion de los sitios de restriccion

Con el fin de obtener las construcciones de cada uno de los genes de proteasas y
fosfolipasa en el vector pQE-30 se realiz6 la amplificacion por PCR con los oligonucle6tidos
correspondientes. Las condiciones para cada una de las construcciones fueron las siguientes:

e Gen de la serinoproteasa: 20 picomoles/uL. de cada uno de los oligonucledtidos (ver
Tabla 5), 0.2 mM dNTPs, 1x Buffer de la Taq polimerasa adicionado con magnesio,
1.25 unidades/50uL de reaccion de Taq polimerasa, y 50 ng de plasmido pTOPO-
Serinoproteasa (de secuencia confirmada). La mezcla de PCR se someti6 a 30 ciclos
de desnaturalizacién (1 min, 94°C), hibridaciéon (2 min, 60°C) y elongacién (2 min,
72°C).

e Gen de la metaloproteasa: 20 picomoles/puL de cada uno de los oligonucleo6tidos (ver
Tabla 5), 0.2 mM dNTPs, 1x Buffer de la Taq polimerasa adicionado con magnesio,
1.25 unidades/50uL de reaccion de Taq polimerasa y 50 ng de pldsmido pTOPO-
Metaloproteasa (de secuencia confirmada). La mezcla de PCR se sometié a 30 ciclos
de desnaturalizacién (1 min, 94°C), hibridaciéon (2 min, 56°C) y elongacién (2 min,
72°C).

e Gen de la PLA2: 20 picomoles/uL de cada uno de los oligonucleétidos (ver Tabla 5),
0.2 mM dNTPs, 1x Buffer de la Taq polimerasa adicionado con magnesio, 1.25
unidades/50uL de reaccion de Taq polimerasa, y 50 ng de plasmido pTOPO-PLA2 (de
secuencia confirmada). La mezcla de PCR se sometio a 30 ciclos de desnaturalizacion
(1 min, 94°C), hibridacién (2 min, 58°C) y elongacién (2 min, 72°C).

5.2.8. Subclonacion de genes con sitios de restriccion en vector pCR2.1-TOPO

Cada gen amplificado por la reacciéon de PCR se purifico de un gel preparativo de
agarosa al 1%, usando el Kit de purificaciéon de productos de PCR (Roche). Ya con los
insertos purificados, se procedio a la ligacion en el vector de clonacion plasmido TOPO 2.1
(pCR®2.1-TOPO®, invitrogen™) usando las condiciones y procedimientos de
corroboracion de secuencias anteriormente mencionadas (apartado 5.2.5).

5.2.9. Construccion del vector de expresion pQE-30 con los genes de serinoproteasa,
metaloproteasa y fosfolipasa A2

Los plasmidos de clonacion p-Topo que contenian los genes de serinoproteasa,
metaloproteasa y PLA2, asi como el vector de expresion pQE-30 (Figura 5), se digirieron
usando las enzimas de restriccion BamHI para el extremo 5 y Pstl para el extremo 3°, de tal
forma que se obtuvieran extremos similares tanto en el vector como en los insertos, de manera
que posteriormente pudieran ser ligados.
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Figura 5. Vector de expresion pQE-30, en donde se resaltan sus caracteristicas: resistencia a
ampicilina, etiqueta de histidinas, sitio de multiclonacion.

Para 16 pL de reaccion de ligacion, se usaron SU de la enzima T4 DNA ligasa, 1x del
Buffer T4 DNA ligasa, y una mezcla conformada por el inserto y el vector, en una relacion
molar 5 a 1. Lareaccion se llevo acabo a una temperatura de 16°C por 16 h. Pasado el tiempo
de incubacidn, la reaccion de ligacion se usé para transformar en células hospederas de
mantenimiento (quimiocompetentes) XL1-Blue de Escherichia coli. Las trasformaciones se
sembraron en medio LB sélido con 100 pg/mL de ampicilina y se incubaron a 37°C durante
16 h. Las clonas obtenidas de la transformacion fueron analizadas por PCR de colonia y
aquellas que mostraran un tamano de inserto similar al esperado, se crecieron en 3 mL de
medio liquido LB con 100 ng/mL de ampicilina, se les extrajo el plasmido que finalmente se
verifico por secuencia.

5.3. Expresion heterologa de la Serinoproteasa, Metaloproteasa y PLA2

Los plasmidos de secuencia corroborada con cada uno de los genes (serinoproteasa,
metaloproteasa y PLA2), se usaron para transformar la cepa E. coli Origamiy M15 [pREP4].

Se eligi6 una colonia producto de la transformacion de cada uno de los genes de
trabajo y se inocul6 en 25 mL de LB con 100 pg/mL de ampicilina + 30 pg/mL de
kanamicina, se incub6 a 37°C por 16 horas y 180 rpm. De este cultivo se tomaron 10 mL y
se adicionaron a 1 L de LB con los mismos antibidticos correspondientes, y se incubo6 por 2
horas a 37°C y 180 rpm hasta alcanzar una densidad optica de 0.8 U (600 nm). En este punto
se realizd la induccion de la expresion con isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) en
las siguientes condiciones:
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e FE. coli Origami/pQE30:serinoproteasa: 0.5 mM IPTG a 16°C durante 24 h'y 180 rpm
e FE. coli Origami/pQE30:metaloproteasa: | mM IPTG a 30°C durante 6 h y 180 rpm
e FE. coli M15 [pREP4]/pQE30:PLA2: 1 mM IPTG a 16°C durante 24 h y 180 rpm.

Después de la induccion de cada cultivo las células fueron cosechadas por
centrifugacion a 8,000 rpm durante 20 minutos a 4°C en un rotor JA-14 (Modelo J2-21
Centrifuga, Beckman).

Para el caso de la serinoproteasa y PLA2, el rompimiento celular se realizé por un
proceso quimico, por medio de una lisis celular usando con lisozima a 200 pg/mL, Benzonasa
25 U/mL vy el buffer “Bugbuster” 1X (Novagen), que es una mezcla de detergentes no idonicos
capaces de perforar la pared celular sin desnaturalizar la proteina soluble. Las células se
incubaron con la mezcla por 30 minutos a temperatura ambiente en agitacion, posteriormente
la fraccion soluble y los cuerpos de inclusion se separaron por centrifugacion a 10,000 rpm
durante 20 min a 4°C en un rotor JA-20 (Modelo J2-21 Centrifuga, Beckman).

Para la metaloproteasa el rompimiento celular se realizé por un proceso mecénico,
con el equipo “One Shot Cell Disrupters” (Constant Systems “'°) que esta disefiado para
romper selectivamente la pared celular permitiendo que los componentes intracelulares sean
liberados y colectados. La presion ejercida sobre las células fue de 30 kpsi. Las fracciones
solubles e insolubles se separaron por centrifugacion a 8,000 rpm durante 20 min a 4°C en
un rotor JA-20 (Modelo J2-21 Centrifuga, Beckman).

5.4. Proceso de purificacion de las proteinas expresadas en la fraccion insoluble

Debido a que las proteinas expresadas se encontraron en la fraccion insoluble en
forma de cuerpos de inclusion, se realizo el procedimiento descrito a continuacidn para la
solubilizacion de las proteinas de las tres expresiones: en una solucion 6M cloruro de
guanidinio, 50 mM de Tris-HCI pHS, se incub6 la fraccion insoluble durante 2 h; la fraccion
insoluble; posteriormente se centrifugéd a 10,000 rpm durante 20 min a 4°C en un rotor JA-
20 (Modelo J2-21 Centrifuga, Beckman).

Una vez solubilizados los cuerpos de inclusion se purificaron mediante una
cromatografia de afinidad a niquel (Ni-NTA, QIAGEN). El principio se basa en la interaccion
de la etiqueta de histidinas de la proteina expresada con los cationes divalentes del ion Ni'%,
en dos de sus seis puntos de coordinacion los cuales se encuentran inmovilizados en la resina
de la columna de afinidad. Las proteinas que presentan un pegado inespecifico se eliminan
por diferentes lavados y las proteinas recombinantes de interés se eluyeron con Imidazol,
reactivo que entra en competencia con las histidinas liberando asi la proteina recombinante
de interés °°.
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Para la purificacion de las proteinas se utiliz6 una columna de 12 mL (Supelco) en
donde se agregaron 4 mL de resina Ni-NTA, que se equilibré con 5 volimenes de columna
de 50 mM Tris-HCI pH 8 con 6 M cloruro de guanidinio (GndCl), una vez equilibrada, los
cuerpos de inclusion solubilizados se dejaron pasar por la columna y se recirculod dos veces
para asegurar que las histidinas fusionadas a las proteinas recombinantes de interés se unieran
al niquel. La columna se someti6 a dos lavados para remover el pegado inespecifico; el
primer lavado se realiz6 con 20 mL de 50 mM Tris-HCI, 6 M GndCl pH 8, el segundo lavado
se realiz6 con 20 mL de 50 mM Tris-HCI, 6 M GndCl, 30 mM de Imidazol pH 8. Finalmente,
para obtener a las proteinas recombinantes se eluyé con 10 mL de 50 mM Tris-HCI, 6 M
GndCl, 400 mM de Imidazol pH 8. Tanto en los lavados como en la elucion, las muestras se
recolectaron en fracciones de 1 mL. Las fracciones obtenidas fueron analizadas por geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE), para el caso de las fracciones de serinoproteasa y
metaloproteasa el gel separador fue al 12% y para el caso de las fracciones de la PLA2 el gel
separador fue al 15%.

5.5. Plegamiento de proteinas

Una vez obtenidas las proteinas por purificacion en NiNTA, se llevo acabo el
plegamiento in vitro en condiciones controladas. Las fracciones de la purificacion se juntaron
y se llevaron a una concentracion final de 2 M de cloruro de guanidinio, en 50 mM de Tris-
HCI pH 8, 10 mM L-Glutatiéon reducido (GSH) y 1 mM L-Glutation oxidado (GSSG). La
concentracion final de imidazol fue de 0.133 M, y se incub6 por 7 dias a 4°C. Posteriormente
se purificaron por HPLC-RP en una columna analitica C4, y en las mismas condiciones
mencionadas en el punto 5.1.3.

5.6. Cambios en el gen de serinoproteasa.

Debido a que el gen que codifica a la serinoproteasa obtenida en esta investigacion
presentd una asparagina en posicion 43 en lugar de una histidina (aminodcido crucial para la
actividad catalitica), se planted realizar una mutagénesis sitio dirigida por PCR con la
metodologia del Megaoligo o "Megaprimer" ®’ para reemplazar a dicha asparagina 43 por
una histidina.

La mutagénesis se dividio en dos etapas; en la primera se amplificéd un segmento del
gen de la serinoproteasa con el oligonucledtido mutagénico RvH43NSerino mas el
oligonucledtido directo FwpQE-30, para generar el megaoligonucleotido H43NSerino; en la
segunda etapa se utilizé el megaoligo H43NSerino y el oligonucleotido reverso H43NSerino
(Tabla 6). Esta ultima amplificacion dio como resultado el gen con la mutacion deseada. La
mutagénesis se realizé de acuerdo al esquema de la Figura 6.
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Tabla 6. Oligonucleotidos para amplificar el gen de la serinoproteasa con la triada catalitica
correcta, por medio de la técnica del megaprimer

Nombre Secuencia de Oligonucledtidos Tm °C
Oligonucleotido 5'—=>13)

Oligo FwpQE-30 GGATCGCATCACCATCACCATCAC (240 62
Oligo RvH43NSerino TTTCCTGTCACAATGTGCAGC 21y 62
Megaoligo GGATCCATCGAGGGAAGGGTCATTGGAGGTGATGAATGTA -

H43N Serino

Oligo Rv Stop-Stop-Pst1-Serino

ACATAAATGAACATCCTTTCCTTGTAGCCTTGTACACCTC

CTGCAGTTACTACGGGGGGCAGGTCACATC 300y 62

Oligo especifico Fw

—_— .
5 3” Gen serinoproteasa
3 —~— 5
Oligo mutagénico 1er PCR
—~—
- N
Mega oligo del 1er PCR Purificacion
ﬂ_) del megaoligo
5 3
3’ 57
_
Oligo especifico Rv
2do PCR
5 Y4 37 Gen mutante
37 ~7 5° serinoproteasa

Figura 6. Esquema de la generacion de las variantes por medio de mutaciones sitio dirigidas,
con la metodologia del Megaoligo o "Megaprimer".

Para los procesos de clonacion, subclonacion y expresion se continud con la misma

metodologia mencionada en los puntos anteriores.
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5.7. Libreria de cDNA de glandulas venenosas de B. ammodytoides

Como se ha mencionado anteriormente, los venenos de las serpientes son una fuente
rica de compuestos farmacologicamente activos y algunos han sido propuestos como
candidatos para el tratamiento de algunas enfermedades o como pruebas diagnosticas. En
este trabajo se analizan componentes que presenten tales caracteristicas, por lo que para
ampliar la busqueda de moléculas bioactivas se realizo la construccion de una libreria de
cDNA, cuya finalidad es identificar nuevas secuencias de proteinas como posibles candidatos
para la generacion de agentes terapéuticos en serpientes poco estudiadas como es B.
ammodytoides.

Para la construccion de la biblioteca de cDNA, se utilizé el mismo RNA del punto
5.2.1, usando el kit de construccion de la biblioteca de cDNA Creator SMART (CLONTECH
Lab., Palo Alto, CA). En la sintesis de la primera cadena de cDNA, se utilizaron los
oligonucledtidos del kit:

SMART IV (5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTACGGCCGGG-3") y
CDSIII/3' PCR (5'-ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d (T) 30N-1N-3")

Para la amplificacion de cDNA se utilizaron los oligonucledtidos:
5' PCR Primer (5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3") CDS 111/ 3 'PCR Primer.

En ambas reacciones, se siguieron las condiciones sugeridas por el fabricante. Luego
de la amplificacion, los sitios de restriccion Sfil (denominados sitios SfilA y SfiIB) flanquean
las moléculas de cDNA resultantes, permitiendo la clonacion direccional. Después de la
digestion con Sfil, el cDNA se fraccion6 en columnas CHROMA SPIN-400 lo cual ayuda a
enriquecer los fragmentos de tamafio medio que corresponden al tamafio esperado de la
codificacion de péptidos de RNAs mensajeros. Las fracciones seleccionadas se agruparon y
se concentraron por precipitacion con etanol. E1 cDNA se ligé al plasmido pDNR-LIB
(Figura 7) a través de los sitios SfilA y SfilB, y la ligacion se usoé para transformar en células
de Escherichia coli-XL1Blue electrocompetentes.
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Notl Sfil

Stuffer Sfil

Fragment

pUC ori

pDNR-LIB
4.2 Kb

Notl

Sac B

Figura 7. Esquema del vector de clonaciéon pDNR-LIB, usado para la construccion de
librerias de cDNA mediante la tecnologia SMART.

5.8. Evaluacion de actividades enzimaticas in vitro

5.8.1. Ensayo de actividad de fosfolipasa en placa rodamina-yema de huevo-agar.

Para visualizar la actividad de fosfolipasa, se usan emulsiones de yema de huevo de
gallina. Dicha emulsion se mezcla en agar y rodamina y se deposita en una placa.
Posteriormente sobre la placa se pone la muestra a analizar y si ésta contiene fosfolipasa, se
observan zonas de hidrélisis producto de la accion enzimadtica sobre los fosfolipidos de la
yema de huevo.

A continuacion, se enuncia el procedimiento para el desarrollo de la prueba:

1.- Obtener una yema de huevo, completamente libre de la clara.

2.- Pesar y diluir la yema con 0.1 M Tris-HCI pH 8; 5 mM CaCl,; 0.5% Triton X-100 en un
volumen de 150 mL, para tener una concentracion final de la yema del 20% (P/V) pH 8.

3.- Mezclar con un agitador magnético durante 10 min y se centrifugar a baja velocidad
(1,500 rpm) por 5 min. Finalmente se tomar solo el sobrenadante.

Para preparar la placa de agarosa con rodamina-yema:

1.- Fundir 0.1 g de agarosa en 10 mL de 0.2 M Tris/HCI pH 8.

2.- Anadir 1 mL de 10 mM CaCl, a la agarosa

3.- Adicionar 8 mL de Rodamina 6G al 0.1%

4.- Adicionar100 pL Triton X-100

5.- Finalmente afiadir 2 mL del sobrenadante de yema de huevo preparada previamente

6.- Adicionar toda la mezcla a una caja Petri. Dejar gelificar la agarosa y hacer pozos para
depositar en ellos las muestras.
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Para la prueba de fosfolipasa, se cuantificaron 2 pug, tanto venenos completos como
fracciones y se aplicaron en los pozos correspondientes. Como control positivo se utilizo el
veneno rico en fosfolipasas de Micrurus fulvius (1 pg). Como control negativo se utilizd
buffer 20 mM de acetato de amonio pH 4.7.

5.8.2. Ensayo de actividad especifica de fosfolipasa A2

Se determind la actividad especifica de fosfolipasa A2 por medio de ensayo
titulométrico utilizando como sustrato solucion de yema de huevo al 10% (NaCl 0.1 M, CaCl
0.01 M, 0.1% Triton X-100) y NaOH 50 mM para titular. La actividad se reporta en unidades
especificas definidas como pmolas de NaOH consumidas por minuto por miligramo de
veneno. Las pmolas de NaOH consumidas en el ensayo son directamente proporcionales a
la cantidad de &cidos grasos liberados por accion de las PLA del veneno.

5.8.3. Zimograma con gelatina de actividad de proteasa

EL zimograma es una técnica electroforética que permite observar actividad de
enzimas. Se realiza con poliacrilamida y a diferencia de las electroforesis de proteinas en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) se trata de utilizar condiciones suaves (sin
agentes reductores) para evitar la pérdida de actividad de las enzimas estudiadas *.

La polimerizacion de la poliacrilamida se realiza en presencia de gelatina soluble. De
esta manera el gel resultante contendra gelatina (colageno desnaturalizado). Luego de realizar
la corrida electroforética de las muestras el gel se lava en una solucion con Tritén X100 y se
incuba en un buffer apropiado que favorece la actividad de las proteasas. El resultado de este
tipo de geles, es que en la zona donde se ubico una proteasa la gelatina habra sido degradada.
Esta degradacion se revela tinendo el gel con colorantes que tengan afinidad por proteinas,
observandose una zona blanca donde hubo degradacion ©.

Para ver actividad de proteasa en Zimograma se utilizé el sistema de electroforesis
descrito por Laemmli, 1970, modificado solo por la presencia de gelatina. La gelatina se
coopolimeriza con el gel separador a una concentracion final de 1.5 mg/mL. Después de la
electroforesis en las que se corrieron las diferentes muestras de proteinas el gel se procesé de
la siguiente:

1.- Incubar el gel en 50 mL de buffer Tris/HCl a 0.1 M pH 8, 5% Tritén X-100, por 1 hora.
2.- Incubar el gel en 50 mL de buffer Tris/HCl a 0.1 M pH 8, 0.05% Tritén X-100, por 1
hora.

3.- Incubar el gel en 50 mL de buffer Tris/HCl a 0.1 M pH 8 por 1 hora.

4.- Incubar el gel toda la noche en cdmara himeda.

5.- Teiiir el gel con azul brillante de coomassie 250 R por 1 hora.

6.- Finalmente destifiir el gel con una solucion de 4cido acético (10 %) e isopropanol (10%).
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Cada uno de estos pasos debe realizarse en agitacion rotatoria a temperatura ambiente.

Para la prueba de zimograma se usé veneno completo de Bothrops ammodytoides (10
ug/pozo) y las fracciones obtenidas de las diferentes purificaciones (5 pg/pozo); como
control negativo se us6 veneno completo rico en proteasas de Bothrops asper (10 ng/pozo).

5.8.4. Actividad Fibrinogenolitica en SDS-PAGE

Para determinar actividad fibrinogenolitica de serinoproteasa en gel SDS-PAGE, se
utiliz6 fibrinégeno de plasma humano, a una concentracion de 400 ng totales adicionado con
CaCl, 100 mM, conteniendo 20 pg de serinoproteasa nativa y 100 pg de serinoproteasa
recombinante, obtenida tanto de fraccion soluble como de cuerpos de inclusion. Las muestras
se incubaron a 37°C por 0.5, 1, 2, 4, 6, 8,10 y 24 h. El perfil de degradacion del fibrindgeno
por accion de las serinoproteasas se observo en un gel SDS-PAGE 12%.

5.9. Evaluacion de actividades biologicas

5.9.1. Actividad Coagulante en plasma sanguineo humano

La actividad coagulante de las enzimas se puede determinar sobre el plasma
sanguineo, agregando diversas cantidades de veneno a plasma. El resultado de la accion de
estas enzimas es la coagulacion del plasma. La actividad se determina midiendo los tiempos
de coagulacion del plasma después de agregar diversas concentraciones de veneno. La dosis
coagulante minima sobre plasma (DCM-P) corresponde a la concentracion de veneno que
induce la coagulacion en 60 segundos, basado en el método de coagulacién de Lee-White .

Las condiciones para el desarrollo de la prueba son las siguientes:

En tubos de ensayo de vidrio de 7 cm se colocan 0.2 mL de plasma, que se incuban
durante 3-5 min en bafio maria a 37°C. A continuacion, se adiciona la proteina a evaluar en
diferentes concentraciones y en un volumen final de 0.1 mL. Finalmente, se monitorea el
tiempo en que se forma el codgulo. La prueba se realiza por triplicado.

Para el control positivo se utilizdo veneno completo de B. asper (5 pg) y como control
negativo se us6 PBS1x.

5.9.2. Actividad Antimicrobiana por difusion radial en placa.

Para determinar la actividad antibacteriana de la PLA2, se llevaron a cabo ensayos de
susceptibilidad bacteriana, mediante difusion radial en placa de agar. En los ensayos se
utilizaron las cepas Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC
25923. El desarrollo del procedimiento implica realizar un pre-inoculo de cada una de las
cepas, en el medio de cultivo Mueller-Hinton (DIFCO), incubando a 37°C por 18 a24 h a
180 rpm. Posteriormente los cultivos se diluyen con Mueller-Hinton hasta a una densidad
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optica 0.08 U (600nm). En este punto se toma 1 mL de la solucién celular y se mezcla con
19 mL de medio de cultivo Mueller-Hinton con agar, y la mezcla se deposita en una caja
Petri. Una vez gelificado se adicionan las muestras a diferentes concentraciones en un
volumen de 5 pL; se incuban por un periodo de 24 h. Como control positivo se usé ampicilina
a una concentracion de 2.4 pM.

