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Glosario
ACE : Enzima conversora de angiotensina.

Foseta Loreal: Cavidad Termo receptora ubicada entre los ojos y el orificio del hocico
de la serpiente.

HFBr : Fraccion Hemorragica de Bothrops roedingeri
IPGs : Gradiente de pH inmovilizado
FtsH Gen mutante que cumple funciones de sensibilidad a la temperatura y

tolerancia a la colicina debido a que los mutantes se exponen a una alta

frecuencia de lisogenizacion.
SVMP: Metaloproteasas de veneno de serpiente
ADAMTS:  Desintegrina y Metaloproteinasa con motivos de trombospondina
ESI lonizacion por Electroespray
MALDI TOF/TOF: MALDI= desorcion/ionizacion laser asistida por matriz

TOF = Tiempo de vuelo

PMSF : Fenil metil sulfonilo
FACTOR V: Proacelerina, (factor labil) pegada a la membrana plaquetaria
FACTOR VII: Factor antihemofilico A, esta pegado a la membrana plaquetaria
FACTOR X: Factor de Stuart-Prower, esta pegado a la membrana plaquetaria.
HIC Cromatografia de Interaccion Hidrofobica

PMF : Huella Peptidica
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INTRODUCCION

Desde el punto de vista cientifico, los estudios de aproximacién Proteémica, son sin
duda los primeros a ser realizados en nuestro pais y como tal reviste de enorme
trascendencia desde la generacidon de conocimiento hasta su posible aplicacion. Se

puede decir que hubo tres causas para el desarrollo de la Protedmica:

* La secuenciacion de genomas a gran escala y el desarrollo de bases de datos de

proteinas.

* El desarrollo de técnicas de espectrometria de masas para analizar proteinas y

péptidos.

* Los avances realizados en la separacion de proteinas mediante electroforesis con la

introduccion de los gradientes de pH inmovilizados (IPGs).

La muestra a caracterizar es el veneno de Bothrops roedingeri, por la utilidad y
caracteristicas propiamente dichas que posee, una caracteristica es que presenta
proteinas con accion proteolitica (proteasas) dando a entender que su funcién principal
es la descomposicion de proteinas para aminoacidos, estas proteinas son llamadas
metaloproteasas; una caracteristica especifica es que necesita la presencia de un metal
como el Zinc. Se tiene reportes que esta proteina esta relacionada a los origenes del
cancer debido a que su expresion esta ubicada en altos niveles de tumores humanos y
relacionados con la metastasis. Por eso se menciona que puede tomar esta proteasa

como tratamientos de cancer para poder inhibir su expresion.

El veneno de serpiente perteneciente a la familia viperidae presenta alto porcentaje de
metaloproteasas por ende tiene gran relevancia epidemioldgica porque representan
accidentes ofidicos de mayor incidencia en el Sur de América, pudiendo ocasionar
frecuentemente disturbios funcionales permanentes e incluso la pérdida del miembro

afectado. 2

El conocimiento de la presencia de metaloproteasas presentes en el veneno de
serpientes, es comun, sin embargo la presencia de esta familia de proteinas en el
veneno de serpiente de Bothrops roedingeri, no es conocido, a pesar de algunos
estudios previos, nos muestran su presencia pero para eso es necesario purificarla sin

pérdida de la actividad bioldgica, con el fin de estudiarla de su perspectiva estructura-
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funcion, y comprender no s6lo algunos mecanismos de la patogénia, sino desde el
punto de vista estructural pueda brindarnos informacion sobre el desarrollo futuro de

un posible agente terapéutico.

El estudio realizado por espectrometria de masas esta induciendo la reaparicion de
aproximaciones bioquimicas para el estudio de la funcion de las proteinas, como se
menciond para el andlisis de un proteoma especifico se basara en electroforesis y
cromatografias; para estos dos casos se continuara con espectrometria de masas como
una cadena de metodologias debido a que existe una gran utilidad en la mejora 'y en el

progreso de técnicas que nos mejoraran el estudio de proteinas y proteomas.

Lo que se quiere dar a conocer es el empleo de una nueva plataforma moderna en el
estudio de enzimas procedentes de veneno de serpientes, para lo cual se sugiere un
modelo metodologico actualizado en el estudio de todas las proteinas o enzimas
expresadas por un sistema bioldgico que nos permita conocer el estado actual de la
especie; y asi proporcionar una variedad de herramientas para el estudio a gran escala

de la funcion de los genes a nivel de proteina.
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Objetivos

Objetivo General

e Caracterizar Estructural y Funcionalmente las metaloproteasas a partir del

veneno total de Bothrops roedingeri, desde una perspectiva Protedmica.

Objetivos Especificos

1) Purificar una metaloproteasa a partir del veneno total de Bothrops roedingeri
a través de cromatografia liquida de interaccion hidrofobica y una
Electroforesis en SDS PAGE.

2) Determinacion de la actividad proteolitica de la metaloproteasa.

3) Determinacion de la masa intacta del veneno por la técnica de Espectrometria
de masas (ESI) y Caracterizacion de la estructura primaria de “novo” por
Espectrometria de masas (MALDI/TOF).

4) Realizar un Estudio Bioinformatico para el estudio y la caracterizacion
funcional de la proteina.

5) Caracterizar la metaloproteasa procedente del veneno de Bothrops roedingeri,

a través de la actividad hemorréagica.
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HIPOTESIS

Es posible obtener la enzima metaloproteasa que se encuentra presente en las
serpientes de la familia viperidae, la obtencion sera en la especie Bothrops roedingeri,

mediante el estudio y aplicacion de la “Protedmica’ propiamente dicha.
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Resumen

Las especies pertenecientes al género Bothrops son muy importantes en el campo de
la investigacion por poseer enzimas proteoliticas, la cual tiene como caracteristicas
principales tener una variada accién bioldgica y contribuir con desordenes en
coagulacion, necrosis y formacion de hemorragias por ende se necesita una plataforma
moderna en el estudio de estas enzimas para asi poder sugerir un modelo metodoldgico
actualizado en el estudio de todas las proteinas expresadas por un sistema biologico
que nos permita conocer el estado actual de la especie, asi como utilizar esta
informacion en la construccion biotecnoldgica de informaciones con posibles fines

terapéuticos futuros.

El primer objetivo trazado es purificar y caracterizar una de las enzimas proteoliticas
presentes en el veneno de la serpiente peruana Bothrops roedingeri como es la
metaloproteasa para lo cual se trabajé inicialmente mediante cromatografia de
Interaccion Hidrofobica con columnas del sistema HITrap en la cual nos dio como
resultado la presencia de 6 picos, siendo el pico 2 aquel que mostré actividad
hemorragica siendo denominada HFBr, con esta fraccion obtenida se realiz6 una
electroforesis SDS PAGE en condicién reductora con uso de DTT que evidenci6 una
masa molecular de 23 kDa y en condicion no reductora una masa de ~27 kDa. , para
la determinacién de la masa intacta del veneno recurrimos al método de Espectrometria

de Masas obteniendo nuestros resultados crudos e intactos por Electrospray (ESI)
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dando un resultado de 27342.6641 Da. Se realiz6 una caracterizacion de la estructura
primaria de “novo” por hidrolisis triptica (MALDI/TOF) obteniendo 6 secuencias de
aminoacidos para posteriormente realizar un analisis Bioinformatico a través de la
Base de datos SWISS-PROT para luego realizar un analisis de homologia secuencial
con uso del Software DNAStar especificando que la proteina estudiada es una
Metaloproteasa de la familia de las Hemorraginas. Finalmente se hizo pruebas para su
caracterizacion bioldgica para determinar la actividad hemorragica con un método de
inoculacion intradérmica en ratones obteniendo los valores de hemorragia inducida de
Bothrops roedingeri correspondiendo a 9.5 mm + 0.15 mm para el veneno total y de 8
+ 0.12 mm para la fraccion HFBr, respectivamente. El procedimiento realizado como
es la “Protedmica” nos sirvid para la obtencion y caracterizacion de metaloproteasas
procedentes de la especie Bothrops para un futuro fin cientifico, tecnologico y

terapéutico.

Palabras clave: HITrap, Cromatografia, SDS PAGE, Espectrometria de Masas, ESI,
MALDI/TOF, Hidrolisis, Actividad hemorragica, Protedmica.
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Abstract

The species belonging to the genus Bothrops are very important in the field of research
for possessing proteolytic enzymes, which has as main characteristics to have a varied
biological action and contribute to disorders in coagulation, necrosis and hemorrhage
formation therefore a modern platform is needed in the study of these enzymes to be
able to suggest an updated methodological model in the study of all the proteins
expressed by a biological system that allows us to know the current status of the
species, as well as to use this information in the biotechnological construction of
information with possible future therapeutic purposes.The first objective is to purify
and characterize one of the proteolytic enzymes present in the venom of the Peruvian
snake Bothrops roedingeri as it is the metalloprotease for which it was initially worked
with Hydrophobic Interaction chromatography with columns of the HITrap system in
which it resulted the presence of 6 peaks, peak 2 being the one that showed
hemorrhagic activity being called HFBr, with this fraction obtained an SDS PAGE
electrophoresis was performed in reducing condition with DTT use that showed a
molecular mass of 23 kDa and in a non-reducing condition a mass of ~ 27 kDa. , for
the determination of the intact mass of the poison we resorted to the method of Mass
Spectrometry obtaining our raw and intact results by Electrospray (ESI) giving a result
of 27342.6641 Da. A characterization of the primary structure of *novo" was carried
out by tryptic hydrolysis (MALDI / TOF), obtaining 6 amino acid sequences to
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subsequently carry out a Bioinformatic analysis through the SWISS-PROT database
to then carry out a sequential homology analysis with Use of the DNAStar Software
specifying that the protein studied is a Metalloprotease of the Bleeding family.Finally,
tests were done for their biological characterization to determine the hemorrhagic
activity with a method of intradermal inoculation in mice obtaining the values of
induced bleeding of Bothrops roedingeri corresponding to 9.5 mm + 0.15 mm for the
total venom and 8 + 0.12 mm for the fraction HFBr, respectively. The procedure
carried out such as "Proteomics” was useful for obtaining and characterizing
metalloproteases from the Bothrops species for a future scientific, technological and

therapeutic purpose.

Keywords: HITrap, Chromatography, SDS PAGE, Mass Spectrometry, ESI, MALDI /

TOF, Hydrolysis, Hemorrhagic activity, Proteomics.
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CAPITULO I

CONSIDERACIONES TEORICAS

1.1  Caracteristicas generales del veneno de serpiente

Hoy en dia se tiene conocimiento de la existencia de 3200 variedades de
serpientes @, de las cuales se conoce que aproximadamente 500 son especies
venenosas y que 200 pueden provocar envenenamiento en humanos B, Las especies
que son venenosas emplean sus venenos para defenderse, atacar e inmovilizar a sus
victimas y asi facilitar su ingestion y digestion, existen varias familias de serpientes de
las cuales se diferencia su habitat y caracteristicas tanto internas como externas. Se
detallan las mas importantes y como son sus sinénimos hoy en dia: Elapideae (cobra,
coral), Colubridae (Culebra, se le denomina asi a todo ofidio inofensivo para el
hombre a excepcion de la “boomslang” que origino muerte en algunos humanos),
Hydrophiidae (especies marinas), Viperidae (viboras, familia de serpientes muy
venenosas) y Crotalidae (cascabel, considerada la familia con un amplio nimero de

especies venenosas) I,
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Varios elementos de los venenos de las serpientes cumplen sus respectivos
efectos venenosos sobre diferentes caminos toxicoldgicos y también cuentan con una
similar organizacion bioldgica como por ejemplo una ruta comun hacia varias toxinas,
que son referentes a diversos linajes de proteinas y presentes en los venenos de varias
serpientes. Existen algunas argumentaciones que no se esta de acuerdo en composicion
y formacién de la actividad de los venenos de las serpientes, pero éstos se clasifican,
en funcion de dos cuadros patologicos que se desarrollan que son: neurotéxico y
hemotoxico. Estos dos cuadros se relacionan Unicamente en cuanto a sintomas como

son debilidad generalizada, dolor e inflamacion local 1.

1.2  Efectos toxicos

Los efectos toxicos de los venenos en habitual son la miotoxicidad y
cardiotoxicidad y disturbios, también produce fallas en la homeostasis. Habitualmente
los venenos mas potentes son aquellos que poseen componentes neurotdxicos,
encontrados principalmente en serpientes de la familia Elapidae e Hidrophidae,

pudiendo llegar a una dosis letal DLso para ratones a valores inferiores a 0,03 mg/Kg.

El contenido seco del veneno esta compuesto por polipéptidos que tienen
toxinas, enzimas y péptidos que cumplen como funcion principal cambiar el
funcionamiento y fisiologia de las especies envenenadas. Se conoce que el veneno seco
es el 95% del veneno total y que su composicion cualitativa y cuantitativa varia de

acuerdo con la especie en estudio; edad, zona y dieta.