5.10. Actividades inmunologicas

5.10.1. Determinacion del reconocimiento inmunoquimico mediante ensayos por
Western blot.

El Western blot es una técnica que combina la resolucion de la electroforesis en gel
con la especificidad de la deteccion inmunoquimica. En este tipo de ensayo el veneno es
electro transferido a una membrana de nitrocelulosa y posteriormente por medio de
anticuerpos, que estan acoplados a una enzima que degrada al sustrato adicionado, se genera
una sefial que indica la presencia de los componentes reconocidos por los anticuerpos . Por
medio de esta técnica se podran observar las bandas proteicas reconocidas por los anticuerpos
y/o antivenenos. Los reactivos y soluciones del Western blot se encuentran en el Apéndice I.

El procedimiento para el reconocimiento inmunoquimico es el siguiente:

Las proteinas a evaluar se separan en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) con
corriente eléctrica 100 Volts. Al terminar la electroforesis, se saca de la camara de
electroforesis y se procede a transferirlo a una membrana de nitrocelulosa en una camara
semi-seca (Owl) de la siguiente manera:

1.- Poner 3 papeles filtro (3M) del tamafio del gel sobre la camara.

2.- Poner el gel sobre los papeles filtro.

3.- Poner luego la membrana de nitrocelulosa y

4.- Finalmente, poner otros 3 papeles filtro.

Todo lo anterior debe estar previamente humedecido en buffer de transferencia.
5.- Cerrar la camara y aplicar corriente constante a 400 mAmps, durante 1 h.

Una vez terminada la transferencia de las proteinas a la membrana de nitrocelulosa, se siguen
los siguientes pasos:

6.- Sumergir la membrana en solucion de bloqueo: TBST 1X + 5 gr. de leche, durante 2 h
en agitacion

7.- Lavar 3 veces con TBST 1X. Cada lavado debe ser de 10 min.

8.- Incubar la membrana con el ler anticuerpo (1 pg/ml) en TBST 1X + 0.05% leche,
durante 1 h.

9.- Lavar 3 veces con TBST 1X. Cada lavado debe ser de 10 min.
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10.- Incubar la membrana con el 2do anticuerpo (acoplado a una enzima fosfatasa alcalina)
en TBST 1X en una dilucion 1:1000, durante 1 h.

11.- Lavar 3 veces con TBST 1X. Cada lavado debe ser de 10 min.

12. Revelar con el sustrato del kit BCIP/NBT 1:1 (Invitrogen).

Las soluciones del SDS-PAGE y Western blot se encuentran descritas en el Apéndice
I al final del texto.

5.10.2. Cuantificacion del nivel de reconocimiento por inmunoensayo enzimatico ligado
a enzima (ELISA)

La técnica de ELISA se basa en la deteccion de un antigeno inmovilizado en una fase
solida, mediante anticuerpos acoplados a una enzima, y que en el momento de adicionar el
sustrato especifico, se genera una sefal (color) cuantificable mediante el uso de un
espectrofotometro (Abs 405 nm) 2. Por medio de esta técnica se cuantifica el nivel de
reconocimiento de anticuerpos y/o antivenenos hacia los venenos de varias especies del
género Bothrops, asi como de las proteinas recombinantes obtenidas a partir de la
informacion genética de la serpiente B. ammodytoides. El titulo de anticuerpo se define como
la cantidad de antiveneno necesaria para alcanzar la mitad de la respuesta maxima (Abs 405
nm). Los reactivos y soluciones del ELISA se encuentran en el Apéndice I al final del texto.

Protocolo para la realizacion del ensayo:

1.- Sensibilizar placas de ELISA de 96 pozos a una concentracion de 5 pg/mL de veneno o
proteina recombinante reconstituido en buffer carbonato de sodio 0.1 M, pH 9.5, hasta la
columna 11. Incubar toda la noche a 4 C.

2.- Lavar los pozos 3 veces con 200 pL/pozo de solucion de lavado para ELISA.

3.- Bloquear las uniones inespecificas con 150 pL de solucion de bloqueo para ELISA.
Incubar 2 h a temperatura ambiente o 4 C toda la noche.

4.- Colocar en la columna 1, 150 pl de antivenenos y/o anticuerpos a una diluciéon 1:10 en
buffer de reaccion para ELISA.

6.- Adicionar 100 pL/pozo de la solucioén de reaccion para ELISA de la columna2ala 12y
realizar diluciones seriadas 1:3 de los antivenenos y/o anticuerpos hasta la columna 10,
dejando la 11 y 12 como controles. Incubar 1 h a temperatura ambiente.

7.- Lavar 3 veces con 200 pL/pozo de solucion de lavado para ELISA.

8.- Adicionar 100 puL/pozo del segundo anticuerpo IgG de caballo conjugado a la enzima
peroxidasa diluido 1:1000 en buffer de reaccién para ELISA; incubar 1 h a temperatura
ambiente.

9.- Revelar con 100 pL/pozo de sustrato ABTS; incubar 10 min a temperatura ambiente.
10.- Detener la reaccion con 25 pl/pozo de 20% SDS.

11.- Leer la absorbancia en un lector de ELISA a 405 nm.
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6. Resultados y Discusion
6.1. Caracterizacion bioquimica de los componentes del veneno de B. ammodytoides

6.1.1. Fraccionamiento del veneno completo de B. ammodytoides por cromatografia de
exclusion molecular en gel

Para separar los componentes principales del veneno de B. ammodytoides en base a
su masa molecular, se utiliz6 una cromatografia de exclusion molecular (Figura 8A). Los
componentes de mayor masa molecular eluyen primero y los de menor masa al final.
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Figura 8. Cromatograma de las fracciones obtenidas por filtracion en gel Sephadex G-75 (200
cmx 1 cm). A) Se aplicaron 100 mg totales del veneno de B. ammodytoides (B.a.). Se utilizd
como fase movil 20 mM acetato de amonio, pH 4.7. El flujo fue de 15 mL/h. Las fracciones
se colectaron de 2 mL y se midid absorbancia a 280 nm. B) SDS-PAGE 12.5% mostrando
las proteinas presentes en cada fraccion obtenida en A). Se observan seis fracciones marcadas
con NUMEros romanos.
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Para conocer la complejidad y la masa molecular aparente de cada fraccion obtenida
por filtracion en gel, se realizé un gel de poliacrilamida en presencia de SDS (Figura 8B). El
porcentaje del gel fue de 12.5%, se emplearon condiciones reductoras y desnaturalizantes, se
cargaron 50 pug/pozo. En el primer carril se muestran los marcadores moleculares (Bio Labs).
Los carriles siguientes pertenecen a cada fraccion obtenida de la filtracion, se indica con
nimero romano la fraccion correspondiente. En el carril I, IT y III se muestran componentes
de masa molecular alto y mediano; se ha demostrado por estudios proteémicos que los
componentes de mayor masa molecular en los venenos de los vipéridos son, principalmente
enzimas hidroliticas. Se observan bandas de masa molecular aparente alrededor de 50 kDa,
las cuales podrian corresponder a metaloproteasas de tipo PIII (43-85 kDa). En la zona de
entre 20-40 kDa puede que se encuentren metaloproteasas del tipo PII (25-30 kDa) °,
serinoproteasas (23-54 kDa)". Las bandas que se muestran con un masa molecular aparente
de 13 kDa, pueden ser fosfolipasas ya que estas presentan entre 13 y 15 kDa **.

Los carriles marcados con IV, V y VI, aparentemente no se observan bandas, esto
puede deberse a que las fracciones son de masas moleculares bajas, ya que en el
cromatograma estas fracciones salen al final, lo que corresponden a tamafnos moleculares
pequetios. En los venenos de la familia Viperidae se han reportado componentes organicos
como: nucleoétidos, citrato, aminas libres, entre otros de naturaleza no proteinica y de masa
molecular baja’®.

6.1.2. Ensayo de actividad de fosfolipasa en placa con las fracciones de la exclusion
molecular.

Para determinar que fraccion contiene a la fosfolipasa, se realizé una prueba
cualitativa de actividad de fosfolipasa, en una placa de agarosa con yema de huevo y
rodamina, ensayo descrito en metodologia en apartado 5.8.1.

A

Figura 9. Actividad de fosfolipasa en placa de agar-yema de huevo rodamina, de las
fracciones obtenidas de filtracion en gel del veneno de B. ammodytoides. Fracciones 1, 11, 111,
IV, V y VI, de Filtaciéon en gel Sephadex G75. Control positivo (+) veneno completo de
Micrurus fulvius 1 ng/pozo. Control negativo (-) acetato de amonio 0.02M pH 4.7.
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En la figura 9, se muestra que las fracciones obtenidas por cromatografia de exclusion
molecular en gel, que presentan actividad de fosfolipasa fueron la Il y la IV, aunque la IV
puede ser un remanente de la fraccion III. Se depositaron 15 pg/pozo de cada una de las
fracciones obtenidas por filtracion en gel en una placa de agarosa con yema de huevo. Como
control positivo (+) se utilizé veneno completo de Micrurus fulvius 1 pg/pozo. Como control
negativo (-) se utilizo acetato de amonio 0.02M pH 4.7.

Se seleccion6 yema de huevo como sustrato lipidico, debido a que tiene entre sus
componentes lipidicos a la fosfatidilcolina, la cual es un elemento primordial de las bicapas
lipidicas de las membranas celulares. Por lo tanto, la utilizacion de la yema de huevo como
sustrato permitiria ver de manera directa la accion catalitica de la fosfolipasa. Tal accion
estaria directamente relacionada con la posible desestabilizacion de membranas, lisis celular
y liberacion de lipidos que actiian como mensajeros secundarios.

6.1.3. Ensayo de actividad de proteasa en gel SDS-PAGE con las fracciones de la
exclusion molecular

Para determinar que fraccion obtenida por filtracion en gel contenia la actividad de
proteasa, se realizd un zimograma en gel SDS-PAGE 12.5%.

Bas Bam |

Figura 10. Zimograma (SDS-PAGE12.5%) de actividad de proteasa. Fracciones obtenidas
de filtracion en gel con numeros romanos (I-VI). B.as. veneno completo de Bothrops asper

(1 pg/pozo). B.am. veneno completo de Bothrops ammodytoides (1ug/pozo). Fracciones de
la I-VI (5 pg/pozo).

En la Figura 10 se observaron halos de degradacion alrededor de 46 y 25 kDa, los
cuales indican la presencia de proteasas en el veneno. El halo que se observa con una masa
molecular aparente de 25 kDa de la Fraccion I-III, por tamafio podria corresponder a
serinoproteasas o metaloproteasas de tipo I . El halo que se observa con una masa molecular
aparente de 46 kDa de la Fraccion I-V, por tamaio podria corresponder a metaloproteasas de
tipo 11y ITT .
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Las enzimas hidroliticas como serinoproteasas y metaloproteasas son algunos de los
componentes principales que se han encontrado en venenos de serpientes del género
Bothrops '°, de tal forma que la presencia de los halos de degradacion en el zimograma,
pudieran corresponder a estos tipos de enzimas.

6.1.4. Repurificacion de las fracciones obtenidas del veneno completo por
cromatografia de fase reversa y analisis de fracciones.

La fraccion FI de filtracion en gel (Figura 8A), se eligio para ser repurificada por RP-
HPLC, debido a que se encontro la presencia de actividad de proteasas, ademds de ser una
de las fracciones mas abundantes.
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Figura 11. RP-HPLC de la fraccion I de filtracion en gel Sephadex G-75. Gradiente 10-60%
en 50 min, flujo 1 mL/min, columna C, analitica 214TP54.

En la figura 11 se muestran 12 sub-fracciones, las cuales fueron procesadas mediante
la degradacion de Edman, y asi obtener su secuencia N-terminal. Posteriormente mediante
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), las secuencias N-terminal elucidadas
mostraron identidad con secuencias reportadas en la base de datos Protein Data Bank (PDB)

(Tabla 7).
Tabla 7. Secuencias N-terminal de fracciones obtenidas de RP-HPCL de la FI
No. Fraccion N-terminal masa molecular Identidad
FI.1 ND ND ND
F1.2 ND ND ND
F1.3 HLMQXETLIKKIAGLS ND PLA2
F1.4 VIGGDECNVNEHRFL ND Serinoproteasa
FL5 ND ND ND
F1.6 ND ND ND
FL.7 AVIRNPLKFXXK 23,120 Dominio coiled
FL.8 GPPRNPLEEEFFDTDYEEFL  ND LAO
F1.9 ND ND ND
FI.10 ND ND ND
FI.11 ND ND ND
FI1.12 ND ND ND

ND= No Determinada
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6.1.5. Zimograma con gelatina para elucidar actividad de proteasas en las fracciones de
la repurificacion

Para determinar la masa molecular y la pureza de cada una de las fracciones obtenidas
por HPLC (Figura 11) se realizé un gel SDS-PAGE al 12.5 % (Figura 12A), y un zimograma
para determinar cudles de las fracciones contenian a las proteasas (Figura 12B).

A) B) Fracciones

Fracciones
kDa 1 2 3 456 7 8 9 10 11 12 kDa viv2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

100
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Figura 12. A) Gel SDS-PAGE 12.5 % y B) Zimograma de gelatina, de cada una de las
fracciones obtenidas por RP-HPLC, fracciones de la 1-12 (5 pg/pozo). V1 control positivo
veneno completo de Bothrops asper (1 pg/pozo). V2 veneno completo de Bothrops
ammodytoides (1 pg/pozo).

Como puede observarse en el gel SDS-PAGE 12.5% (Figura 12A), las diferentes
fracciones presentan mas de una banda, por lo que seria necesario llevar a cabo mas pasos de
purificacion. Sin embargo, las cantidades de proteina que se obtienen luego de realizar una
purificaciéon completa, estan en el orden de nanogramos, lo cual dificultaria su posterior
evaluacion mediante ensayos bioldgicos. Aun asi, se realizaron andlisis de actividad de
proteasas mediante un zimograma de gelatina, que se muestra en la figura 12B, en la que se
muestran halos de degradacion por arriba de 25 kDa en la mayoria de las fracciones. Los
resultados de este experimento indicaron que dichas fracciones pueden presentar dos formas
de proteasas del veneno, ya sea serinoproteasa o metaloproteasa.

6.1.6. Zimograma con gelatina para determinar inhibicion de la actividad de las
proteasas de las fracciones de la repurificacion

Para determinar inhibicion de metaloproteasas se utiliz6 un gel de actividad de
proteasa en zimograma de gelatina (Figura 13), en el que se utilizaron 2 pg/pozo de cada una
de las 12 fracciones obtenidas del RP-HPLC (Figura 11). El zimograma se realiz6 en las
mismas condiciones planteadas en el apartado 5.8.3.
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A) B)

Fracciones 0 Fracciones
a
VivV2 12 3 4 56 7 8

Viv2 1 2

9 10 11 12

V1 control positivo Veneno completo B. asper
V2 Veneno completo de B. ammoditoydes

Figura 13. Zimograma de inhibicion actividad de proteasa. A) Inhibicion de actividad de
metaloproteasa por EDTA; y B) Inhibicion de actividad de serinoproteasa por PMSF. V1
control positivo veneno completo de Bothrops asper (1 pug/pozo). V2 veneno completo de
Bothrops ammodytoides (1 pg/pozo).

Para inhibir de manera especifica a las metaloproteasas, se adicion6 a cada fraccion,
10 mM de 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) a pH 8, y se incubaron por 1 ha 37°C. El
EDTA es una molécula que contiene 4 grupos carboxilicos acidos con la capacidad de quelar
metales. El EDTA inhibe las metaloproteasas por quelacion del Zinc que requiere la enzima
como cofactor .

En la figura 13 A se muestra una ligera disminucion de los halos de degradacion en
todas las fracciones analizadas, debido a que debe existir contaminacion de las fracciones
con serinoproteasas, ya que las fracciones no se obtuvieron completamente puras (Figura
11A).

Para inhibir de manera especifica a las serinoproteasas, se adicionaron a cada
fraccion, 1 mM de fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF) y se incubaron por 1 h a 37 °C. El
PMSF se une especificamente y de forma irreversible al residuo serina del sitio activo de la
serinoproteasa, no uniéndose al resto de residuos de serina que presenta la proteina. La
especificidad por este residuo se debe a las condiciones fisicoquimicas en las que éste se
encuentra en el sitio activo de la proteina, lo cual impide la actividad enzimatica °.

De igual manera en la figura 13B se muestra una ligera disminucion de los halos en
todas las fracciones analizadas comparado con el zimograma de la Figura 11B, esto puede
deberse a la existencia de contaminacion de las fracciones con metaloproteasas.

Para confirmar que tipo de actividad proteasa contiene cada fraccion se debera

realizar una purificaciéon mas exhaustiva, y asi poder determinar que fracciones contienen
metaloproteasas y cuales a serinoproteasas.
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Sin embargo, en la fraccion 6 del zimograma de inhibicion en la Figura 13B, la banda
de entre 20 y 25 kDa no disminuye, por lo que podria tratarse de una metaloproteasa de tipo
I, ya que en la Figura 12A no presenta actividad.

6.1.7. Pruebas de coagulacion sanguinea con las fracciones de la repurificacion.

Debido a la poca disponibilidad de cada fraccion obtenida por RP-HPLC, el ensayo
de coagulacion sanguinea no se realizd por triplicado, sin embrago los resultados ayudan
conocer que fracciones son las que pueden presentan actividad anticoagulante (Tabla 8).

El método de coagulacion de Lee-White, se basa en colectar sangre venosa en un tubo
de vidrio con anticoagulante, y el tubo se debe inclinar suavemente para observar la

formacion del codgulo, y establecer asi los diferentes niveles de coagulacion, Figura 14.

A) B) ©)

Coagulacion parcial (++)

No hay coagulacién (-)

Coagulacion total (++++)

Figura 14. Fotografias de los diferentes niveles de la formacion de los codgulos de plasma
sanguineo humano. A) coagulacion total indicado con (++++), coagulacion parcial
indicado con (++) y no hay coagulacion indicado con (-).

La coagulacion total se define como la formacion de un coagulo estable e insoluble,

la coagulacion parcial es la formacion de un codgulo gelatinoso, facilmente desprendible del
tubo y finalmente la no coagulacion es el plasma liquido.
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Tabla 8. Evaluacion de coagulacion sanguinea de fracciones obtenidas de HPLC de FI

No fraccion Concentracion Coagulacién Tiempo
(ng) (s)
FI.1 10 - -
FI.2 5 - -
FIL.3 5 - -
FlL.4 10 ++ 30
FI.5 10 ++ 30
FI.6 10 - -
FIL.7 10 - -
FI.8 10 - -
FI.9 5 - -
FI.10 5 - -
FIl.11 5 - -
FI.12 5 - -
Veneno B. ammoditoydes 10 - 20
Fraccién | 10 ++++ 30
Veneno B. asper (Control +) 5 +HH+ 10

En la tabla 8 se puede observar que la fraccion 4 y 5 presenta una coagulacion parcial,
quiza si se aumenta la concentracion de cada una de las fracciones se pueda llegar a una
coagulacion total. Se sabe que los venenos botropicos son coagulantes sobre el plasma
sanguineo, paraddjicamente, el sujeto envenenado posee sangre incoagulable. Esto se debe a
la degradacion de factores de la coagulacion, y del fibrindgeno. Esta observacion es clara en
los casos de envenenamientos botrdpicos donde la afibrinogenemia y la trombocitopenia son
hallazgos caracteristicos '*. Por otro lado, estos venenos poseen proteasas con una fuerte
actividad fibrinolitica, las que pueden hidrolizar coagulos, agravando la hemorragia y
alterando los mecanismos hemostaticos por la liberacion de productos de degradacion del
fibrindgeno.

6.1.8. Actividad fibrinogenolitica

El mecanismo molecular de las serinoproteasas es la digestion de enlaces arginil,
liberando fibrinopéptidos del fibrindogeno. La mayoria de las serinoproteasas liberan
principalmente fibrinopéptidos tipo A. Sin embargo, algunas proteinas rompen
especificamente fibrinopéptidos tipo B, o a ambos .

En la figura 15A se observa que la actividad proteolitica de FI (obtenida de la
cromatografia de exclusion molecular en gel) a los 30 min degrada la cadena BR del
fibrin6geno, lo cual indica que la mayoria de los componentes encontrados en esta fraccion
son de tipo B. En la figura 15 B la fraccion F1.4 (repurificada por RP-HPLC) rompe a los 30
min la cadena Aa, lo que indica que esta es una serinoproteasa tipo trombina de la clase A.
Ambas fracciones rompen a las 4 h los dos tipos de fribrinopéptidos, esto debido al
prolongado tiempo de incubacion de la fraccion con el sustrato, inclusive se ha visto que a
tiempos prolongados de exposicion hay rompimiento inespecifico para ambas cadenas. Estos
resultados indican que la serinoproteasas tipo trombina en el veneno de B. ammodytoides
presentan los dos tipos de actividades de fibrogenasa o y 3.
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Fraccion | de sephadex G-75 Fraccion Fl.4 de HPLC
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Figura 15. Gel SDS-PAGE 12 % de los productos de degradacion de fibrindgeno. (A) Carril
1 (+), control (fibrindgeno sin FI), carriles 2 a 8, degradacion del fibrindgeno por fraccion FI
después de 0.5, 1, 2, 4, 6, 8 y 24 h de incubacién respectivamente a 37°C. (B) Carril 1(+),
control (fibrindgeno sin F1.4); Carriles 2 a 8, degradacion de fibrindgeno por fraccion F1.4
después 0.5, 1, 2, 4, 6, 8 y 24 h de incubacion, respectivamente a 37°C.

6.1.9. Identificacion de proteinas a partir de secuencias de péptidos obtenidos mediante
MALDI-TOF MS/MS

Con el fin de seguir analizando el veneno de B. ammodytoides, se realiz6 un gel SDS-
PAGE al 15 % de la Fraccion I proveniente de la purificacion por cromatografia de exclusion
molecular (Figura 8). Las bandas obtenidas se cortaron y a cada una se le hizo una digestion
con tripsina, enzima que corta cadenas polipeptidicas en el extremo carboxilo en los residuos
arginina y lisina.

Banda 50 KDa

Banda 30 KDa

<€—Banda 25 KDa

Figura 16. Gel SDS-PAGE 15% de la fraccion de FI. Se sefialan las bandas que fueron
cortadas y digeridas con tripsina para la la obtencion de secuencias polipeptidicas por
MS/MS.
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La digestion de cada una de las bandas senaladas en la Figura 16, se analizaron
mediante MALDI-TOF, y se obtuvieron secuencias polipeptidicas con identidad a proteinas
que corresponden a las ya reportadas en especies de Bothrops como puede verse en la tabla
9. Estas proteinas corresponden a las principales familias para el género Bothrops, como son
serinoproteasas, metaloproteasas, fosfolipasas y L-aminooxidasas.

Tabla 9. Resumen de la identidad de secuencias encontradas en la base de datos del
NCBI con secuencias polipeptidicas digeridas con tripsina de las bandas de 25,30 y
50 kDa.

Peso Molecular (Kda) Identidad a proteina

Serinoproteasa, Metaloproteasa, Fosfolipasa A2, L-aminooxidasa,

Banda de 25 Factor de crecimiento nerviosoy Tripsinogeno
Banda de 30 Serinoproteasa, Metaloproteasa, L-aminooxidasay Crostatin 1
Banda de 50 Serinoproteasa, Metaloproteasa, L-aminooxidasa y proteina ribosomal

6.2. Clonaciones de los genes que codifican enzimas del veneno de B. ammodytoides.
6.2.1. Extraccion RNA de glandulas venenosas de Botrhops ammodytoides.

Una glandula de un espécimen de B. ammodytoides fue quirurgicamente extraida y
mantenida en una soluciéon de RNA later (QUIAGEN®), este reactivo penetra rapidamente
en los tejidos, estabilizando y protegiendo el RNA celular en muestras de tejido intacto; sin
poner en riesgo la calidad o la cantidad de RNA obtenido tras el aislamiento posterior de
RNA, por lo que elimina la necesidad de procesar inmediatamente muestras de tejido™. El
RNA total se obtuvo de glandulas venenosas de B. ammodytoides, utilizando el reactivo
TRIzol®, ver 5.2.1.
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El RNA total de la glandula venenosa se muestra en la Figura 17, se puede observar la
integridad del RNA, ya que se muestran las bandas caracteristicas del RNA ribosomal 28S y
18S.

28s
18s

Figura 17. Extraccion de RNA obtenido a partir de la glandula venenosa de B. ammodytoides
y analizado en un gel de agarosa al 1%

6.2.2. Sintesis de cDNA y amplificacion por RT-PCR para obtener los genes de la
serinoproteasa, metaloproteasa y PLA2

El cDNA es una hebra de ADN de doble cadena una de las cuales constituye una
secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a partir del cual se ha sintetizado.
Se suele utilizar para la clonaciéon de genes propios de células eucariotas en células
procariotas, debido a que, dada la naturaleza de su sintesis carece de intrones.

Se amplificaron por PCR los genes correspondientes a serinoproteasa, metaloproteasa
y PLA2, de acuerdo a la secuencia N-terminal, los oligonucle6tidos propios para cada
amplificacion y a las condiciones que se mencionaron previamente en la metodologia
(Apartados 5.2.3, 5.2.4 y 5.2.5). En la Figura 18 se muestran amplificaciones de DNA de
tamafios esperados, de la siguiente manera: aproximadamente de 900 pb para serinoproteasa,
(Figura 18 A), 4 bandas de 3,000, 1,200, 1,000 y 800 pb para metaloproteasa (Figura 18 B),
y de 400 pb para PLA2 (Figura 18 C). Las diferentes amplificaciones de DNA, que
corresponden a los tamafios de los genes segiin la masa molecular para serinoproteasas,
metaloproteasas y PLA2 ya reportadas en la base de datos del NCBI.
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Figura 18. Amplificaciones por PCR de los genes que codifican para serinoproteasa (A);
metaloproteasa (B); y PLA2 (C).

6.2.3. Construccion del Vector pCR2.1-TOPO con los genes de serinoproteasa,
metaloproteasa y PLA2

Posterior a la amplificacion por PCR y siguiendo el protocolo descrito en la
metodologia (Apartado 5.2.8), se procedio a la ligacion de cada uno de los productos de PCR,
de serinoproteasa, metaloproteasa y PLA2, en el vector Topo 2.1 (Figura 19). Dichas
ligaciones se usaron para transformar células XL1Blue quimiocompetentes. Las células
transformadas se eligieron en base a los marcadores de seleccion del plasmido Topo 2.1 que
son: resistencia a ampicilina y expresion de la enzima B-galactosidasa (lac Z). La expresion
de la enzima se detecta de manera indirecta por la formacion de un precipitado de color azul
en presencia del sustrato cromogénico X-gal. La ligacion exitosa de la serinoproteasa,
metaloproteasa y PLA2 en el vector Topo 2.1 se da en la region /ac Z. De tal forma que la
insercion del gen provoca la interrupcion de lac Z 'y la bacteria no genera color.

A) B) C)

EcoRI
Metaloproteasa PLA2 EcoRI
ori
pUC ori \
EcoRI
PCR 2.1-TOPO PCR 2.1-TOPO flori
+ ¥

Serinoproteasa Metaloproteasa PCR z+.1 -ToPO

ori ori
AmpR AmpR

anal

Figura 19. Construcciones en el vector Topo 2.1. A) serinoproteasa, B) metaloproteasa y C)
PLA2.
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6.2.4. Seleccion de clonas que acarrean el inserto de interés

Para determinar cudles clonas contenian el plasmido con el inserto esperado, ademas
de los marcadores de seleccion mencionados, se realizé una digestion con la Enzima EcoRI,
para las construcciones de Topo 2.1-serinoproteasa y Topo 2.1- PLA2 (Figuras 20 Ay 20 B,
respectivamente); mientras que para el caso de Topo 2.1- metaloproteasa, se realizé6 PCR de
colonia (Figura 20 C).

Clonas
A) Clonas B) 1 2 3 4 5

1143

<—=900pb

Clonas
1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14

Figura 20. Analisis de clonas positivas obtenidas en Topo 2.1 mediante digestion enzimética
y andlisis por PCR de colonias, A) Clonas de la construccion Topo 2.1-serinoproteasa, B)
Clonas de la construccion Topo 2.1-metaloproteasa C) Clonas de la construccion Topo 2.1-
PLA2.

6.2.5. Secuencias de plasmidos de Topo2.1-serinoproteasa, Topo2.1-metaloproteasa y
Topo2.1-PLA2

Los plasmidos purificados de aquellas clonas que mostraron las bandas de tamafios
esperados para serinoproteasa de 900 pb (Figura 21A), para metaloproteasa de 1,200 pb
(Figura 21B), y para PLA2 de 400 pb (Figura 21C), fueron secuenciados usando los
oligonucledtidos M13 Forward y M 13 Reverse (indicados en el apartado 5.2.6).
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Para el caso de la secuencia de serinoproteasa (Figura 21 A) se obtuvo una secuencia
de 708 nucledtidos, que en el marco de lectura correcto, corresponden 236 residuos de
aminoacidos con una masa molecular tedrica de 25,985.7 Da, que corresponde a la masa
molecular reportada para serinoproteasas ** .

Sin embargo, la banda de 900 pb de serinoproteasa, indico la presencia de una
secuencia de 292 residuos de aminoécidos, la cual no corresponde con la masa molecular
aparente de 25 kDa mostrada en el zimograma de la figura 9, que era de 25 kDa. Aqui se
esperaba obtener una serinoproteasa de 236 aminoacidos (Figura 21A) con una banda de
aproximadamente 700 pb. Los 200 pb extras correspondieron a una secuencia que no codifica
para alguna proteina reportada ya que presenta varios codones de paro representando a la
region traducida 3" (3°-UTR).

La secuencia se analizé por BLAST p®, la cual muestra la similitud que existe entre
secuencias ya reportadas en la base de datos PDB. El servidor BLAST mostr6 que la
secuencia del producto clonado en el vector Topo 2.1, correspondia a una serinoproteasa
similar a tripsina (Figura 21B).
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Figura 21. Secuencia de plasmido de la construccion Topo 2.1-serinoproteasa. A) Gen de la
serinoproteasa, las flechas verdes indican la region de los oligonucledtidos; y B) andlisis por
BLAST de la secuencia de serinoproteasa.
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El alineamiento (Figura 22) de la secuencia de serinoproteasa obtenida de la clonacion
en Topo 2.1, no muestra la triada catalitica comun que presentan las serinoproteasas similares
a trombina (Asp102, His57 y Ser195), ya que la posicién 43 contiene una Asparagina en
lugar de una Histidina.

En el veneno de Macrovipera lebetina se encontr6 una serinoproteasa que no presenta
la triada catalitica comun, ya que en la secuencia la His 57 es reemplazada por Arg 57,y
ademds la Ser 195 es reemplazada por Asnl95, por lo que se sugiere la existencia de
isoformas sin actividad catalitica. Esto puede deberse a un empalme altenativo del gen o a
alguna alteracion del genoma ®'

De igual manera, una serinoproteasa homologa inactiva fue encontrada en el veneno
de Trimeresurus jerdonii, esta serinoproteasa tiene identidad estructural de una
serinoproteasa, pero sin actividad, debido a la sustitucion del residuo His 57 por Arg57 en la
triada catalitica®
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Figura 22. Alineamiento de la secuencia de serinoproteasa de B. ammodytoides con
secuencias de serinoproteasas de otras especies. QODF68 de Trimeresurus jerdoni, QIPT40
de Macrovipera lebetina y AAA48553 Batroxobin de B. asper. Los aminoacidos marcados
en azul corresponden a los aminoéacidos que forman la triada catalitica y en rojo a las Cys

El plasmido Topo 2.1-metaloproteasa arrojo una secuencia nucleotidica que al ser

traducida, muestra una secuencia de 237 residuos de aminoacidos (Figura 23A), lo que
representa en una masa molecular tedrica de 26,826.5 Da.
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La secuencia se analizo por BLAST® para proteinas, y se demostrd que la secuencia
corresponde a una metaloproteasa tipo II, ya que cuenta con un dominio desintegrina en la
region C-terminal, el cual es comun de este tipo (Figura 23B).
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Figura 23. Secuencia de plasmido de la construccion Topo 2.1-metaloproteasa. A) Estructura
primaria, las flechas verdes indican la region de los oligonucleodtidos; y B) Andlisis por
BLAST para proteinas de la secuencia.

La secuencia nucleotidica del plasmido de la construccion Topo 2.1-PLA2, al ser
traducida, representd una secuencia de 122 residuos de aminoacidos (Figura 24A), con una
masa tedrica de 13,838.5 Da, que difiere en 29.1 Da con respecto a la PLA2 nativa de
13,867.6 Da, segun lo reportado por Clement ef al (2012) *°. Esta diferencia en la masa
molecular podria indicar que algunos de los aminoacidos de la secuencia son diferentes, y se
estaria hablando de isoformas.

Al igual que para los casos anteriores la secuencia de fosfolipasa se analizd por

BLAST® para proteinas. El servidor BLAST mostrd que la secuencia del producto clonado
en el vector Topo 2.1, corresponde a una PLA2 (Figura 24B).

50



A)

EcoRI

CCGCCAGTGTGCTGGAATTCGCC CAC CTG ATG CAA
» H M

TAC GGT TTT TAT GGA
Py G F Y G
CAC GAC TGC TGT TAT
r H D C C Y
GTC GTC TGC GGA GGG
rV 3 C G G

AAT AAG GAC ACA TAC
P N K D T Y

B)

1

TTT GAG ACA
Q F E T
TGC TAC TGC GGC TCG GGG GGC CGA
C Y C G s G G R
GGA AAA GTG GCC GGC TGC GAC CCA
G K \ A G C D P
GAC GAC CCG TGC AAG AAG CAG ATT
D D P C K K Q |
AAC AAC AAA TAT TGG TTT TAC CCG
N N K Y w F Y P

20 4n

TTG ATC AAG AAA
L | K K

GGC CAG CCA AAG
G Q P K
AAA ATG GAC TTC
K M D F
TGT GAG TGC GAC
C E C D

GCC GAA AAT TGC
A E N [}

Bl

ATT
|
GAC
D
TAC

AGG

CAG
Q

a0

GCG
A
GCC
A
ACC

GTT

GAG

GGG AGA AGT GGT GTT
R \2

ACT GAC CGC TGC TGC
T D R
TAC AGC GAG GAG AAC

GCG GCA ACC TGC TTC

GAG TCA GAG CCA TGC
E S E P C

TGG TTC
w F

TTT GTG
F \%
GGG GTT
G \%
CGA GAC
R D
EcoRI
GGCGAATTCT

100

122

I ' ' ' | | ' | | | ' ' | ' | ' ' ' | | ' ' ' | | ' ' ' ' '
Query seq, HLMQFETL IKK IAGRSG YHF YGF YGC YCGSGERGOPKDATORCC FYHDCC YGK VAG COP KMDF YTY SEENGYYWC GGDDPCKKA ICECDRYAA TCF RONKDT YNNKYWFYPAENCOEESEPC

catalybic network |

M A

L

'y

primary metal binding site | § § Y

ve hydrophobic channel §  § i

A k

'y

Specific hits | )

PLA2_like superfamily

Superfanilies

Figura 24. Secuencia de plasmido de la construccion Topo 2.1-PLA2, las flechas verdes
indican la region de los oligonucledtidos (A) y Analisis por BLAST de la secuencia de PLA2

B).

En el alineamiento de la secuencia de PLA2 nativa con la PLA2 clonada en Topo 2.1
(Figura 25), se muestra que existe diferencia en 6 aminoacidos (residuos en verde). Sin
embargo, se observa que las cisteinas (residuos en rojo) se encuentran conservadas, al igual
que los aminoacidos que estan implicados en el sitio activo (residuos en azul), de manera que
se confirma que se trata de una isoforma *.
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PLA2clonada

PLA2nativa
PLA2clonada
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PLA2clonada

HLIMQFETLIKKIAGRSGVWEYGEFYGCYCGSGGRGKPKDATDRCCEFVHDCCYGKVTGCDPK
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****~k*****************************:*******************:*****
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R R R R R R

PC 122
PC 122

* %
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Figura 25. Alineamiento de la secuencia de PLA2 nativa con la PLA2 clonada en Topo 2.1.

En verde se indican a los aminoécidos diferentes entre la PLA2 nativa y la clonada, en azul
los aminoécidos implicados en el sitio activo y en rojo las Cys.

51



6.3. Construccion de los vectores de expresion de la serinoproteasa, metaloproteasa y
PLA2

6.3.1. Adicion de los sitios de restriccion a los genes de la serinoproteasa, metaloproteasa
y PLA2

Considerando que ya se tienen las construcciones de secuencias corroboradas, de los
genes de serinoproteasa, metaloproteasa y PLA2 en el plasmido Topo 2.1, se procedid
mediante el uso de la técnica del PCR y con oligonucledtidos especificos, a adicionar los
sitios de restriccion BamHI y Pstl a los genes de serinoproteasa, metaloproteasa y al de PLA2,
de acuerdo con las condiciones mencionadas previamente en la metodologia (Apartado
5.2.8).

En la figura 26 se muestra una banda amplificada del tamafio esperado de 737 pb
para la serinoproteasa, de 947 pb para metaloproteasa, y de 395 pb para la PLA2, todos
ellos con los nuevos oligonucleodtidos.

B) C)

A)

2.0
«—947pb

0 <395 pb

0.1

Figura 26. Amplificacion por PCR de los genes que codifican para: serinoproteasa (A),
metaloproteasa (B) y PLA2 (C) para la adicién de sitios de digestion que permiten su
posterior clonacién en el plasmido de expresion pQE-30.

6.3.2 Subclonacion en vector pCR2.1-TOPO de los genes que codifican para
serinoproteasa metaloproteasa y PLA2 con adicion de los sitios de restriccion BamHI y
Pstl.

El procedimiento para la subclonacion en el vector Topo 2.1 de los genes de
serinoproteasa y PLA2 con los sitios BamHI y Pstl se describe en la parte de metodologia
(Apartado 5.2.9). Estas construcciones se usaron para transformar en células E. coli XL1Blue
de E.coli (Figura 27).
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Figura 27. Construccion en el vector Topo 2.1 con sitios BamHI y Pstl, del gen de
serinoproteasa de 737 pb (A), metaloproteasa de 947 pb (B) y PLA2 395 pb (C).

PLA2

AmpR /
KanaR

6.3.3. Analisis de clonas de las construcciones en pCR2.1-Topo con la adicion de sitios
BamHI 'y Pst1

Mediante PCR de colonia se determino cuales clonas del gen de serinoproteasa y
metaloproteasa mostraban el tamafio esperado. Los resultados se analizaron en geles de
agarosa al 1.2%. Los geles de agarosa debian arrojar resultados en los que se visualizara una
banda de 737 pb para la construccidon con serinoproteasa (Figura 28 A) y una banda de 888
pb para la metaloproteas (Figura 28 B).

A) B)

clonas Clonas
1 2 3 4

888 pb

Figura 28. Analisis mediante PCR de colonia de clonas con el tamafo esperado. A) Clonas
de la construccion Topo 2.1 BamHI-FXa serinoproteasa-stop-stop-Pstl, y B) Clonas de la
construccion Topo 2.1 BamHI-FXa metaloproteasa-stop-stop-Psz1.

Para el caso de las clonas de PLA2, el andlisis se realizd6 mediante digestion

enzimatica con EcoRI. El cual mostré una banda del tamafio esperado de las clonas de 395
pb (Figura 29).
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clonas

Figura 29. Gel de agarosa con los resultados de la digestion con Eco RI, de la construccion
Topo 2.1 BamHI-FXa PLA2-stop-stop-Pstl.

6.3.4. Determinacion de las secuencias de plasmidos de Topo2.1-BamHI-FXa-
Serinoproteasa-Stop-Stop-Ps7l, Topo2.1-BamHI-FXa-Metaloproteasa-Stop-Stop-Pstl y
Topo 2.1 BamHI-FXa-PLA2-Stop-Stop-Pst1

Los plasmidos de las clonas de las tres construcciones, que mostraron las bandas de
tamafios esperados y se purificaron, se verificaron por secuenciacion (Figura 30). La
finalidad era corroborar que los sitios de restriccion BamHI y Pstl se encontraran en las
secuencias, de manera que posteriormente se pudiera digerir el pldsmido y luego ligar el
inserto obtenido en el plasmido de expresion pQE30.
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Figura 30. Resultados de secuenciacion de los plasmidos: A) Topo2.1-BamHI-FXa-
Serinoproteasa-Stop-Stop-Pstl, B) Topo2.1-BamHI-FXa-Metaloproteasa-Stop-Stop-Pstl y
C) Topo2.1-BamHI-FXa-PLA2-Stop-Stop-PstI.

6.3.5. Subclonacion en el vector de expresion pQE-30

Una vez obtenida la secuencia correcta de las construcciones en los vectores de

clonacion de la serinoproteasa, metaloproteasa y PLA2, se realizaron digestiones con las
enzimas de restriccion BamHI y Pstl, en donde se obtuvieron los genes de cada una de las
construcciones flanqueadas por los extremos correspondientes a BamHI y Pstl.
Posteriormente, se procedio a ligar dichos insertos con el vector de expresion pQE30,
digerido previamente con las mismas enzimas de restriccion (Figura 31).
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Figura 31. Construcciones de los tres genes en el vector de expresion pQE30. A)
Construccion de serinoproteasa B) Construccion de metaloproteasa y C) Construccion de
PLA2.

6.3.6. PCR de colonia de las clonas obtenidas de la ligacion del inserto de serinoproteasa,
metaloprotesa y fosfolipasa con pQE-30

Cada una de las ligaciones se usaron para transformar en células E. coli XL1-Blue
quimiocompetentes, y las clonas de cada transformacion se analizaron por PCR de colonia
(Figura 32). Las clonas que mostraron bandas del tamafio esperado en el gel de agarosa se
secuenciaron (Figura 33), y aquellas con la secuencia esperada se utilizaron para la expresion
heterdloga de serinoproteasa, metaloproteasa y PLA2.
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Figura 32. PCR de colonia de las clonas obtenidas de la ligacion del inserto en pQEO0-30. A)
clonas con inserto de serinoproteasa, B) clonas con inserto de metaloproteasa, y C) clonas
con inserto de PLA2.
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Secuencias de clonas obtenidas de la ligacion en pQEO0-30. A) Secuencia de
serinoproteasa, B) Secuencia de metaloproteasa y C) Secuencia de PLA2.
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6.4. Expresion heterologa y purificacion de las proteinas de serinoproteasa,
metaloproteasa y PLA2

Debido al gran potencial terapéutico que se ha encontrado en las proteinas de los
venenos de serpientes, y considerando la gran dificultad para obtener cantidad apreciable de
proteinas purificadas de la glandula de veneno para estudios estructurales y funcionales, se
han buscado alternativas como expresion heterdloga para obtener dichas proteinas del
veneno.

Para expresar las proteinas serinoproteasa, metaloproteasa y PLA2, los plasmidos
pQE30 con las diferentes construcciones, se usaron para transformar células E. coli cepa
Origami y M15[pREP4]. El vector pQE30 tiene entre muchas caracteristicas, el promotor
T5/lac, y dos genes del operador /ac el cudl a su vez, es regulado por la proteina represora
Lac que es producida de manera constitutiva por el plasmido. Las proteinas clonadas en el
vector pQE30 se inducen con IPTG que suprime el gen del represor /acl permitiendo la
expresion. Las condiciones de expresion se mencionan en la parte de metodologia (Apartado
5.3).

6.4.1. Expresion, purificacion, plegamiento y pruebas de actividad de la serinoproteasa

Las condiciones de expresion de la serinoproteasa, sin la triada catalitica comun,
fueron 0.5 mM IPTG, 16°C durante 24 h y 180 rpm. La expresion de serinoproteasa se obtuvo
en cuerpos de inclusion, por lo que se procedio a solubilizarlos con una solucién 6M GndCl,
en 50 mM Tris-HCl pH 8. Posteriormente la proteina se purificoé por cromatografia de
afinidad a niquel (Ni-NTA). Los resultados de los diferentes pasos de purificacion se
observaron en un gel SDS-PAGE 12% (Figura 34).
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Figura 34. Gel SDS-PAGE 12 % de la expresion y purificacién de la serinoproteasa
recombinante de B. ammodytoides. En cada carril se muestran los diferentes pasos de
purificacion y con la flecha se marca la masa molecular aparente de 27,000 Da en las
fracciones de la elucion.
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Debido a que la serinoproteasa se encuentra desnaturalizada por la accion del GndCl,
fue necesario realizar ensayos de plegamiento in vitro para tratar de obtenerla en su forma
nativa y funcional. Ademas del ensayo de plegamiento descrito en el Apartado 5.5 de la
metodologia, se realizaron varias condiciones de plegamiento con distintos aditivos (Tabla
10), para evaluar que condiciones de plegamiento pudieran generar la correcta formacion de
puentes disulfuro, y asi tener activa a la serinoproteasa.

Tabla 10. Diferentes Condiciones de plegamiento

_____ (NH,),SO, L (NH,),SO,
0.2M 0.2M
GndCl
oM 1 2 5 6
Urea
oM 3 4 7 8
GSH/GSSG Cys/CySS
1mM/0.1mM 1mM/0.1mM

La cantidad de proteina recombinante utilizada para cada condicion de plegamiento
fue de 150 pg, ademas de los reactivos mencionados en la Tabla 10, el buffer de reaccion
utilizado fue 2 M Tris-HCI pHS. El tiempo de reaccion fue de 72 h a temperatura ambiente
838485 Después del tiempo de incubacion con cada una de las condiciones de plegamiento se
purifico la reaccion por HPLC (datos no mostrados) usando las mismas condiciones que la
metodologia (Apartado 5.1.3).