Han sido identificadas mas de 20 enzimas diferentes, de distinta clasificacion
y funcion; de las cuales 12 se encuentran en varios de los venenos de distintas familias
y que la enzima hialuronidasa es comun en todos los venenos ya que es primordial
porque tiene la funcion de facilitar la distribucion del veneno para los tejidos de la
especie envenenada [>61,
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1.3 Componentes toxicos

Dentro de los componentes toxicos se encuentran: Acetilcolinesterasas
(inhiben la transmision de impulsos nerviosos voluntarios y autbnomos, perjudicando
la locomocion y pudiendo llegar a la letalidad por paro respiratorio),
Adenosindifosfatasas (inhiben la agregacion plaquetaria), fosfolipasas (digestion de
fosfolipidos de membrana, siendo relacionados a mio/neurotoxicidad, inhibicién de la
formacion del complejo protrombinasa e induccion de agregacion plaguetaria),
hialuronidasas (aumentan la difusion de los demas componentes, a través de los
tejidos), L-aminoxidasas (relacionadas con apoptosis), diversos componentes que
afectan la hemostasia (metaloproteasas, serinoproteasas y algunas proteinas no
enzimaticas como desintegrinas y potenciadores de bradicidina) y componentes
relacionados con la degradacion de proteinas de la matriz extracelular y membrana
basal endotelial (metaloproteasas), se puede encontrar cantidad de proteinas en los
venenos no solo como los mencionados sino también como Proteinas Orgénicas de
baja masa molecular y proteinas Inorganicas al igual que inhibidores enzimaticos

como se detalla en la Figura 1.

A pesar de ser identificados muchos de los efectos bioldgicos y los
responsables de tales efectos; la farmacologia actual adopta ahora una nueva posicion.
Asi un componente presente en el veneno que pudo ser capaz de causar un
desequilibrio en la homeostasis, se convierte en un elemento valioso de utilidad

bioldgica.

Desde este punto de vista, los venenos de serpientes pasan a ser vistos desde
otra perspectiva, como probables agentes terapéuticos en medicina, contra diversas
patologias, asi como herramientas o sondas moleculares en la investigacion de diversos
procesos fisioldgicos [ & 9 101U De esta forma, algunas enzimas fibrinoliticas
altamente purificadas no producen actividad hemorragica despertando mayor interés

como agentes terapéuticos 2.
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Figura 1. Proteinas encontradas en los venenos de serpientes [7- 8 9.11]
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1.4  Metaloproteasas

Las metaloproteasas son hidrolasas del tipo endopeptidasas, que necesitan de
un cofactor; un metal, generalmente el Zinc, en su sitio catalitico para su respectiva
accion. Estas enzimas cambian ampliamente en cuanto a su filogenia (desde bacterias
hasta mamiferos) y funciones in vivo 3. Entre las funciones mas relevantes de
caréacter fisioldgico podemos citar la angiogénesis, fertilizacion, fusion de mioblastos,
re-estructuracion proteica y re-modelamiento de tejidos 141,

Algunas metaloproteasas conservan un papel en la sefializacion intracelular
durante el desarrollo neuronal, como fue descrito para SUP-17 (Caenorrhabditis
elegans, una proteina homologa a la ADAM10 de mamiferos), a través del
procesamiento de la proteina “notch” y su ligando delta 5 61,

En mamiferos, cuando se pronuncian abundantemente, metaloproteasas,
pueden favorecer para la instalacion de diversas patologias como artritis,
arterioesclerosis, alzhéimer y céancer [*l. Observando asi el evitar estos estados
patoldgicos, el organismo dispone de una fina regulacion en la actividad de estas
enzimas, operando en distintos niveles. Asi una modulacion en la actividad puede ser
alcanzada con la inhibicion de la trascripcion, a la expresion en la forma de zimégeno

y la expresion de inhibidores especificos (81,

1.5 Clasificacion de las Metaloproteasas

De acuerdo con la similitud de las secuencias, las metaloproteinasas se pueden
agrupar en 4 grupos principales: (Figura 2)
1. Zincinas que poseen una secuencia HEXXH, como motivo de union al Zinc.
2. Inverzincinas que poseen un motivo invertido de union al Zinc, HXXEH.
3. Carboxipeptidadasas que poseen un motivo de union al Zinc, HXXE
4. DD-carboxipeptidasas que poseen un motivo de union de Zinc, HXH.

Todos los grupos poseen como 1° y 2° ligando un residuo de Histidina, excepto
las carboxipeptidasas. El tercer ligando de metal puede ser un residuo de Histidina

(excepto en las inverzincinas), o una Glutamina (zincinas e inverzincinas).
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Las zincinas constituyen un mayor grupo, siendo subdivididas en Gluzincinas
(aquellas en un tercer ligando de Zinc es una Glutamina) o Metzincinas (donde un
tercer ligando es una His) 1,

Son parte de las gluzincinas, las familias de la termolisina, de la endopeptidasa-
24.11, de la enzima conversora de angiotensina (ACE) y la aminopeptidasa. Es
probable que las metaloproteasas ATP-dependientes, también pertenezcan a la familia
de las gluzincinas. Se trata de un grupo de enzimas recientemente descritas que
pertenecen a la familia de las AAAs (ATPasas asociadas con diversas actividades
celulares). Algunas de sus integrantes participan en el control de calidad proteica 2,
combinando las funciones de chaperonas y proteoliticas, por ejemplo, de la FtsH de E.
coli. Las AAAs poseen amplia distribucion filogenética y elevada conservacién
secuencial 21,

Las metzincinas poseen un motivo conocido como “Met-turn” caracterizado
por la presencia de una Met en una vuelta de la estructura terciaria (del cual deriva el
nombre del grupo) localizada en la region C-terminal en relacion al motivo de union
al zinc (HEBXHXBGBXH...M). Se incluye entre las metzincinas a las familias de las
astacinas, de las serratias, de las reprolisinas y de las matrixinas.

Las astacinas poseen inmediatamente después un tercer ligando del metal, un
residuo de Glu. Son parte de esta familia la propia astacina (enzima digestiva que
presenta los camarones de agua dulce), una meprina (proteasa de mamifero) y
proteinas envueltas en el desarrollo de diversos organismos.

Las serratias poseen un tercer ligando de zinc, un residuo de prolina, siendo la
familia compuesta por enzimas producidas por bacterias fitopatogénicas. Las
reprolisinas poseen un residuo de Asp después del tercer ligando de zinc, formado
juntamente con las astacinas la familia conocida como M12 [?21. Son parte de esta
familia algunas enzimas relacionadas en la reproduccion de mamiferos conocidas
como ADAMs (Desintegrinas y Metaloproteinas), ADMTS (Desintegrina y
Metaloproteinasa con motivos de trombospondina) y presentes en venenos de
serpientes (svMPs-Snake Venoms Metalloproteases). Buena parte de las ADAMs son
probablemente inactivas, puesto que no presenta motivos integros de union al zinc %31,
El secuenciamiento del genoma humano posibilit6 inferir 51 genes de
ADAMs/ADAMTS, por lo tanto, no todas fueron debidamente caracterizadas hasta el
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presente momento. También fue posible observar su compleja estructura gendémica

(esparcidas en diversos cromosomas) y génica (como la ADAM11 con 25 exones) 241,
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Figura 2. Familias de metaloproteasas dependientes de Zinc: B: Residuos
apolares; X: Cualquier residuo; Italico: Residuos ligados al Zinc; Negrito:
Residuos envueltos en la catalisis enzimética; aa: cantidad en residuos de

aminoacidos (posicion) [1°]

Las matrixinas (MMPs - matrix metalloproteasas) poseen como un tercer
ligando de zinc, un residuo de Ser o Thr, formando juntamente con las serratias la
familia M10. Las matrixinas consisten en colagenasas, gelatina e estro melisinas. Estas
enzimas pueden ser encontradas en forma soluble asociadas a membrana celular (Mt-
MMP-membrane type MMP). El secuenciamiento del genoma humano posibilito
inferir 19 genes de MMPs. [23]

1.6 Organizacion en multidominios

Las metaloproteasas poseen organizacién multimodular con gran variabilidad
(Figura 3). Las funciones de los tamafios de estas enzimas son dependientes de
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recombinaciones entre diferentes dominios. Las SVMPs tienden a ser mas

hemorragicas cuanto mayor sea el nimero de dominios "1,
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Figura 3. Organizacion multimodular de algunas metaloproteasas. Las
proteinas son representadas desde sus porciones C-terminales hacia las

N-terminales (de izquierda a derecha) [23 24,25

Algunos de los dominios posibles de ser encontrados en metaloproteasas son
concisamente descritos a continuacion:
-Péptido sefial: con la funcion de dirigir la proteina para su localizacién sub celular o
secrecion 1261,
-Predominio: regula la actividad enzimética a través de la interaccion entre el sulfidrilo
de Cys, presente en el motivo PKMCGVTQ en svMPs 0 PRCGVPD en MMPs, con
Zinc presente en el dominio catalitico a través de un mecanismo conocido “cysteine-
switch” [27],
- Dominio Catalitico: de forma globular, contiene el sitio activo enzimético. En
algunas matrixinas y ADAM s se puede incluir un motivo homoélogo a la ligacion de la

gelatina presente en la fibronectina 281,
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-Desintegrina: posee secuencias concenso Cys (o0 analoga) localizada en una vuelta
flexible de su estructura 3D. Las ADAMs aferradas en la membrana pueden interactuar

con integrinas a traves de este tripéptido, promoviendo la adhesion célula-célula.

En compensacion, cuando esta presente en proteinas libres inhiben ligacion
célula-célula y célula-matriz (entre proteinas de la matriz como fibronectina y

fibrindgeno e integrinas celulares a través de competicion 29301,

-Rico en cisteina: poseen alta densidad de residuos de cisteina, siendo recientemente

relacionado con la inhibicion y agregacion plaquetaria inducida por colageno 9.

-ATPasa: incluye los motivos Walter B (relacionados con la ligacién de ATP) y SRH
(Second Region of Homology, relacionado con la hidrolisis de ATP).

En conjunto estos motivos son conocidos como mddulo AAA, relacionado con
la actividad ATPasica. La actividad proteolitica de las metaloproteasas con ese

dominio es dependiente de la actividad ATPasica 2,

-MAM: frecuentemente encontrado en receptores, estd presente en la Meprina C-

terminalmente con dominio catalitico.

-Tipo hemopexina: homologo a hemopexina (proteina plasmatica que liga heme libre)
esta relacionado al reconocimiento de inhibidores de metaloproteasas enddgenas
(TIMPs), siendo exclusivo de matrixinas 3%,

-Repeticiones de EGF: contienen repeticiones del factor de crecimiento epitelial 231,

-Repeticiones TSP-1: contienen repeticiones de tipo 1 de trombospondina, siendo
exclusivo de ADAMTS. La trombospondina, en estas repeticiones posee las funciones
de ligacion con heparina, activando la activacion de la transcripcion, promociona la

adhesion celular, inhibicion de angiogenasa y ligacion a GPIV de plaquetas (233341,

-Tipo lectina: homdlogo a las lectinas (proteinas que ligan azlcares de manera
especifica), es exclusivo de svMPs de clase P-1V.

-Transmembrana o transmembrana mitocondrial: confieren a la proteina la capacidad
de anclaje en membranas lipidicas.

-Citoplasmatico: se encuentra interiorizado en el citoplasma, siendo relacionado con

la traduccién de sefial 133,
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1.7 Caracterizacion enzimatica de las metaloproteasas de veneno de

serpientes

En su mayoria las metaloproteasas de venenos de serpientes son mas activas y
solubles en pHs neutros a levemente bésicos %1, La acutolisina A es un buen ejemplo,
exhibiendo una reduccion de 100 veces la actividad proteolitica cuando el pH varia de
7,5 a 5,0 7], Este factor puede estar relacionado a la disminucion de la capacidad de
polarizacion de agrupamiento carboxilico presente en Glu catalitico (aumentando la
distancia de contacto con el agua catalitica), asi como a la protonizacion de las His que
ligan al zinc (distanciando o removiendo al metal).

Estas enzimas son fuertemente inhibidas por el EDTA u o-fenantrolina,
exhibiendo también inhibicion por el citrato [38]. Estudios de dicroismo circular, antes
y después de la remocion de zinc por estos agentes, indican una brusca disminucion
en el contenido de a-hélices 1.

En su mayoria, las metaloproteasas de venenos de serpientes son
potencialmente hemorragicas debido a la digestion de diversas proteinas de la
membrana basal endotelial y la matriz extracelular como: laminina, nidogenio,
fibronectina, colageno tipo IV y proteoglicanos [,

Las proteinas relacionadas con la coagulacion sanguinea con fibrindgeno y
factor de von Willebrand también son blancos de la digestion enzimaética,
contribuyendo para la instalacion del cuadro hemorragico. Es el caso de las
hemorraginas como la metaloproteasas de venenos de serpientes:

(@) De clase P-I: HR-22 y HR-2b (Trimeresurus flavoviridis) con MHD de 0,07;
acutolisina A (Agkistrodon acutus) con MHD de 0,22;

(b) De clase P-11: HT-1 (Crotalus ruber ruber);

(c) De clase P-llIl: HR-1A y HR-1B (Trimeresurus flavoviridis) con MHD de
respectivamente de 0,01 y 0,02; HF-3 (Bothops jararaca) con MHD de 0.015;

(d) De clase P-1V: HR-I1 (Agkistrodon halys blomhoffii) con MHD de 0,1.