Otro de los ensayos de plegamiento que se realiz6 fue por medio de didlisis en la que
. . . ., 10
se ha logrado plegar a serinoproteasas provenientes de cuerpos de inclusion ', el
procedimiento consistid de los siguientes recambios:

0.5M NaCl 20 mM Tris-HCI pH8, 6M Urea

0.5M NaCl 20 mM Tris-HCI pH8, 4M Urea

0.5M NaCl 20 mM Tris-HCI pH8, 2M Urea

0.5M NaCl 20 mM Tris-HCI pHS,

0.5M NaCl 20 mM Tris-HCI pH8, 1mM GSH/0.1mM GSSG

Cada uno de los pasos de dialisis fue incubado a 4°C, y en agitacion constante durante
1 hora.

Se realizaron ensayos de actividad con las diferentes reacciones de plegamiento de la
siguiente manera:
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Zimogramas para determinar la actividad de proteasa, que para todos los casos no
mostrd actividad, solo el control positivo que fue veneno completo de Bothrops asper, que
se sabe que presenta componentes con alta actividad de proteasa (datos no presentados).

Prueba de coagulacion de plasma sanguineo, se tomaron 0.2 mL de plasma sanguineo
anticoagulado con citrato, previamente incubado por 5 min a 37°C en baio Maria, luego se
agregaron 20 pg de serinoproteasa recombinante plegada de cada una de las condiciones
realizadas y se incubo por 1 min. Ninguna condicion de plegamiento coaguld el plasma.

Por lo tanto, la serinoproteasa recombinante que no presenta la triada catalitica comtin
de His, Asp y Ser, no present6 actividad tipo trombina.

De tal forma se procedio a utilizar técnicas que nos permitiera obtener una posible
serinoproteasa recombinante activa. Por lo que se decidié cambiar la asparagina en posicion
43 por la histidina, que es el aminoacido correcto de la triada catalitica. Este cambio se realizéd
por medio de mutagénesis sitio dirigida. La metodologia se hizo de acuerdo al esquema de la
figura 6.

El proceso se realizd en dos etapas: En la primera se amplifico un segmento del gen
de la serinoproteasa con el oligonucle6tido mutagénico N43H y con el oligonucle6tido
directo, para generar el megaoligo de 188 pb (Figura 35 A), en la segunda etapa se utiliz6 el
megaoligo y el oligonucleotido reverso. Esta tltima amplificacion da como resultado el gen
con la mutacién deseada con un tamafio esperado de 767 pb (Figura 35 B).

A) B)

1.0——>
0.5

188 pb

Figura 35. PCR para la obtencion de la serinoproteasa con la mutaciéon de Asparagina en
posicion 43 por Histidina. A) PCR para la obtencioén del megaoligo; y B) PCR para obtener
el gen de la serinoproteasa con la mutacion deseada.
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La banda de PCR de 767 pb se clond en el vector Topo 2.1 de acuerdo con las
condiciones que se mencionaron previamente en la metodologia.

A) B)

1 2 345 678910111213 +

PCR 2.1-TOPO .
+ | f 1.0

Serinoproteasa J,‘ ,"‘;H or 05 737 pb

0.1

+ Control positivo

0

GSIEGRVIGGDECNINEHPFLVALYTSRSRRFHCGGTLINQEWVLTAAHCDRKNIRIKLGMHSK
NVTNEDEQTRVPKEKFFCLSSKTYTKWDKDIMLIRLKRPVNDSPHIAPLSLPSNPPSVGSVCRIM
GWGTISPTKVSYPDVPHCANINLLDYEVCRTAHGGLPATSRTLCAGILEGGKDSCQGDSGGPLI
CNGQFQGILSWGVHPCGQRLKPGVYTKVFDYTEWIRS IAGNTDVTCPP=*LQ

Figura 36. Clonacion del gen de la serinoproteasa con la mutacion deseada. A) Clonacion en
el vector Topo 2.1; B) Gel de clonas con inserto de serinoproteasa; y C). Secuencia de
serinoproteasa con el cambio de asparagina por histidina. Los dos puntos en el C) es el codon
de paro.

El clon con la secuencia esperada para serinoproteasa con la triada catalitica comun
de His, Asp y Ser se digiri6 con las enzimas de restriccion BamHI y Pstl y luego se subclon6
en vector pQE-30 (Figura 37).
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)

MRGSHHHHHHGSIEGRVIGGDECNINEHPFLVALYTSRSRRFHCGGTLINQEWVLTAAHCDRK
NIRIKLGMHSKNVTNEDEQTRVPKEKFFCLSSKTYTKWDKDIMLIRLKRPVNDSPHIAPLSLPSN
PPSVGSVCRIMGWGTISPTKVSYPDVPHCANINLLDYEVCRTAHGGLPATSRTLCAGILEGGKD
SCQGDSGGPLICNGQFQGILSWGVHPCGQRLKPGVYTKVFDYTEWIRS IIAGNTDVTCPPe+LQ

Figura 37. Subclonacion en el vector de expresion pQE-30 del gen de la serinoproteasa con
la mutacion deseada. A) Subclonacion en el vector pQE-30; B) Gel de clonas con inserto de
serinoproteasa; y C) secuencia de serinoproteasa con el cambio de asparagina por histidina.
Los dos puntos en el C) es el codon de paro.

Para la expresion de la serinoproteasa con la triada catalitica comun, se usaron las
siguientes condiciones: 0.5 mM IPTG, a 16°C durante 8 h y 180 rpm. La expresion de
serinoproteasa se obtuvo en la fraccion soluble. El proceso de purificacion se analizd por
SDS-PAGE 12% y Western blot, utilizando anticuerpo anti-Histidinas, mostrando una banda
de tamafio aparente de 27, 000 Da (Figura 38).
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Figura 38. Analisis del proceso de purificacion por NiNta de la fraccion soluble. A) Gel SDS-
PAGE 12 % de la expresion y purificacion de la serinoproteasa recombinante con la triada
catalitica comun de His, Asp y Ser de B. ammodytoides; B) Western blot usando como
anticuerpo anti-histidina 1:5,000. En cada carril se muestran los diferentes pasos de
purificacion y con flecha se marca la masa molecular aparente de 27,000 Da en las fracciones
de la elucion.
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Para determinar actividad de proteasa en las fracciones obtenidas de la purificacion
de la serinoproteasa recombinante con la triada catalitica, se realizé un zimograma utilizando
como sustrato gelatina, (ver metodologia apartado 5.8.3).

El resultado muestra un halo de degradacion a la altura de la masa molecular esperada
para la serinoproteasa recombinante (Figura 39).
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Figura 39. Zimograma de actividad de proteasa. Gel SDS-PAGE 12% con 1.5 mg/ml de
gelatina. Veneno completo de B. ammodytoides 5 pg, pool de elucion de fracciones obtenidas
de la purificacion por NiNTa.

A la serinoproteasa obtenida en fraccion soluble se realiz6 actividad fibrinogenolitica
sobre fibrindgeno de plasma humano. En la figura 40 se observa que la serinoproteasa
recombinante soluble tratada a diferentes tiempos. Sin embargo, no present6 degradacion en
ninguna de las cadenas de fibrindogeno. Aunque las proteinas recombinantes obtenidas de
manera soluble pueden presentarse en su forma activa, en este caso la gran cantidad cisteinas
que contienen estas proteinas pueden generar mas de 10,000 conformaciones diferentes de
puentes disulfuro, y que ninguna de estas sea la activa.
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Tiempo (h)

1 2 4 6 8

- Serino-
proteasa

Figura 40. Gel SDS-PAGE 12 % de los productos de degradacion de fibrindgeno carriles 2 a
8, degradacion del fibrindgeno por serinoproteasa recombinante soluble después de 0.5, 1, 2,

4, 6, 8 y 24 h de incubacion respectivamente a 37°C. Carril 10, control + (fibrindgeno sin

serinoproteasa).

Las fracciones de elusion de la purificacion por Ni-NTA (Figura 38 A) se unieron y
a la mezcla se adiciono DTT 10 uM 1 hora a 37°C. El producto se purifico por HPLC en una
columna C4, la fraccion marcada con asterisco en la figura 41, corresponde a la
serinoproteasa reducida de la cual se obtuvo la masa molecular experimental que fue de
27,859 Da, que corresponde al valor tedrico de 27,862 Da, el error de +/- 3 Da, es considerado
como parte de las desviaciones del equipo.
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Figura 41. RP-HPLC de la reduccion con DTT de la mezcla de fracciones de la purificacion
por afinidad a niquel. El asterisco en rojo indica la fraccidon reducida con la masa molecular
experimental esperada de 27,859 Da.
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Debido a que el 90% de la serinoproteasa recombinante con la triada catalitica
correcta, se obtuvo como cuerpos de inclusion, se solubilizaron en 6M GndCl en 50 mM
Tris-HCI pH 8, y posteriormente se purificaron por cromatografia de afinidad a niquel (Ni-
NTA). En la figura 42 se muestra un gel SDS-PAGE 12% de los diferentes pasos de
purificacion.
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Figura 42. Gel SDS-PAGE 12 % de la expresion y purificacién de la serinoproteasa
recombinante de B. ammodytoides. En cada carril se muestran los diferentes pasos de
purificacion, y con flecha se marca la masa molecular aparente de 27,000 Da en las fracciones
de la elucion.

A los cuerpos de inclusion de la serinoproteasa, fue necesario realizar ensayos de
plegamiento in vitro para obtenerla en su forma nativa y funcional. Se usaron las condiciones
del punto 5.5 de la metodologia. Después de los 7 dias de incubacion, la purificacion se
realizd por HPLC fase reversa. La fraccion marcada con asterisco corresponde a la
serinoproteasa, figura 43.
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Figura 43. HPLC del ensayo de plegamiento de serinoproteasa obtenida de cuerpos de
inclusién. Se utilizé una columna analitica C4 (Vydac #214TP54, 5 pm 300 A 4.6 x 250mm)
usando el solvente A (0.1% de acido trifluoroacético (TFA) en agua) y el solvente B (0.1%
TFA en acetonitrilo) en un gradiente de acetonitrilo de 10-60% en 50 minutos a un flujo de
I mL/min. El asterisco en rojo indica la fraccidn mayoritaria del plegamiento utilizado para
posteriores analisis.

A la fraccion marcada con asterisco de la figura 43, que corresponde a la
serinoproteasa, se us6 para determinar actividad fibrinogenolitica sobre fibrindgeno de
plasma humano. En la figura 44 se observa que la serinoproteasa recombinante de cuerpos
de inclusion, tratada a diferentes tiempos no presentd degradacion de ninguna de las cadenas
de fibrindgeno.
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Figura 44. Gel SDS-PAGE 12 % de los productos de degradacion de fibrindgeno. Los carriles
2 a 8 representan la degradacion del fibrindgeno por la serinoproteasa recombinante plegada
a partir de cuerpos de inclusion después de 0.5, 1, 2, 4, 6, 8 y 24 h de incubacioén
respectivamente a 37°C. El carril 10 representa el control + (fibrindgeno sin serinoproteasa).
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6.4.2. Expresion, purificacion y plegamiento de la metaloproteasa

Las condiciones para la expresion de la metaloproteasa fueron 1 mM IPTG, 30°C durante
6 h y 180 rpm. La expresion de metaloproteasa se obtuvo en cuerpos de inclusion, que se
solubilizaron en 6M GndCl en 50 mM Tris-HCI pH 8, y posteriormente la proteina se purificd
por cromatografia de afinidad a niquel (Ni-NTA). Los resultados de los diferentes pasos de
purificacion se observaron en un gel SDS-PAGE 12% (Figura 45A).
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Figura 45. Andlisis del proceso de purificacion por NiNta. A) Gel SDS-PAGE 12 % de la
expresion y purificacion de la metaloproteasa recombinante de B. ammodytoides; y B)
Western blot usando como anticuerpo anti-histidina 1:5,000. En cada carril se muestran los
diferentes pasos de purificacion y con flecha se marca la masa molecular aparente de 27,000
Da de las fracciones de la elucion.

A las fracciones de la elusion obtenidas de la purificacion por Ni-NTA (Figura 45 A)
se unieron y se redujeron con DTT 10 uM 1 hora a 37°C. El producto se purifico por HPLC
en una columna C4. La fraccion marcada con asterisco, ver figura 46, se envio a
espectrometria de masas para obtener la masa molecular experimental que fue de 26, 826.52
Da, la cual corresponde al valor tedrico de 26,828.18 Da, el error de +/- 2 Da, es considerado
como parte de las desviaciones del equipo.
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Figura 46. Purificacion por RP-HPLC de la reduccion con DTT de la mezcla de fracciones
de la purificacioén por afinidad a niquel de metaloproeasa. El asterisco en rojo indica la
fraccion reducida con la masa molecular experimental esperada de 26,828.18Da.

Debido a que la metaloproteasa se encuentra desnaturalizada por la accion del GndCl,
fue necesario realizar ensayos de plegamiento in vitro para obtener en su forma activa. Para
ello se sigui6 el procedimiento planteado en el apartado 5.5 de la metodologia. Después de
los 7 dias de incubacion de la reaccion de plegamiento, se realizé una cromatografia en HPLC
fase reversa. (Figura 47).

lorm. ]

900 +

800 +

700 + 40

600 -

%B

500

A230 nm

400

300

200

100

Tiempo (min)
Figura 47. Purificacion por HPLC del ensayo de plegamiento de metaloproteasa. Se utilizo
una columna analitica C4 (Vydac #214TP54, 5 um 300 A 4.6 x 250mm) usando el solvente
A (0.1% de acido trifluoroacético [TFA] en agua) y el solvente B (0.1% TFA en acetonitrilo)
en un gradiente de acetonitrilo de 10-60% en 50 minutos a un flujo de 1 mL/min.
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Para determinar actividad de proteasa del plegamiento de la metaloproteasa, se realiz6
un zimograma utilizando como sustrato gelatina. Sin embargo, no mostré6 un halo de
degradacion evidente (datos no mostrados). Se ha descrito que proteinas de tamafio mediano
a grandes y con actividad enzimatica, pueden desnaturalizarse facilmente con las condiciones
de separacion en HPLC-RP, Las metaloproteasas son un ejemplo de que se inactivan por
solventes orgdnicos, comunmente usados en la cromatografia de fase reversa, lo que
imposibilita las pruebas de actividad. Por lo tanto, es necesario utilizar otras técnicas
cromatograficas para la separacion de las metaloproteasas >

6.4.3. Expresion, purificacion, plegamiento y caracterizacion de l1a PLA2

Las condiciones para la expresion de la PLA2 fueron 1 mM IPTG, 16°C durante 24 h
y 180 rpm. La expresion de PLA2 se obtuvo en cuerpos de inclusion, por lo que se tuvieron
que solubilizaron en una solucion 6M GndCl en 50 mM Tris-HCI pH 8, y posteriormente la
proteina se purificod por cromatografia de afinidad a niquel (Ni-NTA). Los resultados de los
diferentes pasos de purificacion se observaron en un gel SDS-PAGE 15% (Figura 48A).
Ademas, se realiz6 un Western blot de los diferentes pasos de purificacion, utilizando un

anticuerpo anti-histidinas, mostrando un reconocimiento evidente en un peso molecular
aparente de 15,000 Da (Figura 48B).
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Figura 48. Analisis del proceso de purificacion de la proteina PLA2 por NiNta. A) Gel SDS-
PAGE 15 % de la expresion y purificacion de la PLA2 recombinante de B. ammodytoides.
B) Wester blot usando como anticuerpo anti-histidina 1:2,000. En cada carril se muestran los
diferentes pasos de purificacion y con flecha se marca la masa molecular aparente
aproximada de 15,000 Da de las fracciones de la elucion.
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Debido a que la PLA2 se encuentra desnaturalizada por la accion del GndCl, fue
necesario realizar ensayos de plegamiento in vitro para tratar de obtenerla en su forma activa.

Para ello se siguio el procedimiento planteado en el apartado 5.5 de la metodologia.
Después de las 48 h de incubacion del plegamiento se realizé una cromatografia en HPLC
fase reversa. Las fracciones fueron colectadas manualmente por monitoreo a una absorbancia
de 230 nm (Figura 49).
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Figura 49. Purificacion por RP-HPLC del ensayo de plegamiento de PLA2. Se utilizé una
columna analitica C4 (Vydac #214TP54, 5 um 300 A 4.6 x 250mm) usando el solvente A
(0.1% de acido trifluoroacético (TFA) en agua) y el solvente B (0.1% TFA en acetonitrilo)
en un gradiente de acetonitrilo de 10-60% en 50 minutos a un flujo de 1 mL/min.

Se obtuvieron seis fracciones de la purificacion por HPLC después del plegamiento,
las cuales se analizaron en ensayo de actividad de fosfolipasa en placa rodamina-yema de
huevo-agar (Figura 50).

M. fulvius e

Figura 50. Ensayo de actividad de PLA2 en placa rodamina-yema de huevo-agar. Las
fracciones 1,2,3,4,5, y 6 fueron obtenidas del HPLC del plegamiento de los cuerpos de
inclusion de la PLA2 recombinante (2pug/pozo); Como control (+) se utilizé veneno completo
de Micrurus fulvius 1.5 pg/pozo y como control (-) PBS 1x.
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Las PLA2 del veneno de serpientes, ademads de su actividad catalitica al hidrolizar el
enlace éster sn-2 de los glicerofosfolipidos, las sPLA2 muestran una serie de acciones
biologicas que puede ser dependiente o independiente de la catalisis. Presentan propiedades
farmacoldgicas variadas que incluyen miotoxicidad, formacion de edema, neurotoxicidad
presinaptica o post-sinaptica, cardiotoxicidad y agregacion plaquetaria™.

Para conocer el contenido de las estructuras secundarias de las proteinas nativas y
recombinantes se calculé mediante espectroscopia de dicroismo circular (CD). Los espectros
de la PLA2 nativa y las isoformas recombinantes se registraron a temperatura ambiente en
celdas de cuarzo (1 mm), desde una longitud de onda que variaba de 190 a 260 nm usando
un espectropolarimetro Jasco J-710 (Jasco, Japon). Los datos se registraron cada 1 nm a una
velocidad de 20 nm / min. Cada proteina se disolvié en 60% de trifluoroetanol hasta una
concentracion de 0.6 mg / ml. Los valores de CD corresponden a la media de tres lecturas de
CD. Finalmente, los porcentajes de estructura secundaria se analizaron usando los algoritmos
alojados en linea en el servidor web K2D3  (http://cbdm-01.zdv.uni-
mainz.de/~andrade/k2d3/).

Los espectros de CD de las fosfolipasas nativas y recombinantes mostraron una alta
absorcion de estructura secundaria de alfa hélice y un contenido relativamente bajo de hojas
beta (Figura 51). De acuerdo con un programa de deconvolucion de CD, el contenido de la
estructura secundaria fue 90.2, 87.8, 90.1, 90.5% y 0.5, 0.4, 0.5, 0.5%, de a-hélice y B-hojas,
respectivamente, para la PLA2 nativa y las tres isoformas de la PLA2 recombinante,
respectivamente. Hasta ahora, todas las PLA2 del veneno de serpientes contienen una mayor
proporcion de a-hélice, que se caracteriza por tener una banda positiva a 198 nm y
elipticidades negativas a 208-222 nm. Aqui, la isoforma 1 de PLA2, ver figura 49, mostro el
porcentaje mas bajo de a-hélice y, en funcion de su espectro de CD, su estructura secundaria
podria ser ligeramente diferente de la PLA2 nativa. En general, las PLA2 recombinantes se
asemejan a las estructuras secundarias canénicas de PLA2 de veneno de serpientes .
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Figura 51. Dicroismo circular de PLA2 nativa e isoformas de PLA2 recombinante. El analisis
de la estructura secundaria revel6 un contenido mayor de a-hélice que el de hojas-f.

Una de las actividades farmacolégicas menos estudiadas es la actividad
antibacteriana, por lo que se evalud este tipo de actividad en la PLA2, realizando una mezcla
de las tres isoformas obtenidas en el plegamiento, Figura 49. La hidrélisis de los componentes
fosfolipidicos de la membrana celular bacteriana por accion de las PLA2s estd involucrada
en la muerte tanto de bacterias Gram-positivas como Gram-negativas. La eficacia
antibacteriana de las PLA2s depende significativamente de las cargas positivas presentes en
la superficie de la enzima, puesto que son estos cationes de las PLA2 los que tienen la
capacidad de penetrar en la pared celular de bacterias Gram-positivas*. Por otro lado, la
eficacia antibacteriana contra las bacterias Gram-negativas depende de la presencia de ciertos
residuos de aminodcidos presentes en la region que abarca la hélice alfa en el extremo N-
terminal y cerca de la estructura denominada ala beta de la PLA2®®

Se realizaron ensayos de susceptibilidad bacteriana con la PLA2 recombinante
plegada, por medio de difusion radial en placas de agar Muller-Hinton, de acuerdo a la
metodologia en el apartado 5.9.2. Las pruebas se hicieron sobre la cepa Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 y se utiliz6 la PLA2 recombinante en diferentes concentraciones,
y en un volumen final de 5 pl, utilizando como control positivo ampicilina a 2.9 uM. En la
figura 52 se observa que con una concentracion de 250 uM hay inhibicion del crecimiento
de la bacteria.
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Figura 52. Determinacion de susceptibilidad antimicrobiana de PLA2 recombinante,
mediante ensayos de placa de agar Muller Hinton contra Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853. PLA2 recombinante a diferentes concentraciones uM; control positivo ampicilina 2.9
uM y control negativo H,O 5 pL.

Para conocer con que tipos de fosfolipidos interactian las PLA2s nativa y
recombinante, se utiliz6 una membrana hidrofébica que fue tratada con 100 pmol de ocho
fosfoinositidos diferentes y otros siete lipidos de importancia biologica. Dichos fosfolipidos
se utilizan para determinar como interactua la proteina de interés con uno o mas de estos
fosfolipidos en un simple ensayo de superposicion. La proteina unida se detecta mediante un
anticuerpo contra la proteina.

Enla figura 53A, se observa que la PLA2 recombinante interacciona muy fuertemente
con acido fosfatidico (PA), que es uno de los componentes principales de las membranas
celulares con importantes funciones biofisicas, metabdlicas y de senalizacion. También
interacciona con los diferentes tipos de fosfatidil inositol. La PLA2 nativa, figura 53B,
ademads de interaccionar con los mismos lipidos que la PLA2 recombinante, también lo hace
con el acido lifosfatidico (LPA), que es un derivado de fosfolipido que puede actuar como
una molécula de sefializacion.

Es importante recordar que la PLA2 nativa presenta seis aminodcidos diferentes con
respecto a la PLA2 recombinante, (ver figura 25), por tal motivo la interaccion con los
fosfolipidos puede cambiar, ya que se tratan de dos fosfolipasas diferentes.

El mayor reconocimiento fue para los diferentes tipos de fosfatidilinositoles, los

cuales forman parte de las membranas celulares, este fosfolipido es importante en el anclaje
de varias proteinas.
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Figura 53. Membranas tratadas con diferentes tipos de lipidos, para determinar que tipo de
fosfolipidos interactian con las PLA2s. A) incubacion de la membrana con PLA2
recombinante; y B) incubacion de la memebrana con PLA2 nativa. Se us6 como anticuerpo
primario IgG de caballo anti PLA2 recombinante y como anticuerpo secundario un anti
caballo.

6.5. Libreria de cDNA de la glindula venenosa de B. ammodytoides

En la ultima década, los analisis transcriptomicos de las glandulas de veneno
han ayudado a comprender la composicion de varios venenos de serpientes con gran detalle.
El anélisis transcriptomico es una poderosa herramienta para entender el perfil del veneno,
la variacién y su evolucion. Estos andlisis han contribuido de varias maneras como: 1)
determinar la composicion del veneno; 2) identificar nuevas toxinas que pueden ayudar en el
desarrollo de herramientas de investigacion y/o agentes terapéuticos; y 3) correlacionar
sintomas patologicos especificos de envenenamiento con toxinas individuales™.

Con el fin de conocer los diferentes genes que se expresan en las glandulas
productoras del veneno de B. ammodytoides, se realizé una libreria de cDNA de la glandula
venenosa. Esta informacion permitiria identificar nuevos candidatos potenciales para ser
utilizados como agentes terapéuticos contra diferentes enfermedades. En este trabajo, ademas
de la expresion de proteasas y una fosfolipasa, se reporta la generacion y caracterizacion de
bibliotecas de cDNA correspondientes a Bothrops ammodytoides.

Se obtuvieron 1,556 clonas en la construccion de la libreria, de las cuales se aislaron

350 para su andlisis por PCR de colonias. 62 de ellas tuvieron un tamafio esperado, por
encima de 800 pb, ya que bandas de 500 pb eran debidas a la auto ligacion del vector que se
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us6 para la construccion de la libreria. Se purificaron los plasmidos de las 62 colonias
positivas, y se enviaron a la Unidad de Sintesis y Secuenciaciéon de ADN del Instituto de
Biotecnologia UNAM. Las secuencias obtenidas se analizaron manualmente, usando la base
de datos de NCBI mediante Blastx. El andlisis arrojé informacion referente a 40 transcritos
que codificaban para familias proteicas propias del veneno de serpientes, entre ellos un
péptido sin actividad enzimatica. La Tabla 11 muestra la identidad de cada clona, mostrando
abundancia en transcritos para PLA2.

Una de las familias proteicas mas abundantes en el andlisis, fue la PLA2 con 36
transcritos, y es importante anotar que 8 de ellos mostraron secuencias diferentes. La
abundancia de la familia PLA2 arrojado por el analisis de esta libreria podria deberse a varios
puntos:

1. El tiempo de extraccion de la glandula, debido a que 4 dias antes habia sido
ordefiado el veneno y muy probablemente en ese momento la mayor expresion de
transcritos correspondia a las PLA2s

2. El almacenamiento de la glandula no fue la adecuada ya que fue transportada de
Argentina a México, y el tiempo que se mantuvo a temperatura ambiente pudo
afectar algunos transcritos de proteinas de mayor tamafo, ya que en algunas
proteinas se ha reportado que algunas proteinas pueden presentar baja
termoestabilidad.

3. Finalmente, el resultado de la libreria pudiera indicar que la glandula de veneno
de B. ammodytoides, si presenta un mayor porcentaje de transcritos que codifican
para PLA2.
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Tabla 11. Analisis de clonas individuales obtenidas de la libreria de cDNA

Clona Transcritos 121 Metaloproteasa i
122 PLA2 281  hemoglobina
9 RNA ribosomal 16s 124 PLA2 283  hemoglobina
10 Catener Betal !CTNNBl) 125 Metaloproteasa 285 PLA2
11 DNA mitocondrial 126 PLA2
18 PLA2 128 Metaloproteasa 292 PLA2
20 PLA2 129 Sentrin peptidasa 293 PLA2
29 PLA2 130 PLA2
30 PLA2 131 Hemoglobina 300 PLA2
31 Cadena ligera 5 miosina 134 Hemoglobina 306 Translocasa
33 PLA2 157 PLA2
41 PLA2 165 PLA2 335 proteasoma subunidad 26S
43 Villin-like 174 Miosina
44  Hemoglobina 175 Miosina
45  Miosina 176 PLA2
46 PLA2 177  PLA2
48  Hemoglobina 181 PLA2
53 PLA2 191  PLA2
94 PLA2 196 Hemoglobina
100 PLA2 199 PLA2
107 PLA2 218 Miosina
110 PLA2 219 PLA2
111 PLA2 220 PLA2
112 Hemoglobina 231 PLA2
113 PLA2 242 PLA2
116 Dominio L24ribosomal 246 Miosina
118 PLA2 268 Péptido potenciador de bradiquinina
119 PLA2 276 PLA2

6.6. Reconocimiento inmunoquimico de proteinas recombinantes y venenos completos
por IgG de caballos y anticuerpos de conejos

6.6.1. Cuantificacion del nivel de reconocimiento de los anticuerpos por los antigenos
mediante inmunoensayo enzimatico ligado a enzima (ELISA).

Varios estudios han determinado que los venenos de las diferentes especies de la
familia Viperidae muestran variaciones bioquimicas, toxicoldgicas, asi como inmunologicas,
no solo a nivel de género o especie sino a nivel individual. Estas variaciones quiza estén
relacionadas a factores ambientales tal como clima, geografia y disponibilidad de comida,
entre otras. Sin embargo, en los venenos existen familias de proteinas con alta identidad, lo
que permite la reactividad inmunolédgica no especifica, que se observa en un antiveneno
contra un veneno no usado como inmunégeno’’.

Los sueros utilizados para los antivenenos con fines terapéuticos son preparados de
caballos por inoculacién de veneno completo. Sin embargo, el veneno es una mezcla
compleja de antigenos, de los cuales no todos son importantes para la produccion de
anticuerpos neutralizantes. Por lo tanto, la identificacion de las proteinas principales en los
venenos se vuelve primordial para desarrollar antivenenos mas eficientes o su uso como
antigenos para evaluar el nivel de reconocimiento en las interacciones antigeno-anticuerpo.
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La expresion heterdloga podria resultar util en la produccion de toxinas activas y/o
toxoides similares a los de venenos de animales ponzofiosos, los cuales podrian usarse para
la inmunizacion de animales. Si estas proteinas recombinantes producen anticuerpos con
capacidad de reconocimiento y ademas neutralizantes que sean idénticos a los obtenidos por
la inmunizacidn con venenos nativos, la produccion y estandarizacion de antivenenos podria
facilitarse enormemente, ya que uno de los pasos limitantes en la produccion es la adquisicion
de cantidades suficientemente grandes de venenos de alta calidad y/o fracciones de veneno
para inmunizacion, evaluacion del titulo y pruebas de eficacia funcional *',

Las proteinas recombinantes obtenidas en este trabajo se utilizaron para inmunizar
tanto a caballos como a conejos para generar anticuerpos y probar su inmunogenicidad. Se
realizaron ensayos de ELISA para evaluar el nivel de reconocimiento que presentan los
anticuerpos contra las diferentes enzimas recombinantes, asi como de venenos completos de
otras especies de serpientes de la familia Viperidae.

La técnica de ELISA se basa en la deteccion de un antigeno inmovilizado en una fase
solida mediante anticuerpos acoplados a una enzima agregando un sustrato que genera una
sefal colorida cuantificable mediante el uso de un espectrofotoémetro (Abs 405 nm).

Se sensibilizaron placas Maxisorb (NUNC™ thermo scientific) con 100 puL por pozo
de una solucion 5 pg/mL (500 ng/pozo) de venenos tanto de Bothrops ammodytoides como
de otras especies de Botrhops o proteina recombinante (PLA2, serinoproteasa o
metaloproteasa) en amortiguador de carbonatos 100 mM pH 9.6. Los diferentes anticuerpos
se diluyeron 1:10 en la primera columna y a partir de ahi se hicieron diluciones 1:3 hasta la
columna 10.

Los valores fueron calculados utilizando el programa Graph Pad Prism (v. 6.0c). Las
lecturas de absorbancia se realizaron a 405 nm en un lector de microplacas (Tecan Sunrise
IVD version).

Los titulos se definieron como la dilucién de anticuerpos a la cual se alcanza el 50%
de la absorbancia méxima.

Los titulos absolutos se definen como los que se obtienen a partir de la dilucion de
los antivenenos, independientemente de la concentracion de proteinas en los mismos. Son
una medida de la actividad total de los anticuerpos por dosis. Los titulos indican el valor de
la dilucién en el punto medio de la méxima respuesta, dicho de otra manera, el punto de
inflexion de la sigmoide resultante.
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Los antivevenos comerciales utilizados en este trabajo fueron los siguientes:

-El antiveneno argentino fue el Bothrops bivalente liofilizado, dénde los inmundgenos
utilizados fueron los venenos de Bothrops alternatus y Bothrops diporus (Instituto Nacional
de Microbiologia Dr. Carlos G. Malbran, Industria Argentina, Buenos Aires, Argentina).
Este antiveneno es utilizado en Argentina para el tratamiento por envenenamiento por
mordedura de serpiente de la familia Viperidae y reconoce bien a los componentes del
veneno de B. ammodytoides.

-El antiveneno mexicano Antivipmyn ® Faboterapico® polivalente antiofidico liofilizado,
donde los inmundgenos utilizados fueron los venenos de B. asper y C. simus. Fue utilizado
para ver si existia reconocimiento de los anticuerpos con las proteinas recombinantes no
utilizadas como inmundgenos.

Por otro lado, contabamos con anticuerpos de conejo especificos para crotoxina
serinoproteasa y metaloproteasa provenientes del veneno de la especie Crotalus simus,
obtenidos por inmunopurificacion en el desarrollo de la tesis doctoral, por el M. en Biotec.
Edgar Neri. Dichos anticuerpos se utilizaron para evaluar el nivel de reconocimiento de las
proteinas recombinantes y conocer la reaccion cruzada entre distintos géneros.

Las IgG de caballo anti-PLA2 y serinoproteasa recombinantes, fueron fraccionadas
por precipitacion de acido caprilico por el Dr. Adolfo de Roodt en el Instituto Nacional de
Microbiologia Dr. Carlos G. Malbran, Industria Argentina, Buenos Aires, Argentina.

Finalmente, se generaron anticuerpos de conejo con la mezcla de proteinas
recombinantes y las IgG fueron precipitadas del suero sanguineo con acido caprilico.

6.6.2. Titulos de anticuerpos por ELISA de los antivenenos comerciales Bivalente
argentino y Antivipmyn mexicano, usando como antigenos veneno de B. ammodytoides
y proteinas recombinantes

En la Figura 54 se observa que el antiveneno bivalente presenta un titulo de
anticuerpos de 56,755 contra el veneno de Bothrops ammodytoides, veneno que no es
utilizado como inmunodgeno para la elaboracion del antiveneno. Sin embargo, esto indica que
existe una reacciéon cruzada con los epitopes de los componentes del veneno de B.
ammodytoides con los venenos utilizados como inmunogenos en el antiveneno, debido a que
fueron reconocidos por los anticuerpos no especificos. Para el caso de PLA2, serinoproteasa
y metaloproteasa recombinantes los titulos fueron 976, 690 y 117, respectivamente. El
reconocimiento con las proteinas recombinantes fue muy bajo; es probable que debido a que
son componentes individuales, puede que no existan grandes cantidades de anticuerpos para
estas proteinas y por lo tanto no haya un alto reconocimiento.
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Figura 54. Titulos de anticuerpos del antiveneno Bivalente contra las diferentes proteinas
recombinantes de Bothrops ammodytoides y su veneno completo.

En la Figura 55 se observan los titulos del antiveneno mexicano Antivipmyn con
veneno completo de B. ammodytoides y proteinas recombinantes. Antivipmyn presenta un
titulo de 22,285 contra el veneno de B. ammodytoides, estos resultados indican que existe
reconocimiento cruzado hacia los componentes de dicho veneno, a pesar de que no es un
veneno utilizado como inmunodgeno para el antiveneno. Para el caso de la PLA2
recombinante, se mostrd un buen reconocimiento por parte de Antivipmyn, el titulo fue de
9,455, lo que puede indicar que los anticuerpos producidos contra PLA2 de especies
mexicanas presentan epitopes compartidos con la PLA2 recombinante de B. ammodytoides,
una especie argentina, pese a que la proteina no estd bien plegada. Para el caso de las
proteasas recombinantes, el titulo fue de 130 para serinoproteasa y 69 para metaloproteasa,
tales valores son bajos indicando que tal vez no haya reaccion cruzada con los componentes
de los venenos usados como inmunogenos en el antiveneno.
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£ 2- Serinoproteasa recombinante
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Antivipmyn Veneno B. ammodytoides 22,285 0.9982
Antivipmyn PLA2 9,455 0.9938
Antivipmyn Serrinoproteasa 129.8 0.9657
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0 1 2 3 4 5 6
Log de la dilucion

Figura 55. Titulos de anticuerpos del antiveneno Antivipmyn contra las diferentes proteinas
recombinantes de Bothrops ammodytoides y su veneno completo.
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6.6.3. Evaluacion por ELISA de los titulos de anticuerpos de conejo anti crotoxina,
serinoproteasa y metaloproteasa de Crotalus simus, usando como antigenos veneno de
B. ammodytoides y proteinas recombinantes.

La figura 56 muestra los titulos de anticuerpos elaborados en conejo, especificos
contra crotoxina, serinoproteasa y metaloproteasa provenientes de Crotalus simus. Se
analizaron estos anticuerpos para conocer si existia reaccion cruzada con los componentes
del veneno completo de Bothrops ammodytoides, puesto que, aunque pertenecen a la misma
familia (Viperidae), el género es diferente.

Para el caso de la anti-crotoxina se observa un titulo muy bajo de 33, o quiza es un
valor inespecifico de la técnica. Lo que indica que los epitopes de las PLA2s no se comparten,
y esto puede deberse a que PLA2 utilizada como inmundgeno es de tipo neurotoxica y la del
veneno de Bothrops ammodytoides no presentan dicha actividad, de manera que los
anticuerpos no presentan reaccion cruzada con ellas.

Para el caso de los anticuerpos anti-serinoproteasa el titulo fue de 4,252. Es
importante anotar que las serinoproteasas de diferentes especies de la familia Viperidae son
muy conservadas entre si, presentando identidades por arriba del 75%, y que esto sea el
motivo de los valores de titulos obtenidos.

Para los anticuerpos anti-metaloproteasas de Crotalus simus, el titulo fue de 23,955,
lo cual indica que el reconocimiento de estos anticuerpos se debe a que pueden presentar
epitopes compartidos hacia las metaloproteasas del veneno de Bothrops ammodytoides.
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< 14 anti-crotoxina Veneno B. ammodytoides 33 0.9997
anti-serinonoproteasa Veneno B. ammodytoides 4,252 0.9991
anti-metaloproteasa Veneno B. ammodytoides 23,955 0.9995
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Figura 56. Titulos de anticuerpos de conejo anti-crotoxina, anti-serinoproteasa y anti-
metaloproteasa especificos para Crotalus simus contra veneno completo de Bothrops
ammodytoides.

80



En la figura 57 se muestran los titulos de 9,822 de los anticuerpos de conejo anti-
crotoxina de Crotalus simus contra la crotoxina usada como inmunogeno. Para el caso de los
anticuerpos anti-crotoxina no se presentd reconocimiento contra la PLA2 recombinante de
Bothrops ammodytoides, esto puede deberse a que no comparten epitopes, a pesar de que la
identidad de la crotoxina, y de la PLA2 recombinante es del 52%.
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o A PLA2 recombinante
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< IAnti-Crotoxina Crotoxina 9,822 0.9999

IAnti-Crotoxina PLA2 Ambiguo 0.9982
0~
1 2 3 4 5 6

Log de la dilucion

Figura 57. Titulos de anticuerpos de conejo anti-crotoxina. Contra la crotoxina de C. simus'y
PLA2 recombinante de B. ammodytoides.

En la figura 58 se muestra un ensayo de ELISA para determinar el reconocimiento de
los anticuerpos de conejo especificos anti-serinoproteasa de Crotalus simus, hacia la
serinoproteasa recombinante de Bothrops ammodytoides, como antigeno. El titulo de
anticuerpos de conejo anti-serinoproteasa de Crotalus simus es de 146, es un titulo muy bajo
considerando que la identidad de las proteinas esta por arriba del 75%; sin embargo es
probable que los epitopes de la serinoproteasa recombinante no se compartan con los de la
serinoproteasa de Crotalus simus, debido a que en la producciéon de anticuerpos contra
serinoproteasa de Crotalus simus se utiliz6 como inmundgeno proteina en su forma nativa,
que posiblemente no va a reconocer a la serinoproteasa recombinante que se encuentra
desnaturalizada y en su forma no nativa
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Figura 58. Titulos de anticuerpos de conejo anti-serinoproteasa de Crotalus simus contra
serinoproteasa recombinante de Bothrops ammodytoides.
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En la Figura 59 se muestra que no existid reconocimiento de la metaloproteasa
recombinante de Bothrops ammodytoides utilizando anticuerpos anti-metaloproteasa de
Crotalus simus. Lo que indica que esta metaloproteasa no presenta epitopes compartidos con
la metaloproteasa recombinante de B. ammodytoides y la de C. simus.
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Figura 59. Titulos de anticuerpos de conejo anti-metaloproteasa de Crotalus simus contra
metaloproteasa recombinante de Bothrops ammodytoides.

Las proteinas de ésta y otras especies de venenos son grandes mosaicos antigénicos,
por lo que presentan diferentes epitopes que quizd no sean bien reconocidos por los
anticuerpos y esto implica su baja afinidad. Estos resultados muestran que existe una gran
diferencia entre las enzimas (serinoproteasas, metaloproteasas, fosfolipasas) de los venenos
de los géneros Bothrops y Crotalus. Aunque ambas especies pertenecen a la familia
Viperidae y las fosfolipasas, metaloproteasas y serinoproteasas son las proteinas mas
abundantes en esos venenos, hay que tener cuidado con las propiedades inmunodgenicas de
cada una de ellas, si es que se desea enriquecer a los antivenenos con estas enzimas.

6.6.4. Analisis de las IgG de caballo anti PLA2 recombinante.

Como se ha venido mecionando los venenos de las serpientes son mezclas complejas
de moléculas con gran variedad de actividades biologicas. El 95% de los venenos son de
naturaleza proteica. Para comparar los venenos de las diferentes especies sudamericanas y
una mexicana, asi como a la PLA2 recombinante, se realiz6 un gel de poliacrilamida al 15%
(Figura 60 A), en el cual se observa el patron electroforético de los venenos con bandas de
baja, mediana y alta masa molecular. En el carril 1 se colocé la PLA2 recombinante, presenta
una masa molecular aparente de 15,000 Da. La flecha roja indica a esa altura una banda de
mayor intensidad lo cual puede corresponder a las PLA2 en venenos de la familia Viperidae.
El patron electroforético de los venenos de B. ammodytoides y B. asper presenta gran
similitud entre los dos venenos. Las bandas que se encuentran en la masa molecular que
corresponde a la PLA2 son en tamafio y proporcion muy parecidas.
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Para observar el reconocimiento de las PLA2s en los diferentes venenos de serpientes,
se realizdo un Western blot, utilizando como primer anticuerpo IgG de caballo anti PLA2
recombinante. En la figura 60 B) se observa que las PLA2s en los distintos venenos son
altamente reconocidas por las IgG de caballo anti PLA2 recombinante, que es demostrado
por la intensidad de las bandas.
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Figura 60. Identificacion y reconocimiento de PLA2 en diferentes venenos de serpientes. A)
Gel SDS-PAGE 15 % de diferentes venenos de serpiente y PLA2 recombinante B) Western
blot usando como anticuerpo IgG de PLA2 recombinante 1:1,000. En cada carril se muestran
los diferentes venenos 1. PLA2 recombinante 2. Veneno completo de Bothrops
ammodytoides 3. Veneno completo de Bothrops jararacussu 4. Veneno completo de
Bothrops diporus 5. Veneno completo de Bothrops moojeni 6. Veneno completo de Bothrops
alternatus 7. Veneno completo de Bothrops asper. Con flecha se marca la masa molecular
aparente de 14,000 Da para PLA2 recombinante y de 15,000 Da para las PLA2s en los
distintos venenos.

En la figura 61, se observa que las IgG de caballo reconocen especificamente a la
PLA2 recombinante usada como inmundgeno, con un titulo de 28,077. Para el caso del
veneno de Bothrops ammodytoides el titulo obtenido fue de 803, con los venenos de otras
especies del género Bothrops el reconocimiento es bajo lo que puede indicar que la PLA2
recombinante no presenta epitopes compartidos con otras especies del mismo género. No
obstante, el titulo de anticuerpos contra el veneno de Bothrops asper es de 2,012, lo que
podria sugerir que el reconocimiento de la PLA2 recombinante de B. ammodytoides, si
comparte epitopes con la PLA2 de B. asper, siendo esta una especie de serpiente con una
amplia distribucion en México y Centro América.
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Figura 61. Titulos de anticuerpos de IgG de caballos anti-PLA2 recombinante contra
diferentes venenos de especies del género Bothrops.

Considerando que no existe relacion entre el nivel de reconocimiento de los
anticuerpos anti PLA2 recombinante en el ensayo por Western blot y en ELISA, esto puede
deberse a que en el caso de la técnica por Western blot, los venenos sufren un proceso de
reduccion con 2-Mercaptoetanol y desnaturalizacion por calor, es decir las proteinas se
encuentran en su forma desplegada y los anticuerpos producidos contra la PLA2
recombinante se obtuvieron con proteina no bien plegada, por lo que para este caso los
epitopes estan mas expuestos a los anticuerpos y son similares; por tal motivo en Western
blot, si se muestra un alto nivel de reconocimiento. No obstante, en la técnica de ELISA los
venenos se colocaron en sus condiciones nativas de plegamiento, en donde las proteinas
muestran patrones distintos a las proteinas reducidas, por lo que quiza los epitopes no se
encuentran expuestos y por lo tanto no son bien reconocidos por los anticuerpos. Para el caso
de B. asper el titulo de 2,012 puede indicar que existe un epitope expuesto muy similar al de
la PLA2 recombinante.

Para un andlisis mas detallado de los anticuerpos se decidié explorar si las IgG de
caballo anti PLA2 recombinante podian inhibir la actividad enzimatica de la PLA2 en el
veneno de B. ammodytoides. Por lo que se realizé un ensayo de actividad de fosfolipasa en
placa rodamina-yema de huevo-agar (Figura 62).