Con todo algunas metaloproteasas de venenos de serpientes no causan hemorragia,
conservando la actividad proteolitica.

Diversas tentativas fueron realizadas en el sentido de identificar motivos

mutuamente exclusivos de enzimas hemorragicas y no hemorrégicas. Inicialmente fue
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propuesto %% que los residuos His 92, GIn96, 1le101, Tyr185, GIn68 y Lys195
estarian relacionados con la hemorragia. Por ende, los residuos idénticos fueron
encontrados en enzimas no hemorragicas. Recientemente fue propuesto que los
residuos Glu/Asp186 y Asn195, estarian asociados a actividades no hemorragicas .
Los estudios de especificidad enzimatica indican la preferencia por residuos de Leu en
P1’, no siendo exigentes en cuanto al residuo en la posicion P1. Con todo, residuos
con pequefas cadenas laterales y no polares tienden a mejorar la actividad enzimatica.
Casi todas las metaloproteasas de venenos de serpientes estudiadas rompen la cadena
B de la insulina entre Ala y Leu de la secuencia V-E-A-L-Y-L diversas enzimas
fibrinoliticas no hemorragicas ya fueron analizadas en cuanto a su sitio de clivaje en
la cadena alfa de fibrindgeno.

La fibrinolasa (Agkistrodon contortrix contortrix) cliva entre K413-L414; a
Cbfibl.1 (Crotalus basiliscos) entre K413- L414, S505-T506 y Y560-S561; a
Cbfibl.2 (Crotalus basiliscos) entre G254-S255 y P516-M517; a lebetasa
(Macrobipera levetina) entre K413-L414 y P516-M517. La lebetasa cliva aun, otros
componentes endogenos como la bradicidina, sustancia P, glucagon. A2-
macroglobulina, en diversas combinaciones P1-P1’ sugiriendo que la actividad

hemorragica no debe estar asociada a especificidad enzimatica 42,

1.8  Principales serpientes venenosas del Peru

En la actualidad en nuestro pais podemos encontrar 9 de 15 familias de especies
que se encuentran en el mundo, teniendo mas del 50% en especies ofidicas, siendo
considerados el segundo pais en Latinoamérica por la biodiversidad de nuestras
serpientes 3451y de estas especies se sabe que 33 son venenosas y solo 9 serpientes
son propias de la poblacion autoctona de la region y las 24 especies restantes son de
paises vecinos 4. Las familias més relevantes y primordiales por el amplio campo de
estudio de serpientes venenosas que habitan en el pais son Viperidae y Elapidae 1!,

Hoy en dia, los accidentes por mordedura de ofidios provocan un sin nimero
de pérdidas de vidas humanas; si en caso no ocurra pérdidas humanas, los heridos

tienden a sufrir un destrozo de tejidos hasta la pérdida global o parcial de alguin érgano
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461 "seguin los reportes de MINSA se estima que hubo 2035 accidentes ofidicos en el
2008, afio donde fue el mayor nimero de afectados 17,

Teniendo en cuenta que en nuestro pais se cuenta con una amplia region de la
selva que supera los 600.000 Km?, se conoce que son muchas las serpientes que son
registradas en este lugar, a la vez se sabe que existe especies registradas en valles
interandinos y también por la costa del pacifico. No obstante, los estudios al respecto
no estan finalizados debido a que se tiene la seguridad que se puede obtener y trabajar
futuros informes. Sin embargo, el serpentario “Oswaldo Meneses” reporto las
siguientes especies que se observan en la Tabla 1 que son motivo de estudio e
investigacion para diversos fines académicos y relevantes para el pais 18, de igual
manera también se observa las caracteristicas y diferencias detalladas de dos familias

de serpientes que son las que mas habitan en el pais. (Tabla 2)

Tabla 1. Principales serpientes venenosas del Pery [48. 49

FAMILIA ESPECIE NOMBRE COMUN
Bothrops atrox Jergon de la selva
Bothrops brazili Jergon shushupe
Bothrops pictus Jergon de la costa
Bothrops roedingeri Jergon de la costa
Viperidae iR o
Bothriopsis bilineata Loromachaco
Bothriopsis oligolepis Lamon o jergdn negro
Lachesis muta Shushupe
Crotalus durissus terrificus Cascabel sudamericano
Micrurus spixii Coral 0 naca naca
Elapidae Micrurus surinamensis Coral 0 naca naca
Micrurus tschuddi Coral de la costa
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Tabla 2. Caracteristicas Diferenciales entre Serpientes Venenosas de dos

Familias importantes en el Per( 5%

Caracteristicas

Diferenciales

Serpientes Venenosas

Familia Viperidae

Familia Elapidae

Cabeza Triangular Redonda
] Elipticas Elipticas
Pupilas L . .
Disposicién Vertical Disposicién Diagonal
Habitos Nocturnos Nocturnos
Escamas Cabeza Quilladas, Asperas Ausente
Placas Simétricas en la
Ausentes Presentes
cabeza
q Lentos, posicion de
Movimientos Lentos
ataque
Cuello Estrecho Grueso
Foseta Loreal Presente Ausente
Anillos Transversales de Completos, bandas
Ausentes )
colores negras impares
Cola Corta y Afinada Larga y afinada
Colmillos Moviles Fijos

1.9  Bothrops roedingeri

1.9.1 Taxonomia
Es conocida como “JERGON DE LA COSTA”, también como “CATARI” en lengua
quechua, de igual manera por pertenecer a la familia Viperidae también es conocido

con el sinébnimo de Vibora y a esta familia se le engloba como “serpientes del viejo

mundo “, cuenta con caracteristicas que se detallan en la Tabla 3.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

T :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

Tabla 3. Clasificacion Taxonémica y nomenclatura cientifica [6]

Reino Animalia
Filo Chordata
Subfilo Vertebrata
Clase Sauropsida
Orden Squamata
Suborden Serpentes
Familia Viperidae
Subfamilia Crotalinae
Género Bothrops

1.9.2 Ubicacion geografica

Esta especie podemos encontrarla en los valles cercanos al mar desde el departamento
de Ica y fundamentalmente en la costa y valles del departamento de Arequipa. (Figura
4)

Bothrops pictus
v Bothrops roedingeri

OCEANO
PAC T EO,

Figura 4. Ubicacion Geografica de la especie Bothrops roedingeri en la costa

(marcado con rojo)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

1.9.3 Caracteristicas

Este reptil es mas peligroso y temido de la costa peruana su nombre cientifico
es Bothrops roedingeri de la Familia Viperidae mide entre 40 y 60 cm de longitud,
también existen ejemplares de la misma familia de hasta 1 m de longitud, su forma
general es alargada y normalmente cilindrica, consta de la piel cubierta de escamas
pequerfias en el dorso y mayores en el vientre; recubierto de una delgada piel que varia
constantemente a lo largo del afio. Esta piel es transparente y comienza a desprenderse
por los labios y continta por la cabeza, cuerpo y la cola. Sus 0jos son redondos con
pupilas circulares y verticales, con falta de parpados y protegidos por una membrana
trasparente como el vidrio de un reloj. Su boca es muy dilatada que le permite ingerir
alimentos de gran tamafio, con lengua larga, filiforme y protractil esta siempre hiumeda
y posee varios corpusculos sensitivos que lo utiliza para el tacto y gusto (Figura 5). En
el olfato consta d un sentido mas desarrollado que el auditivo y por ultimo su forma de
transporte es arrastrandose mediante ondulaciones laterales del cuerpo 4.

Su veneno se ha caracterizado por la presencia de enzimas trombina “like” es
tal vez la enzima de accién mas espectacular en el ataque de serpientes Viperidas.
Causa rapida conversion del fibrinégeno en fibrina, es decir coagulacion ain en
presencia de heparina, otra caracteristica importante es su tolerancia a la temperatura

ya que soporta calentamiento hasta 80 grados centigrados sin perder su actividad 11,

Figura 5. Bothrops roedingeri — Familia Viperidae 5]
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1.10 Usos del veneno

El veneno de la serpiente “Jergon de la Costa” , posee componentes no toxicos
utilizados en medicina, como por ejemplo el captopril para el tratamiento de la
hipertension arterial, el cual deriva de la bradiquinina que es un péptido del veneno de
Bothrops; también tenemos el factor promotor del crecimiento nervioso (empleado
para Alzheimer), factores anticoagulantes, factores con actividad antiepiléptica,
factores con actividad antitumoral (uso de la crotoxina para el tratamiento del cancer),
factores analgésicos (para artritis, migrafas, etc) y factores de accién antibacteriana
[52,53] )

En la actualidad las serpientes han tomado gran valor en la medicina; los
componentes de su veneno son utiles en el tratamiento de diferentes enfermedades
tales como el mal de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, terapias anticoagulantes,
preparacion de sueros antiofidicos. Las serpientes también son importantes en el
control ecoldgico de roedores evitando la proliferacion descontrolada de éstos 4,

La L-aminoacido oxidasa, es la enzima que le confiere la coloracién amarilla a
los venenos que la contienen. Es una glicoproteina de alta masa molecular; responsable
por la degradacion de aminoacidos con liberacion de cetoacidos, amoniaco y peroxido
de hidrégeno. Su accién antibacteriana es un notable hallazgo, como es el caso para

Escherichia coli, Vibrio cholerae y Staphyloccoccus aureus .

1.11 Conocimientos de la Prote6mica

El constante avance de la protedmica corresponde parcialmente a los adelantos
significativos realizados en la metodologia de proteinas, estas nuevas metodologias
tienen sus limitaciones. Para mejorar la rama es necesario innovar y considerar estas

limitaciones y desarrollar tecnologias modernas y adecuadas a cada proteoma.

1.12 Identificacion y caracterizacion de proteinas

En las investigaciones de proteomas, la caracterizacion es primordial. Es el
paso inicial para estudios que sospechan en final etapa la determinacién de los

proteomas funcionales. En el caso de los geles SDS page, las identidades de sus bandas
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formulan unos mapas de referencia, que describen las proteinas identificadas en un
tejido en condiciones determinadas. Los proteomas o proteinas pueden ser reconocidas
por cantidad de procedimientos uno de ellos puede ser la secuencia de un extremo N-
terminal, para esta metodologia se usara anticuerpos fijos para la deteccion, la
estructura de aminoacidos, un traslado con proteinas ya reconocidas, sobre-expresion
y una mutacion de genes (delecion). Estos procedimientos son metodologias de gran
escala por lo tanto no resultan tan factibles tiene sus desventajas porque pueden lentos,

tediosos, laboriosos, y el precio es elevado 641,

En consecuencia, debido a que la espectrometria de masas posee propiedades
como una alta sensibilidad y también por ser muy veloz es considerada como una
técnica de deteccion de proteinas a una gran escala, también el motivo que esta técnica
se haya desarrollado tanto es porque sus metodos de ionizacion y la forma en que
transforma las moléculas con distintas propiedades como polares, no volatiles en forma

gaseosa.
1.13 Espectrometria de masas

Los espectrometros de masa estan perfeccionados y cuentan con una fuente de
iones, un analizador de masas y un detector que calcula la relacion masa/carga (m/z)
en fase gaseosa. Esta técnica implica:

e La transformaciéon de los polimeros (iones) en fase gaseosa por una metodologia
de ionizacién, como ionizacion/desorcion presenciada con laser (MALDI) las
muestras especiales son en estado sélido, también esta la ionizaciébn mediante

electro-spray (ESI) la muestra puede ser liquida o en solucion.

e Disgregacion de los iones segin su m/z en un analizador de masas como el caso

del indagador tipo ToF (Time of Flight) o un cuadrupolo.

e Los resultados son expresados en un espectro de masas que nos muestra la
cantidad de los iones frente al valor de masa y carga y esta medida de las masas
estan dadas por su detector,

Para la identificacion de proteinas se han desarrollado varias estrategias:

e Identificacion por huella peptidica 0 mapeo peptidico manejando un tipo MALDI-
TOF.
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e Caracterizacion por medio de una fragmentacion de proteinas obteniendo la
secuencia sea total o parcial de los aminoacidos manipulando un espectrometro

de masas en forma tandem 641,
1.14 Estudio bioinformatico en la era post-genémica

Los resultados obtenidos por medio de un espectrometro de masas, son
mostrados normalmente en forma de picos; a este resultado grafico se le denomina
como espectro de masas. Cada pico de un espectro de masas, significa valores de masa

y carga al igual que la intensidad de cada una de sus sefiales.

Especificar la secuencia de una proteina a partir de su espectro de masa, es un
procedimiento cotidiano en el estudio de proteomas. Manejando la pesquisa contenida
en sus bases de datos, se puede identificar velozmente un nimero elevado de proteinas

y el resultado sera con una precision alta.

La caracterizacion de proteinas dependera de la particularidad de los datos
obtenidos en el espectrometro de masas, de los datos disponibles en la base de datos y
del método empleado en la busqueda de datos. Finalmente se deduce que son varias

maniobras para el uso de datos obtenidos por espectrometria de masas [°1.

1.15 Software y herramientas bioinformaticas

Actualmente se tiene cantidad de avances en el tema de investigacion referidos
a las ciencias y estudio con proteomas y como consecuencia trae un gran adelanto en

la solidez y complejidad de pesquisas desde el punto de vista biologico.

El avance y metodologias de la informacion son tecnologias que nos van a
mejora el almacenamiento de los datos y también para poder interpretarlos en lugares
de investigacion de una mera optima y eficaz. Existen varias bases de datos y
herramientas de analisis, pueden estar como hardware y también como software.

1.15.1 Protein Pilot TM

Este Software ayuda en la personalizacion de proteinas, accede a asemejar

varias modificaciones peptidicas y también divisiones no tripticas paralelamente.
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Diferenciar con total sencillez isoformas de proteinas al igual que sus subconjuntos, y
eliminar los falsos positivos, asi como observar la relacion entre una proteina-péptido.
Con el ingreso genérico para herramientas SCIEX el cual es un formato que brinda su
Huella Peptidica (PMF) este software es relacionado con todos los sistemas del estudio
de proteomas MS/MS 671,

1.15.2 4000 Series Explorer TM

Este Software nos permite la edicion y recoleccion de datos provenientes del
MALDI ToF/ToF, consigue EM en tiempos de vuelo en tandem, quiere decir que
consta de una sensibilidad muy alta y disponible en modo MS y MS/MS, también se

encargar de juntar todas las propiedades de MALDI en un espectrometro de masa [,

1.15.3 DNAStar

DNASTAR es considerado un software que aporta lo necesario para la
indagacion Protedmica de la biologia estructural al igual que pesquisas genémicas, y
el estudio general de la biologia este software posee instrumentos individuales para

facilitar, resolver y aclarar el estudio:

- EditSeq: Es una aplicacion uatil para importar y editar ciertos formatos de

archivo que son poco comunes. Se puede modificar manualmente la secuencia.

- MegAlign: Es un software que se encarga de la alineacion de secuencias, estas
pueden ser secuencias de proteinas y también de ADN, consta de multiples métodos
de alineacion. Tiene una propiedad que son las pantallas graficas “Rich” estas nos
permiten ajustar la alineacion al finalizar el trabajo, al igual también consta de un
convertidor de arboles filogenéticos donde podemos ver las diferencia en quimica

tanto estructurales como funcionales.

- Protean: Esta herramienta nos permite presagiar patrones de visualizacion,
caracteristicas estructurales secundarias, la composicion de proteinas o aminoacidos,
propiedades quimicas o fisicoquimicas a través de un completo analisis de proteomas

con sus varias herramientas 621,
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1.15.4 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool):

Esta herramienta informatica cumple la funcion de busqueda de homaologos segun los
resultados o datos de alineamiento local, se pueden observar opciones como las
regiones de similitud entre secuencias. Otra funcidn relevante de BLAST es que puede
comparar nucledtidos, secuencias de proteinas y a la vez también calcula una
estadisticamente, se puede diferenciar relaciones funcionales y evolutivas entre todas

las secuencias y con este resultado se podra identidad sus familias respectivas (¢,

- BLAST NCBI: Esta opcion nos facilita la informacion y se puede acceder a

la informacion biomédica y genédmica.
1.15.5 SWISS-MODEL.:

Es considerado un asistente de homologia proteica estructural la cual en pocas palabras
se le resume como un modelado automatizado, EXPASYy es su servidor Web en el cual
dentro se encuentra este asistente. Su funcion principal es obtener un modelamiento

de la proteina de una manera fécil, sencilla y veloz [,
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS

2.1. UBICACION

e Lapresente investigacion se realizd en los laboratorios ubicados en las instalaciones
de la Universidad Nacional de San Agustin en el Laboratorio de Bioquimica (3 piso)
perteneciente a la Facultad de Biologia a cargo del Prof. Luis Alberto Ponce Soto
Ph.D. y del Mg. Ronald Navarro Oviedo para el trabajo de Cromatografia,

Electroforesis y Actividad Hemorragica (Inoculacién Intradérmica).

e También se hizo pruebas como espectrometria de masas en el Laboratorio de
Quimica de Proteinas del Instituto de Biologia de la Universidad Estadual de
Campinas (UNICAMP) — Brasil a direccion del Prof. Mauricio Aurelio Gomes
Heleno Ph.D.
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22 MATERIALES

221 MATERIAL BIOLOGICO:

e EIl veneno total de Bothrops roedingeri fue proporcionado por el Prof. Luis
Alberto Ponce Soto Ph.D.
e 6 ratones Bal/66

2.2.2 MATERIAL DE LABORATORIO:

e Tubos de Ensayo de 16 x 150 mm.

e Probeta de10 ml

e Matraces

e Fiolas de 50 ml y 100 ml

e Vaso de Precipitacion de 100 ml

e Vaso de Precipitacion de 250 ml

e Puntas para micropipeta de 0-20 uL.
e Puntas para micropipeta de 0-200 uL.
e Puntas para micropipeta de 100-200 uL.
e Tubos Eppendorf de 1,5 ml

e Tubos Eppendorf de 22 pl

e Pipeta Pasteur

e Pipeta de 10 ml

e Propipeta

o Pizeta

e Papel Filtro

e Espétula

2.2.3 EQUIPOS, APARATOS E INSTRUMENTOS:

e Incubadora
e Refrigeradora (Electrolux)

e Autoclave
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e Micropipetas 0.5-10uL, 5-50uL, 20-200uL, 100-1000pl, 1-5mL.
e Centrifuga refrigerada

e Columnas Quelantes HITrap

e Espectofotdmetro UV visible Evolution 260Bio Thermo Scientific
e Fotocolorimetro Klett Summerson

e Materiales para Formacion de Geles: Bandeja para formacion de geles.
e Cristales de Vidrio 10x10 cm. (delgados)

e Peines10cm x 10

e Pozosy Separadores de 0.8 mm de 10 cm (ThermoScientific)

e Fuente de Poder Eléctrica (ThermoScientific)

e Maldi Tof/Tof ABsciex 4800

e Placa MALDI (OptiPlate-384 Microplate)

e Quadrupolo-time of fligth (Q-TOF, Micromass Manchester, UK)

2.24 REACTIVOS:

e Tame 98% (Aldrich Chemical Co)
e ZnS04-99% (Fisher scientific compani USA)
e Dymethyl sulfoxido 99% (Fisher scientific compani USA)
e Tris-HCI 90% (Aldrich Chemical Co)
e CaCl> 95% (Aldrich Chemical Co)
e NaCl 99% (Aldrich Chemical Co)
e Glicina 98% (Merck)
e TEMED Sigma 99 % (Bio Rad Laboratories)
e Ditiotreitol (DTT) 97 % (Sigma Chemical Co)
e Bicarbonato de Amonio 94% (Merck)
e Solucion de acrilamida/bisacrilamida 40% (Merck)
e Persulfato de Amonio (PSA) 10% (Merck)
e Tampodn del gel separador: Tris 1M; pH = 8,8 (Thermo Fisher Scientific)
e Tampdn de la muestra:
o Tris 0,5 M; pH = 6,8 (Thermo Fisher Scientific)
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o SDS 20% (Thermo Fisher Scientific)

o 2-Mercaptoetanol 25% (Merck)

o Glicerol 25% (Merck)

o Azul de Bromofenol 0.2 mg/ml (Merck)
e Azul de Comassie 99% (Merck)
e Metanol 40% (Merck)
e Acido Acético 10% (Merck)

2.1.5 MATERIALES VARIOS:

e Alcohol

e Agua destilada

e Caja de tecnopor

e Guantes

e Bandeja de diseccion
e Estuche de diseccion
e Tips varios

e Parafilm

e Gradilla

e Papel Toalla

¢ Cinta de Embalaje

e Marcador Grueso

e Papel de Aluminio

e Barbijos

2.1.6  HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS:

e Origin 6.0: Software de aplicacién para analisis de datos que nos proporciona
una calidad de graficos. La aplicacion ofrece una interfaz facil de usar para los
principiantes y la habilidad para que los usuarios avanzados personalicen las
tareas de analisis y graficos utilizando temas, plantillas, informes
personalizados, procesamiento en grandes cantidades de informacion y
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programacion. (Cromatografia de Interaccion hidrofébica y Determinacion de
la Actividad Proteolitica)

e 4000 Series ExplorerTM nos permitira el adecuado manejo y la respectiva
compilacion de datos obtenidos del Equipo MALDI ToF/ToF ABsciex 4800
Plus.

e Protein PilotTM simplifica la identificacion de proteinas.

e DNAstar nos proporciona informacion gendémica, y protedmica.

e EditSeq importa y edita secuencias

e MegAlign se encarga del Alineamiento multiple de secuencias

e Protean una herramienta de analisis de proteinas

e BLAST util para la busqueda de homologos segun el alineamiento

e NCBI una base de datos con informacién y herramientas importantes para usos
informaticos para aspectos biotecnolégicos y médicos.

e SWISS-PROT un servidor de homologia proteica estructural de modelado

2.3 METODOLOGIA

2.3.1  Lugar de ejecucion y recoleccion de muestras

La muestra cruda de Bothrops Roendigeri fue cedida por el Prof. Luis Ponce
Soto Ph.D. en forma cristalizada para poder empezar con la purificacion en el
laboratorio de Bioquimica de la Universidad Nacional de San Agustin (UNSA).

2.3.2 Cromatografia de Interaccién Hidrofdbica

Las metaloproteasas, procedente del veneno de Bothrops roedingeri es
purificada en columnas del sistema HITrap (H&C USA.) El sistema cromatogréafico
usado es el de cromatografia convencional. Son recaudadas fracciones activas a una
columna quelante HiTrap (1 ml) que sera cargada con 0,1 M de ZnS04, se lavo con
agua y se equilibr6 con Tampén de fosfato 0,05 M, pH 7,5. Después de lavar la
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columna con tampdn de fosfato para eliminar el material no consolidado, las proteinas

se eluyeron con un gradiente lineal (0-1.0 M) de NaCl a un caudal de 60 ml / h.
El perfil de elucion fue monitoreado a 280 nm

Las fracciones que presentan mayor actividad metaloprotesasa y/o hemorragica y son

empleadas para la obtencion del “pool” y guardadas a 0°C.

2.3.3 Actividad Proteolitica de la Metaloproteasa

El substrato sintético, N-p-Tosyl-L-Arginina metil ester (TAME) fue utilizado
para el dosaje de la muestra (Figura 6). Este sustrato ha sido empleado para medir la
actividad amidasica para enzimas proteoliticas del tipo metaloproteasa. Estos
substratos, péptidos derivados de p-Tosyl, han sido ampliamente utilizados
principalmente por la alta sensibilidad fotométrica de la absorbancia a 405 nm de la p-
Tosyl liberada después de la hidrélisis enzimatica, segun el método de ERLANGER,

con las consiguientes modificaciones [,

El substrato cromogénico utilizado N-p-Tosyl-L-Arginina metil ester (TAME)
0,1 M para el dosaje de la fraccion (1 mg/ml.); 100 ul. de la muestra fueron colocados
en un medio de incubacion que contiene 1000 ul. de solucién de sustrato previamente
disuelto en Dymethyl sulfoxido como solucion stock a ser utilizado en la proporcion
de 1/10 (10 ul.) en tampoén Tris-HCI, (10 mm), CaCI2 (10 mm), NaCl, (100 mm)
pH=7.8, ademaés de contener 250 ul. del mismo tampon. Para un volumen final de 1350
ul. Después de 30 minutos la reaccion es blogueada con acido acético 30% (500 UL.).

Los cambios de absorbancia son leidos a 405 nm.

iy ]
HaN" NH OCHg
0
i _NH
H30@§/ « HCI
0

Figura 6. Sustrato Cromogénico N-p-Tosyl-L-Arginina metil ester
(TAME) B8]
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2.3.4 Electroforesis en SDS-PAGE

Para realizar el armado de la cdmara de electroforesis vertical se usara dos
placas de vidrio, estas tienen que ser del mismo grosor, dos espaciadores que son
placas alargadas de un material muy flexible y que son muy resistentes, cumpliendo la
funcion de determinar el grosor del gel, peines cuyos dientes son del mismo grosor
que los espaciadores estos se encargaran de moldear los pocillos donde se colocara la
muestra, una base que nos permita el ensamblaje de los vidrios con los espaciadores
por medio de unas prensas que ejercen presion y también mantienen fijo el sistema, un
recipiente el cual contendra el buffer de corrida y finalmente la fuente de poder que
proveera energia eléctrica a la camara. Hay que resaltar que esta cAmara se armé en
una superficie plana y nivelada eso para evitar un futuro derrame por desnivelacion y

evitar la distorsion de bandas de las proteinas.
Seguidamente se realizara la preparacion de geles de poliacrilamida (Anexo 1)

Uno es el gel de resolucién con un 7,5 % y otro el gel es el de empacamiento con 4,8%
de acrilamida junto con el persulfato de amonio y el TEMED en la cual dan inicio a la
reaccion de polimerizacion por lo tato estos son insertados al final y asi seguir con el
llenado de la mezcla. Se empezara con la polimerizacion del gel de resolucion teniendo
en cuenta que la mezcla aun este liquida y se llenara el espacio entre las dos placas a
unos 2.5 cm del borde del cristal (empleando pipeta pasteur), afiadir agua destilada en
la parte superior para que la superficie del gel se mantenga recta, la polimerizacion del
gel tardara aproximadamente 40 min a una hora, una vez hecho esto y observar la
mezcla sobrante retirar el agua destilada y secar en papel filtro, encima de este gel
agregar el gel de empacamiento y antes que ocurra la reaccion de polimerizacion
echarlo sobre la parte superior del peine, esto haré que en el gel se formen unos pocillos

para aplicar las muestras.