El ensayo consistio en colocar una cantidad constante de veneno completo de B.
ammodytoides (151g) con diferentes concentraciones de IgG de caballo anti PLA2
recombinante. Las concentraciones de IgG fueron 50ug, 100ug, 150ug y 200 pg, se incubd
por 1h a 37°C. El control positivo fue veneno completo de B. ammodytoides, en el pozo 1 se
coloco veneno completo incubado por 1h a 37°C. El control negativo fue PBS1x. Después
de una hora de incubacién se midieron los halos de hidrolisis. Se observa que en los pozos
2,3, 4y 5 existe una disminucion de el halo de hidrélisis, 1.2 cm, 1.1 cm, 1.1 cmy 1 cm de
diametro respectivamente, con respecto al control positivo y al pozo 1 que es veneno
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completo de B.ammodytoides incubado a 37°C, en todos los casos los halos midieron 1.5 cm
de didmetro, esto nos pudiera estar indicando que a pesar de que el titulo de anticuerpos fue
bajo contra el veneno de B. ammodytoides apenas de 803, los anticuerpos que se encuentran
estan reconociendo a la parte catalitica de la PLA2, motivo por el cual se muestra
disminucion en la actividad enzimatica de la PLA2 de B. ammodytoides.

Control positivo

1 .
A
\ Control negativo
,

\-/‘, _

Figura 62. Ensayo de inhibicion de PLA2 en placa rodamina-yema de huevo-agar utilizando
IgG de caballo anti PLA2 recombinante. El control positivo fue veneno completo de B.
ammodytoide y el negativo PBS1x

Debido al resultado anterior, se decidid realizar un ensayo de inhibicién de actividad
de PLA2 por el método titulométrico que consistid en colocar veneno completo de B.
ammodytoides (151g) con 200ug de IgG de caballo anti PLA2 recombinante. Se incubo6 por
lha37°C.

Los resultados mostraron que la actividad especifica de fosfolipasa A2 del veneno de
B. ammodytoides es de 51 U/mg y de la inhibicidon con IgG de caballo es de 27.6 U/mg
(Figura 63). Esto indica que las IgG de caballo anti-PLA2 recombinante si estdn inhibiendo
la parte catalitica de la PLA2.
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Figura 63. Ensayo titulométrico de actividad PLA2 del veneno de B. ammodytoides y de la
inhibicion del mismo veneno con IgG de caballo anti-PLA2 recombinante. La actividad
especifica se da en U/mg = pmoles de NaOH consumidos por minuto por miligramo de
veneno. Las barras de error representan desviacion estandar de tres experimentos.

Por otro lado, en la Figura 64 se muestra la neutralizacién hemolitica completa y
parcial del veneno de B. ammodytoides en presencia del antiveneno Bivalente (B. diporus y
B. alternatus), y en presencia de anti-PLA2 recombinante. Estos datos demuestran que la
PLA2 recombinante podria ser un inmunégeno adecuado para aumentar los anticuerpos anti-
PLA2, asi como para disminuir la actividad hemolitica de las fosfolipasas bothrdpicas al
menos para el veneno de B. ammodytoides.
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100 % hemdlisis v

W Antiveneno Bivalente

0.4 W Anti PLA2 recombinante
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0 % hemodlisis
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Log ulde antiveneno
Figura 64. Neutralizacion hemolitica completa y parcial del veneno de B. ammodytoides en

presencia del antiveneno bivalente de Bothrops (B. diporus y B. alternatus), y en presencia
de anti-PLA2 recombinante.

86



6.6.5. Analisis de las IgG de caballo anti serinoproteasa recombinante

Para evaluar el reconocimiento de serinoproteasas en los diferentes venenos de
serpientes, se realizé un western blot, utilizando como primer anticuerpo IgG de caballo anti
serinoproteasa recombinante. En la figura 65 B) se observa que las serinoproteasas en los
distintos venenos son altamente reconocidas por las IgG de caballo anti serinoproteasa
recombinante.
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Figura 65. Identificacion y reconocimiento de serinoproteasas en diferentes venenos de
serpientes. A) Gel SDS-PAGE 12 % de diferentes venenos de serpiente y serinoproteasa
recombinante B) western blot usando como anticuerpo IgG de serinoproteasa 1:1,000. En
cada carril se muestran los diferentes venenos, 1. serinoproteasa recombinante 2. Veneno
completo de Bothrops ammodytoides 3. Veneno completo de Bothrops jararacussu 4.
Veneno completo de Bothrops diporus 5. Veneno completo de Bothrops moojeni 6. Veneno
completo de Bothrops alternatus 7. Veneno completo de Bothrops asper. Con flecha se
marca la masa molecular aparente de 25,000 Da para serinoproteasa recombinante.

En la figura 66, se observa que las IgG de caballo anti serinoproteasa presentan un
titulo de 1,264 un titulo muy bajo considerando que se esta utilizando a la serinoproteasa
recombinante como inmundgeno. Para el caso de los venenos analizados no muestran
reconocimiento ya que el valor del titulo es muy bajo. Este resultado puede estar indicando
dos cosas:

1.- La serinoproteasas recombinante no es un buen inmundgeno para la generacion de
anticuerpos en caballos y,

2.- Que no existe reaccion cruzada con la serinoproteasa recombinante, debido a que
no presentan epitopes compartidos con las serinoproteasas de los distintos venenos
analizados del género Bothrops.
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Figura 66. Titulos de anticuerpos de IgG de caballos anti-serinoproteasa recombinante contra
venenos de diferentes especies del género Bothrops.

Para mostrar que las IgG de caballo anti serinoproteasa recombinante podian inhibir
la actividad enzimatica de la serinoproteasa en el veneno de B. ammodytoides, se realizé un
zimograma de inhibicion de proteasa con gelatina (Figura 67).

El ensayo consistio en colocar una cantidad constante de veneno completo de B.
ammodytoides (15p1g) a distintas concentraciones de IgG de caballo anti serinoproteasa
recombinante. Las concentraciones de IgG fueron 50, 100, 150 y 200 pg, se incub6 por 1h a
37°C. El control positivo (+) fue veneno completo de B. ammodytoides, en el pozo 1 se coloco
veneno completo incubado por 1h a 37°C. El control negativo fue PBS1x. Después de una
hora de incubacion se carg6 en el gel. Se observa que en los pozos 2, 3, 4 y 5 existe una
disminucién en el halo de hidrdlisis, entre los 30 y 40 KDa, con respecto al control positivo
y al pozo 1 que es veneno completo de B.ammodytoides, incubado a 37°C, esto pudiera
indicar que a pesar de que el titulo de anticuerpos es muy bajo, ver Figura 66, las IgG deben
estar interactuando en la parte catalitica de la serinoproteasa, motivo por el cual se muestra
una disminucion en la actividad enzimatica de la serinoproteasa de B. ammodytoides.

Figura 67. Zimograma de inhibicién de proteasa. Gel SDS-PAGE 12% con 1.5 mg/ml de
gelatina.
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6.6.6. Evaluacion de las IgG de conejo anti- enzimas recombinantes (serinoproteasa,
metaloproteasa y PLA2)

Adicionalmente, para contar con un panorama mas completo de como las proteinas
recombinantes actuaban como inmundgenos, se decidié inmunizar conejos utilizando las tres
proteinas recombinantes obtenidas en este trabajo PLA2, serinoproteasa y metaloproteasa.

Dos conejos blancos hembras Nueva Zelanda (2.5 Kg de peso corporal) fueron
utilizados para evaluar la capacidad inmunogénica, usando una mezcla de las tres proteinas
recombinantes. Los conejos fueron inmunizados con una mezcla de las tres proteinas
recombinantes. Los conejos se inyectaron primero con una suspension de las proteinas
recombinantes (con 300 pug de cada proteina) en 1.2 mL de PBS 1x, emulsionadas con 1.2
mL de adyuvante incompleto de Freud. Para las inmunizaciones posteriores, se usaron los
mismos volumenes de reactivos alternando adyuvantes, el incompleto de Freud y Alimina.
Los conejos fueron inmunizados cada semana durante cuatro meses. Los animales fueron
sangrados cada 14 dias y los sueros se recuperaron para medir la titulacion de los niveles de
anticuerpos por ELISA contra las proteinas recombinantes: PLA2, serinoproteasa y
metaloproteasa (Figura 68).

En la figura 68 se puede observar la evolucion de los titulos de anticuerpos, donde
se muestra que con el veneno completo de B. ammodytoides se mantuvieron los titulos por
debajo de 2,000. No obstante, con las proteinas usadas como inmundgenos si se presentd un
aumento en el reconocimiento de los anticuerpos.

Para la PLA2 recombinante se empezaron a incrementar los titulos a partir de la
tercera sangria sin un aumento aparente hasta la sexta sangria con titulos por arriba de 8,000.
En la séptima sangria hubo un aumento del titulo de 11,600. En la sangria octava se finalizo
el esquema de inmunizacidn, con el sangrado a blanco por puncion cardiaca del conejo,
verificando por ELISA que el aumento de titulos se incremento hasta 17,148.

En el caso de los titulos con la serinoproteasa recombinante, aumentaron en la tercera
sangria por arriba de 8,000, manteniéndose hasta la séptima sangria, al término del esquema
de inmunizacion el titulo fue de 10,673.

Finalmente, para el caso de la metaloproteasa recombinante los titulos no se
mantuvieron con un incremento constante, hubo variacion incluso se presentd una
disminucioén en la quinta sangria, solo pudiéndose recuperar ligeramente al final del esquema
de inmunizacion, con un titulo de 2,653.
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Con estos resultados podemos decir que las proteinas recombinantes usadas como
inmunogenos, tuvieron la capacidad de inducir la respuesta inmunologica del conejo, siendo
mas eficiente como inmundgeno la PLA2 recombinante seguida de la serinoproteasa.
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2000 B. ammodytoides
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Figura 68. Titulos de anticuerpos de conejos contra las enzimas recombinantes (PLA2,
serinoproteasa y metaloproteasa) y veneno completo de B. ammodytoides.

Para mostrar si existe reconocimiento cruzado hacia las PLA2, serinoproteasas y
metaloproteasas de los diferentes venenos de serpientes con el suero de conejo inmunizado
con las tres proteinas recombinantes (PLA2, serinoproteasa y metaloproteasa), se realizé un
Western blot. En la figura 69 B) se observa que las tres proteinas recombinantes en los
distintos venenos son reconocidas, en diferente intensidad, por el suero de conejo. En los
venenos de B. ammodytoides y B. asper las bandas con una masa molecular aparente de
15,000 Da que corresponderia a la PLA2, son mas intensas que en los otros venenos
analizados, lo que indica que si existe un alto reconocimiento de esta proteina por el suero de
conejo. En el caso del veneno de B. diporus Figura 69 B) carril 3, la banda con una masa
molecular aparente por arriba de 50,000 Da, no es bien reconocida por el suero de conejo, a
esta altura podria tratarse de una serinoproteasa o metaloproteasa tipo III, lo que podria
indicar que no existe la presencia epitopes compartidos hacia estas posibles proteinas
utilizadas como inmundgenos para la produccion de anticuerpos.

En el carril 6, que corresponde al veneno de B. asper, no existe una reaccion cruzada
en los componentes por arriba de los 25,000 Da, los cuales pueden corresponder tanto a

serinoproteasas como metaloproteasas.

Las flechas en el inmunoblot (Figura 69 B) indican las masas moleculares aparentes
de las enzimas PLA2, serinoproteasas y metaloproteasas.
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Figura 69. Identificacion y reconocimiento de las proteinas en diferentes venenos de
serpientes. A) Gel SDS-PAGE 15 % de diferentes venenos de serpientes. B) western blot
usando como anticuerpo suero de conejo inmunizado con tres proteinas recombinantes
1:1,000. En cada carril se muestran los diferentes venenos 1. Veneno completo de Bothrops
ammodytoides 2. Veneno completo de Bothrops jararacussu 3. Veneno completo de
Bothrops diporus 4. Veneno completo de Bothrops moojeni 5. Veneno completo de Bothrops
alternatus 6. Veneno completo de Bothrops asper. Con flecha se marca la masa molecular
aparente de 15,000 Da para PLA2 recombinante y de 25,000 y 50,000 Da, para
serinoproteasas y metaloproteasas en los distintos venenos.

En la Figura 70, se muestran los titulos de ELISA del suero de conejo anti enzimas
recombinantes (PLA2, serinoproteasa y metaloproteasa), donde se observa que con las
enzimas recombinantes utilizadas como inmunégenos como PLA2 y serinoproteasa hubo un
alto reconocimiento por parte de los anticuerpos, los titulos fueron de 17,148 y 10,673
respectivamente, no asi con la metaloproteasa cuyo titulo de anticuerpo fue de 2,653.

Ademas, se utilizaron los venenos de B. ammodytoides, B. jararaca, B. moojeni, B
diporus, B. alternatus y B. asper para ver el nivel de reconocimiento de anticuerpos contra
estos venenos. Estas son las principales especies de serpientes de importancia médica para
los humanos en Argentina, asi como B. asper que es una de las especies mas peligrosas en
Meéxico.

El reconocimiento de los anticuerpos por los venenos de las especies de B.
ammodytoides se obtuvo un titulo de 543 y para B. moojeni el titulo dio de 623.5, ambos
venenos presentaron un mejor el reconocimiento de los anticuerpos, que en los venenos de
B. jararacussu, B. diporus, B. alternatus y B. asper.
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Figura 70. Titulos de anticuerpos de conejo anti-enzimas recombinantes (PLA2,
serinoproteasa y metaloproteasa) contra diferentes venenos de especies del género Bothrops,
ademas de las enzimas recombinantes utilizadas como inmundgenos.

Debido a que el titulo de anticuerpos de conejo mas alto fue con la PLA2, se decidio
explorar si este suero podia inhibir su actividad enzimatica en el veneno de B. ammodytoides.
Por lo que se realiz6 un ensayo de actividad de fosfolipasa en placa rodamina-yema de huevo-
agar (Figura 71).

Para realizar las pruebas de inhibicion de actividad, se realiz6 una purificacion de
inmunoglobulinas mediante precipitacion con acido caprilico, este método se usa para fines
de purificacion parcial de IgGs. Sus principales ventajas sobre otras técnicas mas modernas
son la simplicidad, el bajo costo, la rapidez, y el alto rendimiento. La utilizacion del acido
caprilico (octanoico) es notable, por la relativa pureza con la que se obtienen las
inmunoglobulinas, con una contaminacion mucho mas baja de albimina, en comparacion
con el uso de sales El 4cido caprilico causa la precipitacion de la mayoria de las proteinas
plasmaticas, con excepcion de las inmunoglobulinas, las cuales quedan en solucion. Se
considera como un tratamiento menos drastico para las inmunoglobulinas, ya que no las
desnaturaliza”.

El ensayo consistio en colocar una cantidad constante de veneno completo de B.
ammodytoides (15pg) con IgGs de conejo anti las tres proteinas recombinantes. Las
concentraciones de IgGs fueron 50, 100, 150 y 200 ug, la reaccién se incubd por 1h a 37 °C.
Se colocaron dos controles, el positivo fue veneno completo de B. ammodytoides y en el pozo
1 se colocd veneno completo incubado por 1h a 37°C, esto con el proposito de saber si la
incubacion a 37°C podia interferir con la actividad de la enzima. El control negativo fue
PBS1x. Después de una hora de incubacion se midieron los halos de hidrdlisis.
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Figura 71. Ensayo de inhibicion de la actividad de PLA2 en placa rodamina-yema de huevo-
agar. Como control (+) se utilizé veneno completo de B. ammodytoides 15 ng/pozo en todos
los casos. 1) veneno incubado 1h a 37°C. Para las muestras problemas el 2) veneno mas 50
pg de IgG, 3) veneno mas 100 pg de IgG, 4) veneno mas 150 pg de IgG y 5) veneno mas
200 pg de IgG. Como control (-) PBS 1x.

En la Figura 72 se observa que en los pozos 2, 3, 4 y 5 existe una ligera disminucion
de el halo de hidrolisis, 1.4 cm, 1.4 cm, 1.2 cm y 1.1 cm de diametro respectivamente, con
respecto a los controles positivo y pozo 1, en todos los casos midieron 1.5 cm de diametro,
esto nos pudiera estar indicando que a pesar de que el titulo de anticuerpos del suero fue bajo
contra el veneno de B. ammodytoides apenas de 543, los anticuerpos pueden estar
reconociendo inespecificamente a la parte catalitica de la PLA2, motivo por el cual se
muestra una ligera disminucion en la actividad enzimatica de la PLA2 de B. ammodytoides.

Debido al resultado anterior, se decidid realizar un ensayo de inhibicién de actividad
de PLA2 por el método titulométrico (Figura 73), que consisti6 en colocar veneno completo
de B. ammodytoides (15 pg) con 200ug de IgG de conejo anti enzimas recombinantes. La
reaccion se incub6 por 1h a 37°C.
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Figura 73. Ensayo titulométrico de actividad PLA2 del veneno de B. ammodytoides y de la
inhibicion del mismo veneno con IgG de conejo anti-proteinas recombinantes. La actividad
especifica se da en U/mg = pmoles de NaOH consumidos por minuto por miligramo de
veneno. Las barras de error representan desviacion estandar de tres experimentos.

Los resultados mostraron que la actividad especifica de fosfolipasa A2 del veneno de
B. ammodytoides es de 51 U/mg y de la inhibicion con IgG de conejo es de 8.5 U/mg. Esto
indica que las IgG de conejo enzimas recombinantes si estan inhibiendo la parte catalitica de
la PLA2.

De la misma manera se quiso determinar si existia inhibicion de la actividad de
proteasa (sea serinoproteasa o metaloproteasa), realizando un zimograma con gelatina
(Figura 74).

El ensayo consistié en mezclar una cantidad constante de veneno completo de B.
ammodytoides (15ug) en distintas concentraciones de IgG de conejo anti proteinas
recombinantes. Las concentraciones de IgG fueron 50, 100, 150 y 200 pg, se incub6 por 1h
a 37°C. El control positivo (+) fue veneno completo de B. ammodytoides, en el pozo 1 se
coloco veneno completo incubado por 1h a 37°C. El control negativo fue PBS1x. Después
de una hora de incubacion se carg6 en el gel. En la figura 74 se observa que en los pozos 2,
3,4 y 5 existe una disminucién en el halo de hidrdlisis, de la banda de peso aparente de 60
KDa y en la banda con peso aparente de 25 KDa, con respecto al control positivo y al pozo
1 que es veneno completo de B. ammodytoides, incubado a 37°C, esto pudiera indicar que las
IgGs de conejo anti tres enzimas recombinantes, deben estar interactuando en la parte
catalitica de las serinoproteasas de 60 y 25 KDa. Ademas, de presentar epitopes compartidos,
motivo por el cual se muestra una disminucion en el halo de actividad.
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Figura 74. Zimograma de inhibicién de proteasa. Gel SDS-PAGE 12% con 1.5 mg/ml de
gelatina. Como control (+) se utiliz6 veneno completo de B. ammodytoides 15 ng/pozo en
todos los casos. (+) veneno, 1) veneno incubado 1h a 37 °C. Para las muestras problemas el
2) veneno mas 50 pg de IgG de conejo, 3) veneno mas 100 pg de IgG de conejo, 4) veneno
mas 150 pg de IgG y 5) veneno mas 200 pg de IgG de conejo. Como control (-) PBS 1x.

Finalmente, es importante conocer el nivel de reconocimiento y determinar si se
neutralizan los componentes proteicos de las diferentes especies de vipéridos, antes de decidir
si pueden ser una opcion terapéutica en el tratamiento de los envenenamientos causados por
estas especies.

Uno de los beneficios que se obtiene al generar anticuerpos contra las proteinas
recombinantes obtenidas en este trabajo, es que se pueden utilizar para dilucidar la presencia
de enzimas individuales en mezclas complejas, como son los venenos, y asi obtener una
mejor caracterizacion.
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7. Conclusiones

En este trabajo se aislaron e identificaron, mediante secuencia N-terminal, proteinas que
corresponden a componentes del veneno completo de B. ammodytoides, como fosfolipasas,
serinoproteasas, metaloproteassa y L-aminooxidasas, entre otros.

Se caracterizaron bioquimicamente y de manera parcial las enzimas serinoproteasas,
metaloproteasas y PLA2 del veneno de B. ammodytoides.

De igual forma se logré la clonacion y expresion de las enzimas: serinoproteasa,
metaloproteasa, y PLA2. La serinoproteasa recombinante se expresd de manera soluble, sin
embargo, no fue bioldgicamente activa. Tanto la serinoproteasa como la metaloproteasa se
obtuvieron en forma de cuerpos de inclusion y a pesar de varios intentos de plegamientos, no
se logré tener proteinas recombinantes en su conformacion nativa y funcional.

Mediante plegamiento in vitro, de la fraccion insoluble proveniente de la expresion
de la PLA2, se pudo obtener una enzima plegada con una actividad enzimatica parcial y
ademas se pudo evaluar su capacidad como componente antibacteriano.

Se encontrd que anticuerpos comerciales de uso terapéutico (el Bivalente utilizado en
Argentina, y el Antivipmyn utilizado en México), presentaron reconocimiento hacia las
proteinas recombinantes expresadas en esta investigacion. El mejor de ellos fue la PLA2
recombinante reconocida por el antiveneno mexicano y que presento un titulo de 9,455.

Por otro lado, los anticuerpos especificos contra las enzimas de C. simus, también
fueron evaluados en su nivel de reconocimiento con el veneno completo de B. ammodytoides,
siendo los anticuerpos anti-serinoproteasa con un titulo de 4,252 y los anticuerpos anti-
metaloproteasa con un titulo de 23,955, los que mejor reconocieron al veneno completo. Se
concluye que al menos dichas proteasas si presentan epitopes compartidos con proteasas del
género Crotalus, aln tratdndose de géneros de serpientes diferentes. Sin embargo, los
anticuerpos especificos contra las enzimas de C. simus no presentaron un buen
reconocimiento con las proteinas recombinantes obtenidas en este trabajo.

En este sentido, se lograron generar anticuerpos anti PLA2 recombinante en caballos,
siendo el titulo de anticuerpos con su homoéloga de 28,077, lo que indica que la PLA2 si
presentd una respuesta inmunoldgica que permitiera generar anticuerpos en caballos, capaces
de reconocer fosfolipasas de especies como B. asper. Esto indicaria que la PLA2
recombinante presenta mayor similitud a PLA2 de una especie mexicana que a especies de
su misma region geografica. Ademas, los anticuerpos anti PLA2 pueden inhibir de manera
parcial la actividad hemolitica del veneno de B. ammodytoides.
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Los titulos de anticuerpos de caballo anti-serinoproteasa recombinante fueron muy
bajos, apenas de 1,264, y no tuvieron la capacidad de reconocer serinoproteasas de otras
especies de serpiente, sin embargo, si logré inhibir actividades bioldgicas in vitro de
proteasas. De lo que se puede concluir que la serinoproteasa recombinate usada para generar
los anticuerpos de caballo anti-serinoproteasa, es una molécula bioldgicamente activa.

Por otro lado, se generaron anticuerpos de conejo inmunizados contra las tres
proteinas recombinantes, aqui la PLA2 y serinoproteasa recombinantes fueron mejores
inmunogenos para la produccion de anticuerpos en conejos. Ademads de que los anticuerpos
reconocieron ligeramente a venenos completos como B. ammodytoides y B. moojeni.
Ademas, Se lograron inhibir actividades biologicas in vitro de PLA2 y proteasas del veneno
de B. ammodytoides. Por lo tanto, puede afirmarse que los anticuerpos generados en esta
investigacion son capaces de neutralizar actividades bidlogicas in vitro.

Finalmente, podemos concluir que los anticuerpos obtenidos tanto en caballos como
en conejos, a partir de proteinas recombinantes producidas en esta investigacion, pudieron
inhibir algunas actividades biologicas como la de proteasa y fosfolipasa en el veneno
completo de B. ammodytoides. Sin embargo, hay que prestar atencion al momento de querer
evaluar el reconocimiento de estos anticuerpos con venenos o enzimas de otras especies de
serpientes.

8. Perspectivas

-Realizar pruebas de inhibicion de la actividad bioldgica en organismos animales, como
ratones.

-Realizar pruebas de neutralizacion in vivo utilizando las IgG de caballo y conejo.

-Obtener los anticuerpos de caballo anti-metaloproteasa
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Apéndice I
Medios de cultivo y soluciones para medios

Medio SOB. 20 g de triptona o peptona, 5 g de extracto de levadura, 0.58 g de NaCl, 0.19 g
de KCl y disolver en 800 mL de H20. Aforar a 1 L y esterilizar por autoclave 121 °C 15
Ib/inc2 durante 20 min. Agregar 10 mL de MgCl12 IM y10 mL MgSO4 1M ambos estériles

Medio SOC. Agregar 1.8 mL de glucosa 20% filtrada a un medio SOB estéril de 100 mL. La
concentracion final serd de 20 mM.

Medio Luria (Lb). Disolver 5 g de extracto de levadura, 10 g de bacto triptona y 10 g de
cloruro de sodio. Aforar a 1 L con H20O. Para cajas de Petri agregar 4.5 g de agar en 300 mL
de medio Lb (previamente fundido) y adicionar 300 uL. de ampicilina (verificando que el
medio este tibio).

X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-pB-D-galactopyranoside). Preparar 20 mg/mL en
dimetilformamida, cubrir con aluminio y almacenar a -20 °C.

IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) 1M. Disolver 2.38 g de IPTG en 8 mL de
H2O0, ajustar el volumen a 10 mL y esterilizar por filtracion (22 pm). Hacer alicuotas de 1
mL y almacenar a -20 °C.

Ampicilina 100 mg/mL (1000X). Disolver 1 g de ampicilina en 10 mL de agua destilada y
esterilizar utilizando un filtro de 22 um. Almacenar a -20 °C.

Kanamicina 5 mg/mL. Disolver 10 mg en 2 mL de agua destilada y esterilizar utilizando un
filtro de 22 pm. Almacenar a -20 °C.

Buffers para cromatografia rpHPLC

Disolvente A (TFA 0.1% v/v). Diluir 1 mL de TFA en 999 mL de agua tetradestilada.
Filtrar a través de una membrana de 0.22 micras.

Disolvente B (Acetonitrilo, TFA 0.1% v/v). Diluir 1 mL de TFA en 999 mL de
acetonitrilo. Filtrar a través de una membrana de 0.22 micras.

Reactivos para plegamiento

Glutatiéon reducido (GSH) 10 mM. Disolver 15.3 mg de GSH en la solucién de
plegamiento. Se debe preparar en el momento.

Glutatién oxidado (GSSH) 1 mM. Disolver 3 mg de GSSH en la solucion de
plegamiento. Se debe preparar en el momento.
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Reactivos para electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A. Soluciéon de acrilamida (30 % Acrilamida +0.8 % bis- Acrilamida). Disolver 50 g de
acrilamida y 1.2 g de bis-acrilamida en un volumen final de 165 mL de agua desionizada.

B. Amortiguador de abajo (1.5 M Tris + 0.4 % SDS). Disolver 18.17 g de Tris en 50 ml de
agua desionizada y adicional 2 mL de SDS al 20 %. Ajustar a pH 8.8 con HCI concentrado.
Aforar a 100 mL.

C. Amortiguador de arriba (0.5 M Tris +0.4 % SDS). Disolver 6.06 g de Tris base en 50 mL
de agua desionizada y adicionar 2 mL de SDS al 20 %. Ajustar pH 6.8 con HCI concentrado.
Aforar a 100 mL.

D. Amortiguador de corrida (0.25 M Tris + 0.19 M Glicina + 0.1% SDS) para una solucion
10X, disolver 15.2 g de tris y 72.1 g de glicina en 300 mL de agua desionizada y adicionar
25 mL de SDS al 20%. Ajustar a pH 8.6 con 10 M NaOH. Aforar a 500 mL.

E. Persulfato de amonio al 10%. Disolver 0.1 g de persulfato de amonio en 1 ml de agua
desionizada.

F. Solucioén de tincion de azul brillante de coomassie (25 % isopropanol + 10 % écido acético
+ 0.1 % azul de coomassie R 250). Disolver 0.5 g de azul de coomassie R 250 en 125 ml de

isopropanol y 50 ml de &cido acético y aforar a 500 ml con agua desionizada.

G. Solucioén de destincion para azul de coomassie (10 % Isopropanol + 10 % acido acético).
Mezclar 50 mL de isopropanol y 50 mL de acido acético. Aforar a 500 mL.

H. N,N,N‘,N*- tetramethylenediamine (TEMED). Se usa tal cual como viene.
Reactivos para transferencia, desarrollo y visualizacion de los “western blot”.

A. Solucién amortiguadora TBST 1x. (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.05 %
Tween 20).

B. solucion Bloqueadora TBST 1x + 5% leche “svelty”.

C. Amortiguador de Transferencia (39 mM Glicina, 48 mM Tris-base, SDS al 0.037 %,
Metanol al 20 %).

D. Solucién de revelado: Kit BCIP/NBT (Invitrogen). BCIP = 5-Bromo-4-Chloro-Indolyl
phosphate y NBT Nitroblue Tetrazolium salt.
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Reactivos para la técnica de ELISA.
A. Carbonato de sodio 0.1 M pH 9.5. Disolver 1.06 g en 100 mL de agua desionizada.

B. Solucion de lavado (50 mM Tris/HCI pH 8.0 +150 mM NaCl + 0.05 % Tween 20).
Disolver 25 mL de 1 M Tris/HCI pH 8.0, 50 mL de 1.5 M de NaCl 250 pL. Tween 20, aforar
a 500 mL.

C. Solucioén de bloqueo (50 mM Tris/HCI pH 8.0 + 0.5% gelatina (marca BIO-RAD) + 0.2%
Tween 20). Disolver 5 mL de 1 M Tris/HCI pH 8.0, 0.5 g de gelatina, 50 pL de Tween 20
(entibiar para disolver). Aforar a 100 mL.

D. Solucién de reaccion (50 mM Tris/HCI pH 8 + 500 mM NaCl + 0.1 mg/mL Gelatina +

0.05% Tween 20). Disolver 5 mL de 1 M Tris/HCI pH 8, 33.3 mL de 1.5 M de NaCl, 0.1 g
de gelatina y 50 pL. de Tween 20 (entibiar para disolver). Aforar a 100 mL.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
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Bothrops ammodytoides
Phospholipase

Protein expression

A mRNA transcript that codes for a phospholipase (PLA,) was isolated from a single venom gland of the Bothrops
ammodytoides viper. The PLA, transcript was cloned onto a pCR"2.1-TOPO vector and subsequently expressed
heterologously in the E. coli strain M15, using the pQE30 vector. The recombinant phospholipase was named
rBamPLA2_1, and is composed of an N-terminal fusion protein of 16 residues, along with 122 residues from the

Snake mature protein that includes 14 cysteines that form 7 disulfide bonds. Foll bacterial
Venom rBamPLA2_1 was obtained from inclusion bodies and extracted using a chaotropic agent. rBamPLA2_1 had an
Viper experimental molecular mass of 15,692.5 Da that concurred with its theoretical molecular mass. rBamPLA2_1

was refolded in in vitro conditions and after refolding, three main protein fractions with similar molecular
masses, were identified. Although, the three fractions were considered to represent different oxidized cystine
isoforms, their secondary structures were comparable. All three recombinant isoforms were active on egg-yolk
phospholipid and recognized similar cell membrane phospholipids to be native PLAs, isolated from B. ammo-
dytoides venom. A mixture of the three rBamPLA2_1 cystine isoforms was used to immunize a horse in order to
produce serum antibodies (anti-rBamPLA2_1), which partially inhibited the indirect hemolytic activity of B.
ammodytoides venom. Although, anti-rBamPLA2_1 antibodies were not able to recognize crotoxin, a PLA, from
the venom of a related but different viper genus, Crotalus durissus terrificus, they recognized PLA,s in other
venoms from regional species of Bothrops.

1. Introduction phospholipase A,, (PLA,) was described as having low toxicity for mice

(LDso = 117 pg/mouse of 20g) [2] but to be similar to other PLA,s

Bothrops ammodytoides is the world's most southerly situated viper.
This snake inhabits a geographical region that stretches from the warm
desert regions of “El Gran Chaco” and the dry “Pampeana” region, as far
as the cold Patagonia region of Argentina. It is a small viper, averaging
70 cm in length, able to inflict the typical complications resulting from
Bothrops envenomations [1]. B. ammodytoides venom provokes hemor-
rhagic, dermonecrotic, and inflammatory-edematogenic effects in mice,
potentially causing death [1]. Likewise it is myotoxic, showing pro-
coagulant activity on human plasma, but manifests low or absent
thrombin type activity over bovine fibrinogen [1]. The venom also
manifests phospholipase and indirect hemolytic activity [1,2]. Pre-
viously, the isolation and identification of an aspartic-49 (D49)

* Corresponding author.
E-mail address: elbav@uaem.mx (E. Villegas).

https://doi.org/10.1016/j.pep.2018.09.004

such as myotoxin-I from Bothrops moojeni (LDso = 170 pg/mouse of
20 g) [3]. Although viper venoms represent complex mixtures of toxic
proteins, including phospholipases, serine-proteases and metallopro-
teinases, the recombinant expression of these toxic enzymes may help
to produce neutralizing antibodies for studying the toxic mechanisms of
venom and anti-venom neutralization, related to these enzymes and
eventually to improve the production of viper anti-venom. In this work,
we describe the ¢cDNA cloning and heterologous expression of a phos-
pholipase A, from B. ammodytoides. Furthermore, the recombinant
PLA,, named rBamPLA2_1, was used as immunogen to produce anti-
rBamPLA2 1 antibody (anti-rBamPLA2 _1), which reduces the indirect
hemolytic activity of B. ammodytoides venom and recognizes venom
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PLA,s from other species of Bothrops. For the first time in this work, we
describe a method for generating antibodies against PLA,s from pit
viper venoms, using recombinant PLA5s as antigens; these are useful for
anti-venom study.

2. Materials and methods
2.1. Venom and venom gland

Adult B. ammodytoides specimens were kept in optimal health con-
ditions and in plastic cages, at a constant temperature of 27 °C. Animals
were fed with a mouse every fortnight and tap water was provided ad
libitum. Light-dark cycles consisted of 12h. Venom was extracted
manually and immediately vacuum dried and stored at —20 °C until
use. To obtain one of the two venom glands, a healthy specimen was
selected and after being anesthetized, a venomous gland was removed
by chirurgical extraction with ketamine-xylazine. Immediately after
being extracted, the venom gland was treated with RNAlater
(Thermofisher, Asheville, NC, USA) and stored at —20 °C until use.
After, surgical intervention, the specimen recovered itself, and re-
mained healthy.

2.2. Bacterial strains, enzymes and plasmids

We used XL1-Blue Escherichia coli strain for DNA cloning and
plasmid propagation. The M15 E. coli strain was employed for the ex-
pression of recombinant PLA,. Plasmids pCR"2.1-TOPO" (Invitrogen,
CA, USA), and pQE30 (Qiagen, CA, USA) were used for cloning the
PLA, gene, and for production of the 6His-tagged recombinant
rBamPLA2 1, respectively. Restriction enzymes, Taq polymerase,
Factor Xa protease (FXa) and T4 DNA ligase were purchased from New
England Biolabs (New England Biolabs, MA, USA).

2.3. RNA extraction and gene assembly

As mentioned, total RNA was extracted from a single venom gland
of B. ammodytoides, using the “Total RNA Isolation System” (Quiagen,
CA, USA). Based on the N-terminal sequence of the previously reported
PLA,, specific oligonucleotides were designed to amplify the corre-
sponding transcript (Clement et al., 2012). The oligonucleotides were
named Oligol Fw PLA2 (CAC CTG ATG CAA TTT GAG, Tm 52°C) and
Oligo2 Rv PLA2 (GCA TGG CTC TGA CTC CTC, Tm 58°C).

Positive clones were selected, based on the blue/white selection
scheme, and the integrity of gene construction was verified by DNA
sequencing of the plasmidic minipreps, obtained using the High Pure
Plasmid Isolation Kit (Roche, Basel, Switzerland).

2.4. Plasmid construction for expression

Gene construction made to express the rBamPLA2 1, included re-
cognition sequences for restriction enzymes used for cloning (BamHI
and Pstl) and a sequence encoding for FXa cleavage site. The designed
transcript was subcloned into the pQE30 expression vector, through the
BamHI and Pstl sites. The pQE30 vector introduces a polyhistidine-tag
(6His) to facilitate purification of the product by affinity chromato-
graphy. The FXa cleavage sequence was conveniently placed between
the 6His and the mature toxin to allow the cleavage of the full re-
combinant toxin, should this be necessary. The new pQE30-derived
constructs were verified by sequencing from both sides. Competent E.
coli M15 cells were transformed with the corresponding plasmids by
incubation for 30 min on ice, heat-shocked for 1 min at 42 °C, followed
by 5min in ice, recovered for 30 minat 37 °C in SOC medium, and
plated in LB, containing 100 pg/mL of ampicillin, and 30 pg/mL of
kanamycin. The constructions were named pQE30rBamPLA21 and
their expression product was abbreviated here to rBamPLA2 1.
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2.5. Expression and purification of rBamPLA2_1

E. coli strain M15 expressing the plasmid pQE30rBamPLA2 1 was
grown in Luria Broth (LB) medium. Once absorbance at 600 nm had
reached 0.8 of absorption units, cultures were induced with 1 mM IPTG
(isopropyl-p-p-thiogalactopyranoside) for 24hat 16°C. Cells were
harvested by centrifugation (8000 rpm for 20 min in JA-14 rotor), using
a Beckman centrifuge model J2-21, recovered in washing buffer
(0.05M Tris-HCI, pH 8.0), and lysed with a BugBuster~ protein ex-
traction reagent (Novagen, Germany). This material was centrifuged
again (12,000 rpm for 20 min) and the supernatant was discarded.

The insoluble fraction was rinsed twice with washing buffer and
centrifuged again at 12,000 rpm for 20 min. The insoluble fraction
having the inclusion bodies were treated with the chaotropic agent
guanidinium chloride (GndHCI) at 6M in a Tris-base 0.05M buffer (pH
8.0) to extract the recombinant PLA,. It was then centrifuged for
20min, using a Beckman centrifuge model J2-21 (12,000rpm for
20min in a JA-20 rotor) to remove any insoluble material. The super-
natant that contains the recombinant protein was purified by Ni-NTA
(Ni-nitrilotriacetic acid) affinity column chromatography, which was
performed according to manufacturer's instructions (Qiagen, CA, USA),
using denaturing conditions with buffer A (6M GndHCl in a 0.05M Tris-
base buffer, pH 8.0) and buffer B (6M GndHCI in 0.05M Tris-base
buffer, containing 400 mM imidazole, pH 8.0). Buffer B was eliminated
by applying a second purification step under reverse-phase HPLC (RP-
HPLC). An analytical C4 reversed-phase column (Vydac 214 TP
4.6 x 250 mm, USA) was run from solvent A (0.1% trifluoroacetic acid,
TFA, in water) to solvent B (0.1% TFA in acetonitrile). The previously
described HPLC system was used for this separation, and the gradient
was run from 10 to 60% solvent B, for a 50 min period and after 1 mL/
min, proteins were detected at 230 nm. The rBamPLA2 _1 product was
vacuum dried. The recombinant product was allowed to fold under
controlled conditions using 2M GndHCI in 0.05M Tris-base buffer, pH
8.0, containing 1mM reduced glutathione (GSH)/0.1 mM oxidized
glutathione (GSSG).

2.6. Molecular mass determination

The molecular mass identities of the recombinant proteins and the
enzymatically digested peptides were confirmed by mass spectrometry
analysis. The protein fractions were reconstituted to a final con-
centration of 500 pmol/5 pL of 50% acetonitrile with 1% acetic acid
and directly applied into a Thermo Scientific LCQ Fleet ion trap mass
spectrometer (San Jose, CA) with a Surveyor MS syringe pump delivery
system. The eluate at 10 pL/min was split out in order to introduce only
5% of the sample into the nanospray source (0.5 pL/min). The spray
voltage was set from 1.5kV and the capillary temperature was set at
150 °C. The fragmentation source was operated at 25-35 V of collision
energy, 35-45% (arbitrary units) of normalized collision energy and the
scan with wide band was activated. All spectra were obtained in the
positive-ion mode. The data acquisition and the deconvolution of data
were performed on Xcalibur Windows NT PC data system.

2.7. Phospholipase and hemolytic activity

The phospholipase activity of the purified enzyme was determined
by the hydrolysis of egg-yolk phospholipids in agarose plates, as de-
scribed by Bernheimer et al. [4]. The hemolytic activity of native
phospholipases in presence of bivalent viper snake serum, and anti-
rBamPLA2_1 antibodies were assayed, as described by Lanari et al.
(2014) [5].

2.8. Protein-lipid interactions

Dot blots were carried out using P-6001 PIP Strips (2 X 6 cm ni-
trocellulose membranes, Echelon Biosciences, Salt Lake City, UT, USA),
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Fig. 1. Representation of the gene construction for the heterologous expression of rBamPLA2_1. (A) The primary structure of rBamPLA2 1. (B) The genetic
construction used for the expression of the recombinant rBamPLA2 _1. The 6His-coding sequence is part of the pQE30 vector and is located upstream of the BamHI/
Pstl-cloned gene, so the recombinant protein gets 6His-tagged at the amino terminus. Downstream of the BamHI site, the sequence coding for the FXa recognition site
is introduced (IEGR is highlighted) right before the mature toxin's sequence. Two stop codons (asterisks) are included at the end of the sequence coding for the mature
toxin, upstream of the PstI cloning site. (C) The first forward and the last reverse oligonucleotides used for rBamPLA2_1 assembly. The structural elements added to
the sequence of the recombinant toxin are shown (the BamHI and PstI sites as well as the stop codons are underlined).

::)i.::)lacid sequence of rBamPLA2_1 compared to the native PLA2.
Protein Amino acid sequence* ID (%)
PLA2 native HLMQFETLIKKIAGRSGVWEYGEFYGCYCGSGGRGKPKDATDRCCFVHDCCYGKVTGCDPKM 100
rBamPLA2 1 HLMOFETLIKKIAGRSGVWEYGEYGCYCGSGGRGQPKDATDRCCEFVHDCCYGKVAGCDPKM 95
kkkhkxkhkhkhkhkhhkhkrhkhrhhhkrkhkxhhhkhhkkhhkhkhx H hkhkkkhkkxhkhkkhkhkdkdhkhdhhk : * ok ok ok ok ok
PLA2 native DFYTYSEENGVVVCGGDDPCKKQICECDRVAATCFRDNKTYDNNKYWEFYPAKNCQEESEPC 100
rBamPLA2_1 DFYTYSEENGVVVCGGDDPCKKQICECDRVAATCFRDNKDTYNNKYWFYPAENCQEESEPE 95

Kk kkkkkhkkFhkk Kk kkhhkkhkkhkhkhrkhkkhkkkhk*

ok ok ok kK kK kg K kK R Kk kK

*The residues in bold black differ in both native PLA2 and rBamPLA2_1. The four highly conserved
residues H48, D49, Y52 and D99 in blue represent the active site of elapid PLA,s. The underlined C49
and C122 are distinctive for Type II phospholipases. ID means percentage of identity.

spotted with 100 pmol of phosphoinositides and other biologically im-
portant lipids. Interaction of rBamPLA2 1 with lipids was tested as
follows; the membrane was blocked with 5 mL of blocking buffer, TBS-T
(0.01M Tris-HCl+ 0.15M NaCl + 0.05% of Tween-20, pH 7.5) plus 5%
fat free milk and gently agitated for 1 h at room temperature (rt). The
blocking buffer was discarded and final protein concentration of 5 pg/
mL of rBamPLA2_1 was added to 5 mL of TBS-T buffer for 1 h at rt, with
gentle agitation. After contact, the protein solution was discarded and
the membrane washed three times with 5mL TBS-T, with gentle agi-
tation. Then, 5mL of TBS-T containing horse anti-rBamPLA2 1
(0.1 mg) was added, and gently agitated for 1h at rt. After washed
again three times with 5 mL TBS-T with gentle agitation, 5 mL of TBST-

35

T containing anti-horse conjugated with alkaline phosphatase was in-
cluded, and the phospholipid membrane was incubated again for 1h at
rt. Following these washing stages, membrane was developed using the
BCIP/NTB substrate kit (Invitrogen Cat. 00-2209), according to man-
ufacturer's instructions.

2.9. Biological activity

The protocol used for assaying the activity of rBamPLA2 1 in vivo,
using the mice model, was followed according to the guidelines of our
Institute Committee of Animal Welfare, maintaining the number of
animals at a necessary minimum, in order to validate experiments. Male
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Fig. 2. SDS-PAGE and Western-blot of rBamPLA2_1 expressed in E. coli cells. A) SDS-PAGE; B) Western-blot. Right lane shows the molecular weight markers in kDa;
Lane number 1 cells without IPTG induction; lane number 2, cells with IPTG induction; lane number 3, inclusion bodies; lane 4, supernatant; lane 5, recirculating;
lanes 6 and 7, first and second wash with 30 mM Imidazole; lanes 8 to 14 corresponds to the exp d proteins after purification by affinity column the elution with
400 mM imidazole rBamPLA2 1.

Fig. 3. Chromatographic separation of

A
S rBamPLA2 1. A) Chromatographic separation of
rBamPLA2_1 from 400 mM imidazole fractions. B)
The SDS-PAGE inside shows at the right lane the
300 molecular weight markers in kDa; lane number 1,
the complete venom from B. ammodytoides; lane
number 2, inclusion bodies; lane 3, fraction 1 from
HPLC after protein folding; lane 4, fraction 2 from
E 200 ;:T HPLC after protein folding; lane 5 fraction 3 from
2 o HPLC after protein folding. C) Phospholipase assay
2 on aga egg yolk phospholipases.
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Fig. 4. Circular dichroism of native PLA, and rBamPLA2 _1. The secondary structure analysis revealed higher content of a-helix than that of B-strands.