La preparacion de la muestra bioldgica debemos mezclar la proteina con el
buffer de la muestra (Anexo 2) concentrada (4x) en proporcion 4:1, asegurar los tubos
con laminas extensibles de parafina e introducir la muestra a temperatura de 100°C por
6 minutos Realizar este procedimiento con los marcadores que vienen a ser las
proteinas patrdn pretefiidas (Tabla 4), los tubos deben estar con 10 pL de marcadores
pretefiidos de peso molecular conocido y centrifugarlos.
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TABLA 4: Proteinas Patrdn pretefiidas para Preparacién de muestras en
Electroforesis SDS-PAGE

Proteina patron pretefiida Peso molecular aproximado (Daltons)
Miosina 198.840
B-galactosidasa 115.700
AlbUmina sérica 96.740
Ovoalbdmina 53.540
Anhidrasa carbonica 37.130
Inhibidor de tripsina 29.130
Lisozima 19.540

Usar las cdmaras con los geles que se armo anteriormente, retirar el peine y cargarlos
con el tampdn de corrida y que tengan contacto con ambos extremos del gel. Afadir
las muestras y los patrones pretefiidos con micropipetas. Se afiade el tampdn de la
muestra diluyendo el tampdn de corrida, afiadiéndolos a los pocillos y anotar el orden
para una futura identificacion. (Anexo 3)

Finalmente ensamblar los cables de la bandeja a una fuente de corriente teniendo
en cuenta la polaridad: negro (-) y rojo (+), el gel de resolucion tiene que estar en
contacto con la banda azul de bromofenol para esto aplicar 80 V y una vez este en
contacto subirlo a 120 V, cuando se observe que | banda azul se acerca al extremo
inferior, quitar la electricidad y retirar el sindwich normalmente esta dura entre una
hora a una hora y 20 minutos, quitar las placas de vidrio, retirar el gel y una vez
finalizada la transferencia tefiir el gel con solucion de azul de coomassie y luego a una

solucidn de decoloracion y observarlo finalmente. (Anexo 4)

2.3.5 Determinacion de masa por Espectrometria de Masa Electrospray (ESI)
La espectrometria de masas en Tandem ESI-CID-MS/MS fue elaborada
empleando un espectrometro de masas hibrido Quadrupolo-time of fligth (Q-TOF,
Micromass Manchester, UK), suministrado con una fuente de nano spray operando en
modo de ionizacion positivo. Las condiciones de ionizacién fueron: voltaje capilar de

2.3 kV, un cono voltaje y lentes RF1 de 30 y 100 V, respectivamente y una energia de
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colision de 10eV. La temperatura de la fuente fue de 70°C y el cono de gas fue N2 a
un flujo de 80 I/h. EI gas argonio para la fragmentacion de los iones.

*Fue realizada una calibracion externa con yoduro sddico en una faja de masas de 50
a 3000 m/z. Todos los espectros fueron adquiridos con el analizador TOF en modo
Vmode (TOF kV=9,1) y el voltaje MCP a 2150 V.

2.3.6 Secuenciacion “de novo” de péptidos tripticos por espectrometria de masa
(MALDI TOF/TOF ABsciex 4800)

La caracterizacion molecular de la metaloproteasa, esta basada en protocolos
determinados para estudios de protedmica en otras especies de veneno de serpientes.
Un analisis exhaustivo de la bibliografia ha conducido a considerar en el disefio y
adaptacion de protocolos (extraccion, pre-separacion por nano2D LC, obtencién de
valores m/z y secuenciacion por MALDI TOF/TOF). Los analisis de secuencias
peptidicas para la caracterizacion de las proteinas seran realizados, mediante el
programa PROTEIN PILOT.

La comparacion cualitativa de mdltiples muestras requiere algoritmos y
métodos automaticos para el tratamiento de los datos, por lo que los programas
MZmine 2 core y pkDACLASS, han sido seleccionados.

Para los analisis de cuantificacion libre de etiqueta se considerara el conteo espectral
y la intensidad de picos mediante el uso de softwares libres (Neilson et al., 2011).

2.3.7 Estudio bioinformatico de las enzimas.

A partir de los resultados obtenidos se realizara los estudios de homologia
secuencial en consulta con las bases de datos disponibles en la red:
Con la ayuda del software DNA Star, se procedera al estudio bioinformético de
proteinas, el cual revelard informaciones de caracter estructural de las proteasas
encontradas, utilizando especificamente EditSeq para importar y editar las secuencias

con estos datos obtenidos y alineados con ayuda de MegAlign.

Con esta informacion se ingresara a la base de datos de blast para observar la
homologia secuencial por medio de Blast (Swiss-prot: Annotated protein sequence

database)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

2.3.8 Actividad hemorragica
o Meétodo en piel:

Este procedimiento fue descrito originalmente por KONDO et al. [81 empleando
conejos. Sin embargo, el procedimiento ha sido modificado para ser empleado en ratas
y ratones GUTIERREZ "9, La técnica consiste en la inoculacion intradérmica de
veneno total, asi como la fraccion metaloproteasa esta se diluye en, agua desionizada
en una concentracion de 10 pg/ml. en dos zonas del dorso previamente depilada del
raton. Al cabo de un determinado periodo de tiempo, los animales son sacrificados y
se remueve la piel. Seguidamente, se mide el area hemorrégica del lado interno de la
piel. La actividad hemorragica se expresa como la “dosis hemorragica minima *,
(DHM), para este caso es de 10 pg/ml. e induce un area hemorrégica de 10 mm de
diametro. El analisis estadistico empleado fue de promedios incluyendo su desviacién

estandar.
o Legislacion internacional:

Al momento de realizar esta metodologia con animales nos vamos a referir a
reactivos biol6gicos, debido a que son seres vivos hay que tener en cuenta una bioética
bien definida y planteada para lo cual se tendra en cuenta legislacion internacional
como es el caso de “La proteccion de animales en el laboratorio” decretado por la
Unién europea el 22 de septiembre del 2010 teniendo en cuenta los &mbitos sujetos a
la experimentacion animal se considerd la investigacion fundamental para calidad,
mejoramiento, eficacia y seguridad. De la misma forma al momento de sacrificar a los
animales se tendra en cuenta el método alternativo de las tres “erres” que se menciona

en el Capitulo 3 de dicho decreto.

o Reduccion: Se minimizard el numero de animales a sacrificar, interpolando dosis o
descartando pruebas que no nos seran de utilidad.

= Refinamiento: Nos basaremos en reducir el dafio o estrés que cause al animalito al
momento de sacrificarlo, para que no sufra ni sienta mucho dolor.

o Reemplazo: Tratar de sustituir a los animales con otros métodos ya sea informéticos o
técnicas de realidad virtual, este método se tendra en cuenta para un futuro estudio de
investigacién y mejoramiento.
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2.4 FLUJOGRAMA DE PROCESQOS

“Caracterizacion Estructural y Funcional de una
metaloproteasa del veneno de la especie Bothrops
roedingeri

A 4

Purificacion de la fraccion metaloproteasa y/o
hemorragica por cromatografia liquida de interaccion
hidrofobica del veneno crudo de Bothrops roedingeri

A 4

A 4 v

Electroforesis en Determinacion de Actividad Caracterizacion de
SDS-PAGE Metaloproteasa y/o péptidos por
- . Espectrometria de Masas
hemorréagica de la fraccion ,
e en Tandem
purificada.
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A 4
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CAPITULO 11

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Se sabe que la especie de la cual se obtuvo el veneno es un espécimen procedente del
distrito de Mejia en la provincia de Islay perteneciente al Departamento de Arequipa,
una vez capturada se mantuvo en cautiverio en el Serpentario de la Universidad
Nacional de San Agustin “MUSA” , donde el veneno fue extraido por presiéon manual
de las glandulas venenosas de la serpiente, fue centrifugado y finalmente liofilizado,
manteniéndolo en refrigeracion hasta el momento en ser proporcionado para su
purificacion.

3.1 Purificacion de la metaloproteasa a partir del veneno total de

Bothrops roedingeri a través de cromatografia de interaccion hidrofobica y
una Electroforesis en SDS PAGE

Las técnicas de purificacion tanto cromatografia como la electroforesis se
realizaron en la Universidad Nacional de San Agustin en el Laboratorio de Bioquimica
(3 piso) a cargo del Prof. Luis Alberto Ponce Soto Ph.D. y del Mg. Ronald
Navarro Oviedo.
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3.1.1 Cromatografia de Interaccion Hidrofobica

Uno de los procesos Biotecnoldgicos para separacion y purificacion de
proteinas es la Cromatografia y la técnica que se aplico fue la Cromatografia de
Interaccion Hidrofébica (HIC) debido a que la muestra que se analiz6 como es la
metaloproteasa cuenta con altas concentraciones de sal y esto en consecuencia de que
las proteinas se unen reversiblemente a ligandos con accién hidrofébica.

Segun Hjerten et al. [® Ja HIC tiene una relevancia en biotecnologia por
estudiar y conocer como las condiciones y las caracteristicas de las proteinas afectan
el perfil de elucién y el tiempo de retencion, se pudo concretar que una de las variables
primordiales de este proceso es debido al tipo y la concentracion de sal que se usa para
poder formar el gradiente de elucién.

Al tener conocimiento del porque y para que usaremos esta técnica se continuo
a empezar armando la columna de Interaccion hidrofébica que fue previamente
equilibrada con 0,2mM de bicarbonato de amonio a pH 7.9. Se tuvo en cuenta que al
momento de armar la columna se hizo uso de unas columnas quelantes Ilamadas
HITrap debido a que cumplen dos funciones muy importantes una de ellas es que al
poseer dentro Acetonitrilo o Sepharosa se encargaran de la separacion de proteinas
Hidrofdbicas (No son miscible con el agua) de las Hidrofilicas (Posee afinidad con el
agua) y la otra funcion que se encargan de la eliminacién de sales.

Se evaludé 10 mg. del veneno de Bothrops roedingeri obtenida de una especie
peruana. Las fracciones fueron eluidas con un flujo de 10 ml./h. y con un gradiente
linear 20mM a 1M de bicarbonato de amonio, las fracciones fueron colectadas y
discriminadas por su actividad hemorrégica, una vez analizadas estas fracciones se
introdujo los datos respectivos del tiempo de retencion de cada muestra y fueron
ingresados al Software Origin 6.0 para poder graficar y poder realizar ajuste de curvas
y el respectivo andlisis de picos. Como resultado nos reveld la presencia de seis picos,
siendo el pico numero 2 aquel que mostré actividad hemorragica y ademas posee una
masa molecular de aproximadamente 23 kDa en relacién a los demas picos (Figura 7).

Se afirma que el pico 2 es la muestra que tiene actividad hemorragica debido
al tiempo de retencion y cémo afecto al perfil de elucion separandolo del mas pesado
al mas ligero, se puede interpretar que la separacién fue de acuerdo a sus diferencias
en hidrofobicidad en la cual interactian tanto las proteinas y la matriz y también todo
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esto se ve influenciado por presencia de sales en el buffer, estas sales se encargan de
eliminar las particulas de agua que tapan las regiones hidrofobicas de las proteinas y
por consecuencia exponen las parte hidrofilicas facilitando la interaccién , al momento
de disminuir la fuerza ionica esta interaccion se invierte y las proteinas con bajo nivel
de hidrofobicidad son eluidas primero .

Mahn I’/ nos indica que la retencion de proteinas en HIC es modelada a partir
de la hidrofobicidad de proteinas y a la vez por las caracteristicas del sistema, mediante
modelos empiricos, pero el problema es que estos modelos son limitados porque no

siempre se cuenta con informacion adecuada
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Figura 7. Cromatografia de interaccion hidrofobica, registrando el pico nimero

2 (*) como la muestra con actividad hemorragica.