109



H. Clement et al Protein Expression and Purification 154 (2019) 33-43
Table 2
Amino acid sequence of rBamPLA2_1 and two PLA,s from New World pit viper venoms.
PLA2 Sequence
1-—————— 10--—————- 20-———-——- 30-——————- 40--——--- 50--—————-
-61
rBamPLA2  HLMQFETLIKKIAGRSGVWFYGFYGCYCGSGGRGQPKDATDRCCFVHDCCYGKVAGCD
1 PKM
1IMG6* SLFELGKMIWQETGKNPVKNYGLYGCNCGVGGRGEPLDATDRCCFVHKCCYKKLADCD
SKK
1PPA* SVLELGKMILQETGKNAITSYGSYGCNCGWGHRGQPKDATDRCCFVHKCCYKKLTDCN
HKT
. ee . * . * dk kkk kk Kk **:* **********.*** *:*'*:
*
62-————-— 70—=——————= 80———————- 90-——--—- 100------ 110---———-——-
122
rBamPLA2  DFYTYSEENGVVVCGGDDPCKKQICECDRVAATCFRDNKDTYNNKYWFYPAENCQEES
1 EPC
1IMG6 DRYSYKWKNKAIVCGKNQPCMQEMCECDKAFAICLRENLDTYNKSFRYHLKPSCKKTS
EQC
1PPA DRYSYSWKNKAIICEEKNPCLKEMCECDKAVAICLRENLDTYNKKYKAYFKLKCKKPD
T-C

* ke k .k sk . kk

*

e kkhK .

kKK ek K . . *e e

*1MG6 and 1PPA are the PDB codes of the crystal structures of PLA,s from the snake venoms of
Agkistrodon acutus and Agkistrodon piscivorus piscivorus. Their disulfide pairing has to be Cys26-115,
Cys28-44, Cys43-95, Cys49-122, Cys50-88, Cys57-81 and Cys75-86.

mice (CD-1, 20 g body weight) were tested by intravenous injection.

2.10. Ei linked i

3 bent assay (ELISA)

Solid-phase-adsorbed rBamPLA2_1, native PLA, and Bothrops ve-
noms were prepared by treating wells of MaxiSorp plates (NUNC™,
thermo scientific) with 100 pL solution of 5pg/mL of recombinant
protein in 100 mM sodium carbonate buffer (pH 9.6). Following over-
night incubation at 4 °C, wells were aspirated and washed three times
with 200puL of washing buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8, containing
0.5 mg/mL of Tween 20 and 150 mM NaCl). Subsequently, wells were
filled with 200 pL of blocking buffer (5 mg/mL gelatin and 2mg/mL
between 20 and 50 mM Tris-HCl buffer, at pH 8). After 2 h of incubation
at 37 °C, wells were washed as described above and filled with 100 pL
aliquots, with serially diluted horse IgGs anti-rBamPLA2 1 in incuba-
tion buffer (50 mM Tris-HCI buffer at pH 8, containing 1 mg/mL ge-
latin, 0.5 mg/mL between 20 and 0.5M NaCl). Dilution initiated at 1:30
and incubation time was 1 hat 37 °C. After washing, the bound horse
1gGs were allowed to react with 100 uL per well of 0.1 mg/mL of anti-
horse IgGs, labeled with horseradish peroxidase (Roche), in incubation
buffer. After another hour at 37 °C, wells were washed and filled with
100 pL of ABTS solution (Roche), as the substrate for peroxidase. The
color development reaction was arrested by the addition of 25pL of
20% SDS, and the plate was read at 405nm in a Microplate Reader
(Tecan Sunrise IVD version). Data were analyzed by nonlinear regres-
sion, using the sigmoidal dose-response equation from the Prism pro-
gram (Graph Pad Prism v. 6.0c). Conventional titers were calculated
from the midpoint of the curve and correspond to the IgGs dilution for
half of maximal binding, which was considered as the half maximal
effective concentration (ECsp).

2.11. Circular dichroism

Secondary structure content of native and recombinant PLA,s was
calculated by applying circular dichroism spectroscopy (CD). Spectra of
the native PLA, and the recombinant isoforms were recorded at room
temperature in quartz cells (1 mm-path), manifesting a wavelength
ranging from 190 to 260 nm, detected using a spectropolarimeter Jasco
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J-710 (Jasco, Japan). Data were collected every 1nmat a speed of
20 nm/min. Each protein was dissolved in 60% trifluoroethanol, up to a
concentration of 0.6mg/mL. Trifluoroethanol improves secondary
structure. The CD values correspond to the mean of three CD record-
ings. Finally, percentages of secondary structure were analyzed, using
the algorithms hosted on line at K2D3 web server (http://cbdm-01.zdv.
uni-mainz.de/ ~andrade/k2d3/).

2.12. Animal immunizations

A horse was hyperimmunized subcutaneously with 7mg of a mix-
ture of the three rBamPLA2_1 cystine isoforms for producing serum
antibodies (anti-rBamPLA2_1). We initiated immunization protocol by
administering a dose of 0.1 mg total protein in Complete Freud's
Adjuvant (CFA), subsequently increasing doses up to 0.5 mg, and al-
ternating with incomplete Freud's (IFA) and aluminum hydroxide (AH),
over a 1 month period. Inmunizations were continued using 0.5 up to
1 mg weakly, for 3 months. The horse serum antibodies were purified
from plasma by acid precipitation, using 5% caprylic acid. New Zealand
rabbits were also immunized for three months, at intervals of fifteen
days, administering increasing doses of the basic subunit of crotoxin
(CB) (10-300 pg/rabbit). Primarily, immunization started with CFA,
subsequently alternating this with incomplete Freund's adjuvant and
AH. Serum from three rabbits was pooled and antibodies were purified
by affinity chromatography in a Sepharose 4B resin, activated with
cyanogen bromide, coupled to CB.

2.13. Statistics

Results were expressed as mean and standard deviation, or as mean
with 95% confidence intervals. For all statistical methods, we used the
software Prism 4.0 (Graph Pad Inc., San Diego, CA).

3. Results and discussion

3.1. Isolation and sequence deter of rBamPLA2_1

Oligonucleotides were designed, based on the N-terminal sequence
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Fig. 5. RP-HPLC profiles of the enzymatically digested nPLA; and rBamPLA2_1. A) proposed arrangement of disulfide bridges in native PLA,. Both nPLA2 (B) and
rBamPLA2_1 isoform 3 (C) were enzymatically digested with trypsin. The peptide digested fractions were separated using an analytic C, 3 reverse-phase column
(Vydac 214 TP 4.6 x 250 mm, USA) using 0.1% trifluoroacetic acid, TFA, in water, as solvent A, and 0.1% TFA in acetonitrile as solvent B. The gradient was run from
20 to 60% solvent B, during 40 minat 1 mL/min, the peptide fragments were detected at 280 nm. The HPLC fractions collected were analyzed using mass spec-
trometry.

Fig. 6. Interaction of phospholipases to membrane

A B lipids. A) Binding of recombinant rBamPLA2_1
and B) native PLA2 from B. ammodytoides. The

LPA S1P LPA& S1P binding of phospholi to b lipids were
revealed using anti IgG rBamPLA2 1 (0.1 mg/mL)

LPC PtdIns(3,4)P2 LPC Ptdins(3,4)P2 as the first antibody and anti-horse coupled to al-

kaline phosphatase as the second antibody.
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Fig. 7. Protein content of venoms from different species of Bothrops revealed by
SDS-Gel and Western-blot. A and B. lanes, 1) rBamPLA2 _1; 2) B. ammodytoides;
3) B. jararacussu; 4) B. diporus; 5) B. moojeni; 6) B. alternatus; 7) B. asper. The
SDS-Gel had 50 pg per line, and the Western-blot had 10 pg per line (first an-
tibody was horse IgG anti-rBamPLA2 1, and the second antibody was horse IgG
coupled to alkaline-phosphatase).

of the previously isolated PLA; from B. ammodytoides (see Materials and
Methods). The cDNA coding region for rBamPLA2_1 with a predicted
size of 122 bp was enlarged by PCR, cloned into plasmid pCR"2.1-
TOPO® and then into the bacterial vector pQE30 (Fig. 1). The amino
acid sequence of the cloned rBamPLA2 1 differs from the one pre-
viously isolated, in 6 out of 122 amino acids; that is, rBamPLA2_1 is
95% identical to that isolated from the venom (Table 1). rBamPLA2_1
retains the four highly conserved residues His48, Asp49, Tyr52 and
Asp99, pertaining to the common PLA; active site (here His47, Asp48,
Tyr51 and Asp98); apparently a characteristic of type II phospholipases
[6]. The designation of type I and type II, old world snakes (cobras and
mambas) and new world snakes (rattlesnakes and pit vipers), respec-
tively, refers to the six disulfide bonds they have in common, but an
extra one (see underlined C in Table 1) is located in distinctly different
locations for Type II phospholipases [7,8].

3.2. Expression, purification and protein folding of rBamPLA2_1

The gene encoding rBamPLA2_1 was assembled and cloned into the
expression vector pQE30. This vector is used to produce N-terminal
6His-tagged proteins, which facilitate the rapid purification of the re-
combinant products by IMAC. We added a cleavage site for FXa be-
tween the 6His-tag and the mature sequence of the BamPLA2 1, in
anticipation of a possible deleterious effect of the 6His-tag on the bio-
logical activity of BamPLA2_1, which could if necessary, then be
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untagged from the mature protein. Heterologous expression of the
rBamPLA2 _1 peptide was achieved using the E. coli M15 strain (Fig. 2).
rBamPLA2_1 was predominantly found in inclusion bodies (Fig. 2A,
lane 3), and was recovered by using agarose nickel affinity (Fig. 2A,
lanes 8-14). The heterologous expression of rBamPLA2 1 in inclusion
bodies, as well as its purification from agarose nickel columns was
confirmed by western-blot assays, using an anti-6His-tag antibody,
coupled to alkaline phosphatase. rBamPLA2_1 was folded in vitro and
purified by RP-HPLC. Three protein fractions with retention times
ranging from 34 to 40 min (linear gradient, 0-60% of B in 60 min) were
collected (Fig. 3). An analysis by 15% SDS-PAGE showed that all three
fractions had similar apparent molecular mass, and also they were
equally active on egg-yolk phospholipids (Fig. 3, inset). Furthermore,
the three fractions showed an experimental molecular mass of
15,692.5Da in its reduced form, which was obtained by mass spec-
trometry and corresponds to the expected molecular mass for the 6His-
tagged rBamPLA2 1; this data may indicate that the three main com-
ponents obtained from RP-HPLC, correspond to oxidized cystine iso-
forms of rBamPLA2 1. There are reports of multiple cysteine-rich
protein isoforms being generated during heterologous expression
[9-12]. rBamPLA2_1 contains 14 cysteines and could theoretically
form up to 135,135 isoforms, considering scrambling disulfide pairing
possibilities. Clearly, the molecular machinery in the snake venom
gland, in charge of PLA2s expression, directs the formation of correct
folding. The protein yield of the three rBamPLA2 1 fractions together
was 0.5mg/L.

3.3. Secondary structure of rBamPLA2_1 isoforms

Native and recombinant phospholipases were analyzed by CD, in
order to compare the secondary structures of the three oxidized cystine
isoforms of rBamPLA2_1. They all showed high absorption for a-helix
secondary structure, and relatively low content in terms of B-strands
(Fig. 4). According to a CD deconvolution program, the secondary
structure content was 90.2, 87.8, 90.1, 90.5% respectively and 0.5, 0.4,
0.5, 0.5%, of a-helix and B-strands, for the native PLA2 and the three
rBamPLA2 1 isoform, respectively. So far, all pit viper venom PLAss
contain a greater proportion of a-helix, which is characterized as
having a positive band at 198 nm and negative ellipticities at
208-222 nm [13]. Here, the rBamPLA2 1 isoform 1 showed the lowest
percentage of a-helix, and based on its CD spectrum, its secondary
structure could be slightly different to the native PLA,. Overall, the
three rBamPLA2 1 isoforms resemble the canonical secondary struc-
tures of viper venom PLA,s [13].

3.4. Evidence of different disulfide pairings in rBamPLA2_1 isoforms

According to descriptions of the three-dimensional structures of pit
viper type II PLAs (PDB codes IMG6 and 1PPA) snakes from the New
World [14,15], disulfide pairings have been classified as Cys26-115,
Cys28-44, Cys43-95, Cys49-122, Cys50-88, Cys57-81 and Cys75-86
(Table 2, Fig. 5A). However, as mentioned previously, it is important to
note that a heterologously expressed PLA,, which contains 14 cysteines
could theoretically form up to 135,135 isoforms, if only the disulfide
pairing possibility is considered. This means that the number of possible
structural forms for a protein rich in cysteines increases with the
number of cysteines in the molecule; consequently, in order to obtain a
structural, long-standing and in vivo functional recombinant protein
with n number of half-cysteines, the correct structure must be one of the
N!/PD! A structural forms, where N is the number of half-cystines, PD
is the number of cystines, and A is 2 (a disulfide arrangement). To show
that the three rBamPLA2_1 obtained were different oxidized cystines
having different disulfide pairing, the native PLA» and the rBamPLA2 1
isoform 3, were enzymatically digested with trypsin (Fig. 5B and C).
The digested fractions were separated by RP-HPLC, and the most pro-
minent protein fractions were analyzed using mass spectrometry. The
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Fig. 8. Antibody recognition of horse anti-rBamPLA2_1 to venoms from Bothrops species. A) Anti-rBamPLA2_1 recognition to venoms from different species of
Bothrops. B) Inhibition of the hemolytic activity of B. ammodytoides venom by a bivalent snake antivenom and anti-rBamPLA2_1.

HPLC elution profiles display different digested fraction patterns for
both the native PLA2 and the rBamPLA2 1 isoform 3, which may be a
consequence of their different disulfide pairings. Fig. 5B shows a HPLC
fraction of the enzymatically digested native PLA, that elutes after an
extended retention time (31 min). This fraction had a molecular mass of
9048.8 Da, which probably corresponds to the theoretical molecular
mass of 9048.0 Da of all viable covalently linked peptide fragments,
connected by their disulfide bridges (see amino acid sequences inside
Fig. 5B). These linked peptide fragments concur with the proposed
disulfide pairing for pit viper PLAs. In contrast, Fig. 5C shows a HPLC
fraction at 17.5 min, of the enzymatically digested rBamPLA2 1 iso-
form 3, with an experimental molecular mass of 1454.3 Da, which may
correspond to the theoretical molecular mass of 1453.7 Da of peptide
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fragments with amino acid sequences, covalently linked by Cys57-
Cys95. Moreover, Fig. 5C also shows a HPLC fraction at 26.9 min, of the
same enzymatically digested rBamPLA2 1 isoform 3, with an experi-
mental molecular mass of 2264.6 Da, which may correspond to the
covalently linked peptide fragments Cys44-Cys86, Cys50-Cys88 and
Cys43-Cys49, with a theoretical molecular mass of 2265.4 Da (Fig. 5C,
inset). Therefore, the molecular masses obtained for the digested
rBamPLA2 1 isoform 3 differ from those of the proposed disulfide ar-
rangement for pit viper PLA,s, indicating that rBamPLA2_1 isoform 3
has a different disulfide arrangement, when compared to that of native
PLA,.
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Table 3
Titers of anti-rBamPLA2 1 against rBamPLA2_1, bothrops venoms and cro-
toxin, and titers of anti-crotoxin against rBamPLA2 1.

Antibody Protein Titers cr

Horse anti-rBamPLA2 1 rBamPLA2 1 28,077 21,748-36,247
Native PLA2 1572 1325-1865
B. ammodytoides 803 641 - 1006
B. jararacussu 184 162-207
B. diporus 20 17-23
B. moojeni 34 31-35
B. alternatus 18 15-21
B. asper 2012 1669-2426
Crotoxin 0

Rabbit anti-crotoxin rBamPLA2_1 0

2 Confidence intervals (95%).
3.5. Biological analysis of rBamPLA2_1

3.5.1. Toxicity and phospholipid binding

The toxicity of rBamPLA2_1 was compared to the native PLA,
(LDso = 117 pg/20 g in mice); however, rBamPLA2 1 was not toxic to
mice up to 300 pg/20 g mouse (n = 3), when injected intravenously. In
a protein-lipid overlay assay, it was observed that rBamPLA2 1 inter-
acts with different biologically important lipids found in cell mem-
branes (Fig. 6). rBamPLA2_1 binds slightly better to phosphatidic acid
(PA), phosphatidylserine (PS) and phosphatidylinositol 3,4-bispho-
sphate (PI3,4) (Fig. 6). PA, PS and PI3,4 are known to comprise some of
the principal acidic phospholipids in mammalian cell membranes [16].
Similar results were observed in an identical protein-lipid overlay
assay, using native PLA,.

3.6. Horse i izati ibody

and antibody titers

A horse was immunized with 7mg of a mixture of recombinant
rBamPLA2 1 isoforms. After 3 months of immunization, the horse was
bled, and the capacity of its serum to recognize rBamPLA2_1 and native
PLA,s from bothrops venoms was observed. Fig. 7A shows the protein
composition of venoms from several species of Bothrops, where phos-
pholipases, as is evident from their molecular weights, may have be-
tween one tenth and one third of their respective venom composition
(see red triangle mark in Fig. 7A and B). The apparent molecular mass
of rBamPLA2 1 (Fig. 7A, lane 1) appears to be larger than other natural
PLA,s; possibly the result of extra basic residues (6His-tag) at the N-
terminal of rBamPLA2_1, which may retard protein migration, as
previously observed [12]. Fig. 7B illustrates how horse anti-
rBamPLA2 1 recognizes venom proteins from Bothrops species. Anti-
body-recognition was observed for proteins in the range of 10-15kDa,
which represent the native PLA,s from Bothrops venoms. Furthermore,
Fig. 8A shows the horse antibody titers against the venom of the Bo-
throps species; B. jararacussu, B. diporus, B. moojeni, B. alternatus, B.
ammodytoides and B. asper, compared to that of rBamPLA2 1 titer. The
venoms of B. jararacussu, B. diporus, B. moojeni and B. alternatus were
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less recognized by anti-rBamPLA2 1 than the venoms of B. ammody-
toides and B. asper. Although antibody recognition is evident, the half
maximal effective concentration (ECso) was quite low for B. ammody-
toides and B. asper (803 and 2012, respectively, see Table 3). Ad-
ditionally, anti-rBamPLA2_1 was capable of reducing the indirect he-
molytic activity of B. ammodytoides venom, activity that was closely
related to phospholipase activity. Fig. 8B shows the complete and
partial indirect hemolytic neutralization of B. ammodytoides venom in
the presence of a bivalent Bothrops antivenom (B. diporus and B. alter-
natus venoms used as immunogens), and in the presence of anti-
rBamPLA2 1. This data proves that rBamPLA2 1 may be a suitable
immunogen for producing anti-PLA, antibodies to decrease PLA, ac-
tivity of Bothrops phospholipases, related to several toxic activities, such
as myotoxicity or interference with platelet function; at least in B.
ammodytoides venom.

In order to assess the capacity of anti-rBamPLA2 1 for recognizing
PLAss, in contrast to other viper venoms, it was tested against crotoxin
(P62022.1), a rattlesnake PLA, from Crotalus durissus terrificus.
Although rBamPLA2 1 and crotoxin are 57% similar (Table 4), anti-
rBamPLA2_1 was unable to recognize crotoxin (Fig. 9A). Correspond-
ingly, anti-crotoxin antibodies were unable to recognize rBamPLA2 1
(Fig. 9B).

This low reactivity reinforces evidence that indicates the re-
dundancy of anti-Bothrops phospholipase antibodies for recognizing and
neutralizing crotoxin, corroborating the specificity of this enzyme.
However, the reactivity of the anti-rBamPLA2 1 on other Bothrops
venoms heightens interest in the study on the possible neutralization of
toxic activities related to these enzymes, elicited from a recombinant
enzyme as immunogen. Although at present anti-snake venom pro-
duction for therapeutic purposes consists of polyclonal antibodies pro-
duced in animals, mostly using whole venom as immunogens, new
methodologies are being studied [17] and the use of recombinant
proteins for the generation of polyclonal or monoclonal antibodies
fragments through molecular biology methods may indicate future
strategies for anti-venom production [18].

3.7. Concluding remarks

For the first time, this work presents the use of recombinant non-
toxic PLA, (rBamPLA2 1) isoforms to produce horse serum antibodies
against native PLAss from homologous bothrops venoms. One major
drawback to this work refers to the three identified isoforms of
rBamPLA2 _1, which may overlap the activity of a possible well-struc-
tured rBamPLA2_1. The phospholipid binding activities, the activities
on egg-yolk phospholipids and the circular dichroism spectra of
rBamPLA2 1 isoforms suggest that some basic secondary structure is
maintained, even though different disulphide pairings may be pre-
sented. Even though rBamPLA2 1 had low phospholipase activity and
was not lethal to mice, it behaves as an immunogen for producing
antibodies against PLAs from related Bothrops species. The use of re-
combinant toxins as immunogens to produce neutralizing antibodies
against animal venoms such as scorpions (Centruroides, Androctonus),

Table 4
Amino acid sequence of rBamPLA2_1 compared to crotoxin.
Protein Amino acid sequence ID (%)*
Crotoxin HLLQFNKMIKFETRKNAIPFYAFYGCYCGWGGRGRPKDATDRCCFVHDCCYGKLAKCNTKW 100
rBamPLA2 1 HLMQFETLIKKIAGRSGVWEYGEYGCYCGSGGRGQPKDATDRCCFVHDCCYGKVAGCDPKM 57
**:**:_:** *)\'_******x**t*:************i*****:** * 2 *
Crotoxin DIYPYSLKSGYITCGKGTWCEEQICECDRVAAECLRRSLSTYKYGYMFYPDSRCRGPSETC 100
rBamPLA2 1 DEFYTYSEENGVVVCGGDDPCKKQICECDRVAATCFRDNKDTYNNKYWEYPAENCQEESEPC 57

* kek kk . k. kK * .

sk khkkkokkkkk Kook

Kok gk kkk k. *k ok

*ID means identity
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Fig. 9. Antibody recognition between rBamPLA2_1 and crotoxin. A) Recognition of anti-rBamPLA2 1 to crotoxin. B) Recognition of anti-crotoxin to rBamPLA2 1.

elapids (Micrurus, Dendroapsis, Naja) and spiders (Loxoceles) has been
already reported [17-19]. In the same way, recombinant PLAss could
be used to generate anti-PLA, antibodies to reduce the toxic activities
related to phospholipases, such as myotoxicity and platelet alterations,
caused by Bothrops viper envenomation.
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