Para complementar el uso de esta amplia y muy importante técnica se conoce
que no solo la HIC es usada para procesos de purificacién para especies de la familia

Bothrops:
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Stroka et.al. " realiz6 una purificacion de exclusion molecular o gel filtracion
de la especie Bothrops lanceolatus usando “Sephadex” siendo el rango de exclusion
de las moléculas “G-1007, el veneno se eluyo a un ritmo de flujo de 5 ml/h (1.5 ml /
fraccion) y su perfil fue monitoreado a 280 nm obteniendo como resultado que el
veneno contiene mas de una proteinasa con accion hemorrégica, que fue expresada en
dos picos y Torres Huaco et.al..'Y1 ,empleo una metodologia similar a la mencionada
anteriormente pero con modificaciones una de ellas fue trabajar con la especie
Bothrops marajoensis , en este caso se purifico con el sobrenadante obtenido e
inyectado a un HPLC en fase reversa de exclusion molecular “Superdex” usando dos
tampones (trifluoroacetico acido-TFA) por 15 min ,su elucion se llevd a cabo un
gradiente lineal del segundo tampén (acetonitrilo), controlado a 280 nm obteniendo

como resultado 13 fracciones con alta actividad hemorragica

Stroka et.al. ™ aplico también la cromatografia de Afinidad junto con unas
columnas quelantes este método tiene similaridades con el actual trabajo, se utiliz6 en
ambos metodos el Tampdn Fosfato 0,05 M, pH 7.5 para el equilibrio y eluidos con un
gradiente lineal de NaCl (sales neutras) el cual es especifico para eluciones de
miotoxinas, tuvo como resultado obtuvo dos picos con actividad hemorréagica y el mas
alto fue sometido a otro proceso de propiciacion en una columna de fenil-Sepharose;
concluyendo que este tipo de columnas y cromatografias son las mas empleadas para

purificar proteinas de familia de Hemorraginas.

Cabe resaltar que de todas las técnicas mencionadas la masa molecular obtenida varia
entre 20 hasta 29 kDa entonces, se puede deducir que las proteasas presentes en
diversas especies de Bothrops varian en actividad hemorragica debido a los

componentes proteicos que existen en los venenos.

Existen algunas diferencias con respecto de todo lo mencionado una de ellas es
el uso de distintos protocolos ya sea el método o columnas, asi como los reactivos con
los cuales son equilibrados, en algunas investigaciones se usa el Sulfato de Amonio a
pH 7,0 y a 0,05M y en la actualidad se us6 bicarbonato de amonio apH 7.9y a 0,2
mM, ambos son utilizados como floculantes y su funcion la purificacion de acidos, es
probable que esta diferencia sea por los requisitos del equipo, capacidad y su forma de

expresar las fracciones o como reaccionaria la enzima.
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3.1.2 Electroforesis en SDS-PAGE

Al igual que la cromatografia la electroforesis es una técnica para purificacion,
identificacion y separacion de proteinas, se basa principalmente en la atraccion de
cargas es decir el traslado de solutos en un campo eléctrico, un cambio de direccién
hacia distintos electrodos (+ y -) en base a su peso molecular y carga.

Segun la Metodologia aplicada y detallada anteriormente la expresion de las proteinas
se puede comparar de forma cuantitativa depende de la aparicién de manchas, esta nos
proporcionara informacion sobre la expresion.

Una vez obtenidos nuestros respectivos geles se afiadié la muestra con actividad
hemorréagica obtenida del pico 2 en el método anterior, la cual paso por una
centrifugacion previa para concentrar la muestra en el fondo, no solo se usara las
muestras si no también marcadores estos con la finalidad de poder calcular los pesos
moleculares de las muestras problema y también para una comparacion por el tamafio
de las moléculas , como marcadores se uso fosforilasa B (97 kDa), albumina bovina
(66 kDa), albumina de huevo (45 kDa), anhidrasa carbonica (30 kDa) y alfa lacto
albumina de leche (14 kDa).

El perfil de masa molecular en PAGE-SDS, de la fraccién HFBr, aislada a
partir del veneno total de Bothrops roedingeri, estd mostrado en la Figura 8, en la
figura “A” se observa el gel completo donde varias columnas fueron usadas como
ensayo para pruebas de Tips y/o micropipetas y se logra evidenciar muestras de
proteinas pero no tan intensas, pero en la imagen “B” se recorta las dos columnas con
la fraccion hemorragica y los marcadores mencionados donde la fraccion indicada
presenta una masa molecular de 23 kDa aproximadamente, en condiciones reductoras,
en presencia de DTT este agente reductor tiene la propiedad de desnaturalizar proteinas
haciendo que los enlaces disulfuro de estas y asi mejorar la separacion. En la imagen
“B” nos muestra la diferencia entre la HFBr y los marcadores y se observo por las
manchas como se evidencia aproximadamente entre 14 y 30 kDa y asi sacar un
promedio aproximado de 23 kDa segun los marcadores esto desde el punto de vista
cualitativo, pero para ser exactos se puede realizar un método cuantitativo hallando el
Rf que se puede interpretar con la siguiente férmula:

Rf = Distancia que migra una determinada proteina

Distancia que migra el frente del gel
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Con este dato se puede interpretar el valor del logaritmo del peso molecular frente a

su movilidad en la electroforesis

Y en condiciones no reductoras evidencia una masa molecular de ~27 kDa sin
presencia de agentes reductores, también agregar que tanto los marcadores como la
muestra fue coloreada y revelado por comassie blue que es un colorante que se une a
todo tipo de proteinas, hay que tener en cuenta que este colorante fue rehusado varias
veces Y tener presente que su sensibilidad baja por lo tanto se dedujo que es mejor usar

pequefias cantidades y mantenerlo a temperatura ambiente.

Pico2 MM kDa

— 94

— 67

— 43

— 30
— 20

Figura 8.
A. Gel de poliacrilamida completo
B. Electroforesis en gel de poliacrilamida
HFBr (Pico 2) aislada a partir de veneno total de Bothrops roedingeri de

procedencia peruana reducido. mm: marcadores de masa molecular

De igual forma se puede decir que los ensayos realizados para la investigacion

de metaloproteasas aplicando esta técnica de SDS-PAGE es extensa.
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Recopilando informacién se concluyd que el peso molecular de una metaloproteasa
con actividad proteolitica de especies que pertenecen a la familia viperidae de especie

Bothrops, se encuentran en el rango de 23 kDa hasta 80 kDa.

Borkow et.al. ¥ purifico hemorraginas de la especie Bothrops asper y
evidencio que el peso molecular esta dentro los 26 y 24 kDa, Bjarnason et.al. "l trabajo
con la especie Bothrops atrox y su peso se encontraba entre 24 y 25.7 kDa y Lépez
Lozano et.al (% utilizo la misma especie Bothrops atrox y la masa molecular fue de
23 kDa; por lo tanto, en este caso se puede inferir que la variacion se debe al lugar,
alimentacion, desarrollo u origen de estos animales. Podemos deducir que la familia
de las metaloproteasas tiene peso molecular variable eso se debe al sustrato con el que
se esta trabajando; por tal motivo como se menciono las metaloproteasas son enzimas
dependientes del Zn?*, el cual es un requerimiento estricto para su actividad
proteoliticas y a la vez degradan fosfolipidos de membrana e inducen efectos como
miotoxicidad, neurotoxicidad, anticoagulacion.

Matsui et.al M afirmé que varias toxinas son dtiles en el diagndstico de
alteraciones hemostaticas estas inducidas por la protrombina (proteina del plasma
sanguineo,) y activadores de factores V, VII Y X [ Por ende, la funcion de esta
enzima tiene una participacion directa con la degradacion de fibrindgeno/fibrina y
tiene interaccién con plaquetas, es en este caso donde observamos un tipo de
metaloproteasas denominadas las integrinas que pertenecen a la familia de las
desintegrinas la cual una de sus funciones es bloquear el enlace de fibrindgeno todo
esto se lleva a cabo en la superficie de plaquetas y como consecuencia tenemos una

vinculacion con el colageno, consumo de coagulacion.

3.2  Determinacion de la actividad proteolitica de la metaloproteasa

Para medir la actividad proteolitica de una metaloproteasa o proteinas
pertenecientes a las hemorraginas es necesario seguir el método descrito por Erlanger
581 ytilizando como substrato Na-p-Tyrosil-L-Arginina metil Ester (TAME).

Las muestras utilizadas tienen una concentracion de 0,1 mg. en el volumen final de
reaccion. Para este procedimiento se usé dos muestras una es del veneno total y la otra

es la fraccidn hemorrégica en tubos de ensayo (Figura 9), al momento de echar el
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substrato cromogénico se tiene que observar y medir el tiempo en el g reacciona. Se
observa que el veneno total (\VT) su cambio de color cambio a un tono medio plomizo,
pero pasado el tiempo se tornaba amarillo pero muy bajo dando a entender que su
actividad frente a este sustrato es muy baja (A); mientras que la muestra de la HFBr al
momento de tener contacto dio un color amarillo, de esta manera se pudo deducir que
esta fraccion tiene una actividad enzimatica elevada y reacciona rapidamente al

contacto con proteasas (B).

A B

Figura 9. Muestras en contacto con substrato cromogénico

A: Veneno total reaccionando con el TAME
B: HFBr reaccionando con TAME

Con los datos obtenidos se sacd un promedio de los 3 tubos de cada muestra y se
ingreso los datos a Origin 6.0 un software de graficos y analisis de datos mas completo
para poder interpretar la medida de la actividad de la metaloproteasa y observar la
diferencia, dando como resultado que el veneno total de Bothrops roedingeri es de
3,652 nmoles/min. £ 0,05 y para la fraccién HFBr es 7,51 nmoles/min. + 0,201.
(Figura 10).

Veridiana et.al. [ afirma que los substratos pueden variar dependiendo de la
enzima a caracterizar, se conoce que para la especie Bothrops neuwiedi se utilizé

caseina como sustrato y también a la vez ensayado con presencia de iones divalentes
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(Mg?*, Ca%*, Hg?*, Zn?") y con inhibidores (EDTA, EGTA, PMSF) esto para observar
si existe alguna actividad proteolitica sobre el fibrindgeno.

a_

(nmoles/min)

VT | HFEr
Figura 10. Medida de la actividad metaloproteasa de veneno total de Bothrops
roedingeri y la fraccion hemorragica HFBr sobre el sustrato Na-p-Tirosil-L-

Arginina metil ester (TAME).

Bothrops neuwiedi revel6 actividad proteolitica; entonces se prosiguié a medir
la actividad fibrinolitica usando como substrato Laminina, fibrocetina o coldgeno Tipo
I, este método para la actividad fibrinolitica no se realiza fisicoquimicamente como los
que se realizaron para las proteoliticas si no sobre las proteinas de la matriz
extracelular, analizandola mediante SDS-PAGE. Las fibrinogenasas que se encontro
revelaron actividad proteolitica por lo tanto se usé el TAME y se observé que Bothrops
neuwiedi no reaccionaba con presencia del TAME y por lo tanto no ocasiona
hemorragias, entonces se dedujo que esta metaloproteasa es de la clase | segln la
clasificacion de Bjarnason et.al [],
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Boldrini et.al [ realizo una investigacion a la especie Botrhrops moojeni
realizando todos los pasos anteriores y obteniendo una respuesta igual a la especie
Bothrops neuwiedi; entonces concluyo que la actividad hemorragica es baja debido a
que ambos poseen enzimas que son inactivas con el TAME, debido a la ausencia del
dominio similar a la desintegrina en el terminal carboxi, que podria contribuir a una
mayor actividad hemorragica y poder asegurar la teoria que una metaloproteasa
siempre estd unida con el Zn y que estas dos especies pertenecen a la familia de
proteasas pero no tienen actividad proteolitica , pero si poseen actividad fosfolipasica
porque reaccionaron con un sustrato Illamado &cido 4-nitro-3-(octanoiloxi) benzoico

que es especifico para fosfolipasas.

3.3 Caracterizacion y determinacion de la masa intacta del veneno por la

técnica de Espectrometria de masas

Estas metodologias se trabajaron en el laboratorio de Quimica de Proteinas del
Instituto de Biologia de la Universidad Estadual de Campinas (UNICAMP) — Brasil a
direccion del Prof. Mauricio Aurelio Gomes Heleno Ph.D. el motivo por el cual se
trabajo en estos laboratorios fue porque actualmente en la ciudad de Arequipa no
contamos con este tipo de Equipos de alta eficiencia y por ende se tuvo que enviar
dichas muestras porque era necesario para seguir con el protocolo ya presentado y
nuestras siguientes metodologias.

Existen dos métodos para la medida de masa de péptidos, proteinas y
macromoléculas a la vez estos métodos se encargan de producir iones en fase gaseosa
que son Matrix Assisted Laser Desorption/lonization (MALDI), para muestras solidas
y el método de lonizacién por “Electrospray” (ESI) para muestras liquidas es por ello
que es una técnica basica para la secuenciacion y andlisis de las proteinas. En esta
investigacion se utiliz6 ambos métodos para la identificacion de Metaloproteasas

procedente del veneno de serpiente Bothrops roedingeri peruana.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

3.3.1 Determinacion de la masa intacta de HFBr de Bothrops roedingeri
por espectrometria de masas Electrospray (ESI).

El anélisis de la masa deconvolucionadas y cruda o intacta, por espectrometria de
masas Electrospray (ESI), muestra ser de aproximadamente de 27342.6641 Da
(Figura 11 y 12 respectivamente).

En la identificacion de una metaloproteasa necesitamos como principal recurso
el peso molecular de dicha muestra esto para detallar si la muestra a analizar es la que
se desea encontrar o tal vez encontrar alguna otra estructura homologa, es por tal
motivo que se usod la Espectrometria de masas Electrospray (ESI) debido a que una de
sus ventajas es la alta precision que cuenta, para esta técnica de lonizacion se tuvo que
tener ciertos criterios de seleccion y algunas consideraciones, el péptido o la proteina
que en este caso es la metaloproteasa tiene que ser un compuesto iénico, polimeros o
biopolimeros que en disolucién adquieren mdaltiples cargas, su concentracion
dependeré de la concentracion del analito, el pH de la fase movil es critico , es decir
que con gradientes se puede controlar el pH , el solvente organico de la fase movil
apenas afecta la ionizacion, necesita un tampén volatil <25 mM, si se trabajaria en
concentraciones elevadas pueden dificultar la evaporacion/ionizacion por alguna
formacion de par ionico, también un tampén no volatil <5-10 mM , este dificulta la
desolvatacion/ionizacién se puede usar el fosfato ya que dificulta menos con su
polaridad negativa, pero ensucia el detector y facilmente forma aductor con Na y K

(dificultan la Fragmentacion).

Se obtuvo como resultado que HFBr posee una masa molecular de 27342.6641
kDa, se usé dos tipos de muestra, una con masa cruda o intacta y otra con una masa
deconvolucionada, cabe aclarar que en la masa deconvolucionada se usa la masa de la
proteina dividida 10 veces mas o es multicargada acé obtenemos un peso promedio de
la muestra HFBr dejando de lado rastros de otras proteinas y obteniendo el peso de la
metaloproteasa deseada la cual denominada masa cruda aqui se us6 la masa nativa
quiere decir la masa total tal como es, si es positiva (+) o negativa (-) y fue sometida
nuevamente al andlisis ESI para determinar la masa exacta de la HFBr.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




1: TOF MS ES+

P 27342.6641 3.11e4
2
27347.5215
41015.1797
27373.0938
15045.5850 41002.5234
27336.7656 55853 3691 30768.5566
24299.9473 - 44039.4063
18236.7227 25626.4453 34168.9727 37963.6406 425192695
3 19141.5605 22810.9863 44055.9922
W : ‘ 1 ! ‘ l
o ‘ lhh},lu { : _A,L.JL_-J-L .‘J.LLJ u .ll.-L.i. 1) J J WMW ee——
16000 18000 20000 24000 26000 28000 30000 32000 36000 38000 40000 42000

Figura 11. Espectro de la masa deconvolucionada de la fraccion HFBr procedente de Botrhops roedingeri por espectrometria de

masas Electrospray (ESI).
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Figura 12. Espectro de masa cruda e intacta de la fraccion HFBr procedente de Bothrops roedingeri por espectrometria de masas

Electrospray (ESI)
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3.3.2 Caracterizacion de la estructura primaria de “novo” por
espectrometria de masa MALDI/TOF de la fraccion HFBr procedente del

veneno total de Bothrops roedingeri.

La HFBr que pertenece al pico nimero 2 del cromatograma procedente del veneno
total de Bothrops roedingeri, fue digerida con tripsina bovina y los péptidos tripticos
resultantes fueron secuenciados por espectrometria de masa MS/MS. La tabla 5 muestra
la masa observada de 6 péptidos tripticos, asi como la secuencia del mismo y su posicion
en la secuencia deducida.

El analizador 4800 MALDI TOF/TOF incluye procesos que posee un analizador
reflectron. ElI medio reconoce proteinas estipulando la masa puntual de péptidos
desarrollados por asimilacion enzimatica, de igual forma este medio consigue con
seguridad identificar y caracterizar proteinas por aislamiento y fragmentacion de un ion

de interés y determinar las masas de los iones fragmento.

Tabla 5. Secuencia de aminoacidos de 6 péptidos obtenidos por hidrolisis triptica a
partir de la proteina correspondiente al pico 2 de la cromatografia de interaccion
hidrofébica del veneno de Bothrops roedingeri.

Péptido Masa Secuencia de aminoacidos Masa
No. medida tedrica
(Da) (Da)

1 673.82 | KFPQR 673.78

2 678.89 | SCIMAR 678.85

3 843.04 | DLIKVEK 843

4 1173.34 | LANLEVWSDK 1173.3

5 2238.48 | AHELGHNLGMDHDETCTCGAK 2238.44

6 3315.79 | SDHALEFSDCSVDYQTVGLAYTGPQCILRK 3316.69

Para la identificacion de proteinas es necesario tener en cuenta diversos factores
para que no afecten el resultado del analisis como por ejemplo el nimero de péptidos

obtenidos en la digestion enzimatica, el grado de purificacion de la proteina, sensibilidad
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y la precision de la medida y calidad de la base de datos utilizada que en este caso fue el
SWISS- PROT &1,

Hay que tener en cuentas ciertas consideraciones para determinar e identificar el
mapeo peptidico por MALDI TOF/TOF una de estas es que la masa de cualquier péptido
es determinada por la union de masas de cada aminoacido y por ende su nimero son
finitos, por consecuencia no alcanza cualquier valor; entonces es en esta parte donde
recordamos el fundamento de la técnica utilizada de m/z para analizar si la sefial dada
corresponde al péptido a analizar y a la vez para tener conocimiento de su composicion

de aminoéacidos 6.

La proteina identificada como HFBr fue sometida a una ruptura y digestion triptica
de una banda llamada spot que fue de aproximadamente 15 kDa usando para esto la
enzima tripsina que tuvo como funcion definir el grado de secuenciamiento, la cual corto
en el extremo carboxilico del enlace peptidico de los residuos de lisina y arginina de la
cadena de aminoécidos de las proteinas , para obtener el resultado de esta identificacion
de la proteina en estudio es necesario también la medida de la masa de varias sefiales de

la misma proteina con la mayor exactitud posible.

En el proceso del mapeo peptidico a la muestra HFBr se determind la secuencia
de 6 péptidos obtenidos por hidrolisis triptica, donde la metionina fue modificada por

oxidacion en la preparacion de la muestra para el analisis via MS.

La secuenciacion peptidica de novo fue utilizada para caracterizar e identificar la proteina
y poder tener conocimiento si esta secuenciado 0 no lo esta, si en caso la secuencia ya se

conoce se podra comparar y poder confirmar si es correcta

El punto principal de encontrar multiples secuencias de los péptidos de una
proteina mediante MS/MS, realizando una exploracion de homologias frente a proteinas
existentes en diversas plataformas de datos y concluir por secuenciacion de novo es

obtener una secuencia de proteina ya deducida.

Los péptidos secuenciados fueron utilizados para hacer la basqueda en la base de datos
del NCBI (BLAST) vy fue suficiente para identificar a la familia de proteinas a la que
pertenece, con alto match de identidad, la comparacion fue “Teorico- Practico” y una

diferencia fue la funcion de sefiales como el uso de diferentes algoritmos matematicos.
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3.4 Caracterizacién Bioinformatica con uso de Software (DNAStar, SWISS-

PROT) para comparar la similitud con otras especies.

34.1 Estudio de homologia secuencial (Analisis bioinformaético), de la

fraccion 2 (HFBr) de Bothrops roedingeri.

Con las secuencias obtenidas del paso anterior se procedio a juntar en una sola fila las
6 secuencias y llevarlos a la base de datos llamada NCBI, en la cual tiene un sitio de
acceso llamado “Blast” [®°], esta herramienta tiene la funcion de buscar homologos segun
el alineamiento que se obtuvo y dentro de esta herramienta existe una opcion llamada
“Swiss-Prot” que tiene como funcion especifica la homologia proteica estructural de
modelado. Una vez realizada la busqueda la cual duro unos 3 a 4 minutos
aproximadamente nos expreso el resultado como muestra la figura 13.

Observamos datos relevantes como que su RID es 1E97324W015y su QuerylD:
Icl|Query_8840 e interpretando la imagen se observa que la metaloproteasa estudiada
pertenece a la familia de las reprolisina. Hooper [, menciona en su clasificacion que las
reprolisinas estan dentro de la superfamilia de las hemorraginas, entonces se afirma hasta
ahora que las metaloproteasas presentes en el veneno son Hemorraginas. Una vez hecha
la relacion se procedio a realizar comparaciones de identidad con las primeras 3

secuencias encontradas en la descripcion para un posterior alineamiento.

1 in zn an +n 5|0 2] el 73

[ N T R T T T T T T T O e L S S e S SR
Query seq, KFPORSCIMARDLIKYEKLANLEYWSOKAHELGHNLGMOHOETC TCGAKSOHALEFSOCSYODYOTYGLAYTGPOCILREK
active site
Hon=specific Znfc_adamalysin_I1_like
its Beproluysin
Superfanilies ZrnMc superfamily |
Reprolysin superfamily

Figura 13. Familia y Superfamilia de la Busqueda de las Secuencias obtenidas y analizadas
en BLAST

Las secuencias: KFPQR, SCIMAR, DLIKVEK, LANLEVWSDK,
AHELGHNLGMDHDETCTCGAK, SDHALEFSDCSVDYQTVGLAYTGPQCILRK
fueron obtenidas por medio de la espectrometria de masa hecha anteriormente y se usé

para obtener la informacion tanto de la familia a la cual pertenece como al porcentaje de
identidad el cual es mayor al 55% y su puntuacion mayor 64.3.
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Annotated protein sequence database: revel6 que las 3 primeras alineaciones

significativas en la lista de identidad también pertenecen a la familia de reprolisinas y

estas las encontramos en las siguientes serpientes BpMP-1 de Bothrops pauloensis
(Accesion COHJU2), Q5XUW8 de Bothrops insularis y Q8UVGO de Bothrops

erythromelas se ingresé a cada una y se extrajo los siguientes datos

coHJU2 -

Snake venom metalloproteinase

metalloproteinase

BpMP-1,

Puntuacion de 64.3, Identidad de 55%, E-Value de 2e "1

yielavvadh gmftkynsnv ntirtwvhem vnslngffrs mxvddaslvn levwsktlts
fgewrdllpr ishdhagllt tivfdggtig iaytagmcdp sgsvavvmdh vavtmahelg
hnlgmdhddt ctcgakscim astiskglsf efsdcsgngy gtyvtkhnpg cilnk

Q5XUWS - Zinc metalloproteinase/disintegrin; Full=Disintegrin insularin

Puntuacion de 65.9, Identidad de 47%, E-Value de 3e

migvllvtic
vngepvvlhl
acnglkghfk
ekasgsnltp
vdaslanlev
glaytagmecd
iskglsfefs
aatcklrpra

laafpyggss
eknkglfsed
lggetyliep
eqgkfspryi
wskkdlikve
prgsvavvmd
kcsangygty
gcaeglccdg

iilesgnvnd
ysethyspdg
lklpdseaha
elavvadhgm
kdssktltst
hskknlrvav
ltdhnpgcil
crfkgagkic

yevvyarkvt
rgiityppfe
vykyenveke
ftkynsnlnt
gewrerdllp
tmahelghnl
nkplttvsgn
rrargdnpdd

-13

elpkgavggk yedamgyefk
dhcyyhgrie ndadstasis
deapkmcgvt etnwesyepi
irtrvhemvn tlngffrsvn
rishdhaqgll ttivfdggti
gmdhddtctc gakscimast
elleageecd cgapenpccd
rctggsadcp rnrfha

Full=Fibrinogenolytic

Q8UVGO - Zinc metalloproteinase-disintegrin-like berythractivase; Full=Snake venom
metalloproteinase

Puntuacion de 59.7, Identidad de 44%, E-Value de 4e

migvllviic
vngepvvlhl
acnglkghfk
kkasllnltp
lnicvaltgl
tigrahigsm
aaaiskdpsk
gtpencrdpc
dcpmddfgrn
crkengkkip
snrhcvdvat

leafpyaggss
eknkglfsed
lggemyliep
eqgayldakk
eiwskgdkin
chpylsvgii
lfsncsgeyq
cnattckltp
ghpcgnnngy
cepgdvkcgr
ay

iilesgnvnd
yseihyspdg
fklpdseaha
yvefvvvldh
vtseswftli
gdyspvnllv
rkyliknrpg
gsqgcveglcc
cyngkcptme
lycndnspgg

yevvyprkvt
reittyplve
vikyenveke
gmykkykddl
lftnwrgadl
astmahemgh
cllnkplrtd
dgcrfrktgt
ngcidlvgpk
nnpckciyfp

-11

alskgavhpk yedamgyefk
dhcyyhgrig ndadssasis
deapkmcgvt etnwesdepi
dkikrriyei vntmnemfip
lkrkshdnag lltntdfdgs
nlgmhhdndt ctcgapscvm
iisppvcgne llevgeecdc
ecraakhdcd lpesctggsa
atvaedscfk dngkgndygy
rnedrgmvlp gtkcadgkvc

Se escogieron las 3 primeras especies porque presentan mayor porcentaje de

identidad y asi poder ser alineadas en base a las secuencias obtenidas anteriormente.

En la Figura 14 se muestra como se compara la secuencia obtenida por “secuenciacion de

Novo” con las otras especies significativas y como gracias a la herramienta MegAlin
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fueron alineadas y asi comparar la homologia secuencial final. Los trazos (-), observados
corresponden a los generados por el software para el proceso de alineamiento.

Cuando mencionamos una comparacion de secuencias parecidas se concluye que
dos secuencias de proteinas expresan una identidad mayor al 55% que estas representan
a mas de 55 amino&cidos por cada 100 homologos dentro de esta variada identidad, es
casi posible confirmar que la homologia es cierta por las secuencias encontradas en el
BLAST.

Hay que resaltar que ciertas definiciones como Homologia, Identidad y Similitud son
iguales, pero en realidad existe diferencias; una homologia se denominara como la
propiedad que existe o no existe, vendria hacer la identidad medida o la base de la
similitud, la Similitud es la medida de cuan tan cercanos es la identidad de dos
aminoéacidos y con Identidad nos referimos a la medida hecha en una alineacién, lo mas
idéntica que es o cuan idéntica es. Al presentar una identidad de 55% se sabe que tienen
la misma estructura y su fuera menos a 50 se diria que “probablemente” tengan la misma

estructura.

Para el uso del software DNAStar se debe tener en cuenta que dentro de este programa se
usara dos subprograma uno para la edicion de las secuencias llamado EditSequene y el
MegAlign para el alineamiento , el uso de cada subprograma se detallara en el (ANEXO
5) , entonces la homologia se basa ante la presencia de secuencias parecidas y el
alineamiento se basa en la variedad de pares y diversos métodos de alineacion, se puede
mencionar el “Clustal” donde su funcion es crear sin dificultad alineaciones
seleccionando rangos extensos para crear bloques con una misma similitud, al igual que
eliminar alguna desigualdad de los datos, pero usamos el MegAlign porque tiene una
funcion especial esta es la de mostrar una secuencia mayor o si no el promedio del

alineamiento de las secuencias homdlogas 67,

Boldrini [ realizo un estudio con la especie Bothrops pauloensis y se
conoce que su composicion de veneno tiene doble accién tanto de proteasa como de
fosfolipasa debido a la presencia de la (PLA2) y trabajé con el mismo protocolo de
identificacion de proteinas con una diferencia que fue la actividad bioldgica debido a la
inhibicion de la agregacion plaquetaria inducida por colageno y para determinarla usé
métodos de ELISA.
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Figura 14. Estudio comparativo de homologia secuencial del factor hemorragico HFBr procedente de Bothrops roedingeri con otras
proteinas metaloproteasa provenientes de veneno de serpientes: BpMP-1 de Bothrops pauloensis (Accesion COHJU2) Q5XUWS8 de

Bothrops insularis) y Q8UVGO de Bothrops erythromelas.
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Zelanis [ trabajo con la especie Bothrops insularis y se pudo conocer que esta
especie es selectiva en sus presas y es muy intensa en artropodos y aves, su masa
molecular es de 24 kDa por ende es considerado por su rango entre todas las

metaloproteasas, cabe mencionar que cuenta con actividad miotoxicas y neurotoxicas.

Y Bernardes-Oliverira " hizo una investigacion muy interesante con la especie
Bothrops erythromelas por que ejerce efectos citotoxicos, al ser ensayo con células se
trabajé con citometria de flujo en células tumorales presentando un potencial

anticanceroso, y estudiarla como desarrollo de nuevas terapias

3.5 Caracterizar la metaloproteasa procedente del veneno de Bothrops roendigeri, a
través de la actividad hemorragica

Este procedimiento se realizé en la Universidad Nacional de San Agustin en el
Laboratorio de Bioquimica (3 piso), para esto se consigui6 6 ratones bal/66 en el bioterio

de la Universidad Catdlica de Santa Maria.

Se tuvo en cuenta una normativa internacional para la proteccion de los animalitos
con los que se trabajo con el procedimiento de las 3 “erres” considerando asi la Reduccion
de especies, solo se usé 6 ratones y se inoculo en cada uno de ellos las dos muestras tanto
la HFBr y el veneno total en distintos lugares del dorso del ratén para asi simplificar un
uso de aproximadamente 12 ratones, luego el Refinamiento se evito que la especie tenga
estrés o sufra dolor alguno, no se tuvo en cautiverio , tampoco se le hizo sufrir, los cortes
que se realizo fueron después de haber ya fallecido el animal, pero al momento de asimilar
el veneno fue rapido y no causo un sufrimiento aparte. En lo que se basa en el Reemplazo
es un poco probable que se trabaje en otras especies ya que los ratones presentan
caracteristicas y propiedades que son de utilidad para la investigacion que reaccione igual
o distinto al de un ratén, se puede trabajar con métodos informaticos, como se propuso

técnicas de realidad virtual
351 Caracterizacion Biologica:
Medida de la actividad hemorrégica.

La Figura 15 muestra las dos zonas previamente depiladas, del raton en las que
son inoculadas intradérmicamente tanto veneno total, como la fraccion HFBr proveniente

de Bothrops roedingeri, ademas es inoculada con suero fisiologico (NaCl 0,9%) el que

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

corresponde al control. Fueron inoculadas 6 dosis de las cuales se selecciond la dosis de

30 ng/0.1ml por ser la més representativa en el presente estudio

En la Figura 15 se muestra el sacrificio de los animales por puncion cervical ya

desangrados y preparados para ser removida la piel.

En la figura 16 mostramos el diametro de la hemorragia producida por veneno
total de Bothrops roedingerii (B) y la fraccién HFBr (A) luego de haber inoculado éste

por via parenteral.

Figura 15. Dorso depilado del raton mostrando las dos zonas en las que se aplican

las muestras respectivas intradérmicamente en la dosis de 10 pg/ml.

Figura 16. Diametro de hemorragia producido por veneno total.
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La actividad hemorragica de los venenos de serpientes, asi como de sus fracciones,
se expresa como la “Dosis Hemorragica Minima” (DHM), definida como la dosis de
veneno o fraccién minima que induce un area hemorragica de 10 mm de diametro. La
dosis hemorragica minima (DHM) tiene como concepto la cantidad de veneno en g que
genera un diametro hemorragico de 10 mm después de un tiempo de la aplicacion del

veneno

En nuestros experimentos, los didmetros registrados para todas la dosis se muestran en la

siguiente tabla, siendo la mas representativa la de 30 pg/0.1ml.

Tabla 6. Valores de hemorragia inducida por el veneno total de Bothrops

roedingeri y su fraccion hemorragica HFBr, en diferentes dosis

HEMORRAGIA

Medidas (mm)

Dosis HFBr Veneno Total

Diam1 Diam2 | X1 | Diaml Diam2 | X2

2,5 pg/0.1ml 0 0 0 0 0 0
5 pg/0.1ml 3 3 3 2 3 2.5
10 pg/0.1ml 5 4 45 6 4 5
20 pg/0.1ml 0 0 0 0 0 0
30 pg/0.1ml 9 7 8 9 10 9.5
60 pg/0.1ml 14 12 13 11 13 12

La actividad hemorragica cumple un papel importante para la gran variedad de los
SVMP su funcion es aclarar los mecanismos de los SVMP como las hemorragias [,
Se conoce que para el estudio de la patogénesis de los SVMP hemorragicos se tiene que
tener como muestras el veneno crudo y la fraccion hemorragica, estas inyecciones seran
intramuscular, las metaloproteasas en general tienden a expresar resultados como por

ejemplo: Extensas areas de hemorragia que rodean a los musculos y a la células adiposas
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y pasado un tiempo la hemorragia se torna mas extensa, aumenta , si se usa microscopia
electrénica se observaran las células endoteliales estas se encuentran con grandes
ampollas, otras delgadas y alteradas, En los vasos sanguineos donde se observan uniones
intercelulares se encuentran intactas incluso cuando la lamina basal de las células estaba
dafada , se puede decir que toda metaloproteasa que tenga actividad proteolitica no solo
causan hemorragias si no también alteraciones de la estructura de la membrana basal y
también considerada en la desestabilizacion de membranas.

Como se sabe estas enzimas tiene accidon proteoliticas por lo tanto son
denominadas hemorraginas, se conoce que las hemorraginas se dividen en 4 subgrupos
de acuerdo al peso molecular, las primeras metaloproteasas son las que tienen el peso
molecular méas bajo que se encuentra en un rango de 20 a 30 kDa con poca o casi nula
actividad hemorragica, las de tipo Il son toxinas de un tamafio mediano de 30 a 60 kDa
es muy similar a una desintegrina debido a sus dominios, el tipo 1l va mas alla de una
desintegrina y es rico en cisteina y el 1V tipo es similar al tipo 11l solo que posee un
dominio adicional de lectina [71.

Boldrini [ realiz6 un estudio de comparacion de actividades bioldgicas, utilizo
veneno de Bothrops moojeni , Bothrops neuwiedii y Crotalus durissus sp., pasd por
inoculacién intradérmica y una vez sacrificados se determino la prueba (DMH) con 3
dosis cada una con distinta proteina se obtuvo como resultado que la muestra de Bothrops
moojeni y Bothrops neuwiedii tienen una dosis minima de 1.43 y 3.79 respectivamente
mientras que la especie Crotalus no presento actividad hemorrégica, las hemorragias son
causadas normalmente después de la picadura, estas pueden ser locales o sistémicas la
cual influyen mucho la accion de la enzima proteolitica.

Borkow ¥ obtuvo una fraccion denominada BaH4 purificada de Bothrops Asper
siguidé el mismo procedimiento que esta investigacion con la diferencia de que fue
estudiada con microscopia intravital, una nueva técnica de microscopia a través de fotones
aqui observo que la hemorragia ocurre en los vasos sanguineos capilares y pequefias
vénulas, el sangrado se detenia por pocos segundos, y dedujo que las metaloproteinasas
de alto peso molecular generalmente muestran mayor hemorragia que son de tipo Il por
presentar dominios de desintegrina y de cisteina y contribuyen a la actividad hemorragica
mediante funcion plaquetaria.
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CAPITULO IV

Conclusiones

Con cada método aplicado en esta presente investigacion, se llego a las siguientes

conclusiones.

e EIl veneno de la serpiente Bothrops roedingeri contiene metaloproteasas que se
pudo aislar y purificar mediante métodos de purificacion como son la
cromatografia de interaccion hidrofobica en la cual de 7 muestras analizadas se
evidencio que la muestra 2 es la que obtuvo la actividad hemorragica
expresandose en el cromatograma Yy en la técnica de electroforesis de
poliacrilamida (SDS-PAGE) se observo que la muestra HFBr tiene una masa
molecular de 23 kDa en condiciones reducidas y en condiciones no reducidas tiene

~27 kDa. (aproximadamente) de masa molecular.

e La muestra analizada HFBr demostrd ser una metaloproteasa al poder observar
una actividad elevada frente al sustrato especifico cromogénico Na-p-Tyrosil-L-

Arginina metil Ester (TAME) comparado con el veneno total.

e La determinacion de masa intacta de la fraccion HFBr mediante espectroscopia
de masas (ESI) se hall6 la masa molecular de 27342.6641 Da. y su caracterizacion
de “novo” por espectroscopia de masas (MALDI/TOF) nos secuencio 6
aminoacidos dependientes de los péptidos tripticos que son KFPQR, SCIMAR,
DLIKVEK, LANLEVWSDK, AHELGHNLGMDHDETCTCGAK,
SDHALEFSDCSVDYQTVGLAYTGPQCILRK.

e Con el estudio bioinformatico se pudo caracterizar la muestra HFBr y nos dio
como resultado que pertenece a la familia de las reprolisinas—hemorraginas segun
la base de datos SWIIS-PROT y sus homologos pertenecen también a

metaloproteinasas de distintas especies y con una identidad mayor a 55%

e Se caracteriz6 la metaloproteasa procedente del veneno de Bothrops roendigeri, a
través de la actividad hemorragica expresado como la “Dosis Hemorragica

Minima” siendo la mas representativa la de 30 ug /0.1ml.
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Recomendaciones

e Con la finalidad de ampliar el catdlogo de péptidos con actividades bioldgicas y
asi permitirnos brindar informacion, continuar y mejorar el estudio bioinformatico
de los compuestos proteicos del veneno de serpiente y con esto tener proyecciones

para futuros usos biotecnolégicos.

e Seguir con el estudio Bioinformatico de todas las proteinas presentes en el veneno

de la serpiente Bothrops roendigeri

e Impulsar el avance de proyectos de investigacion, para que ingresen a concursos
financiados por el estado o empresas privadas esto para poder implementar y
mejorar los equipos y materiales en los laboratorios, estas investigaciones serviran

para la iniciativa de incrementar la base de datos de articulos cientificos.

e Dar un mayor impacto académico para la importancia de uso de programas para
el estudio Bioinformatico de proteinas, estudios de modelaje, comparaciones de
regiones y/o dominios especificos

e En futuras investigaciones tratar de modificar o utilizar nuevas metodologias para
un buen resultado, ya que con los resultados obtenidos en la presente investigacién
se pude continuar con estudios a partir de estos como estudio de otra alguna

proteina dentro de la especie.

e Brindar conocimiento de los variados métodos de espectrometria de masas en
universidades, mediante cursos, seminarios, proyectos; para poder despertar
interés hacia esta metodologia moderna y avanzada en los jovenes investigadores
y asi motivar a las universidades adquirir el uso de estos equipos y mejorar el

aprendizaje.

e Brindar una nueva metodologia de estudio para tratar de reemplazar el uso y

sacrificio de ratones por medio de técnicas informaticas.
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Anexos

o ANEXO 1: Tabla de componentes y contenidos para Montaje del sistema de

electroforesis

v Gel de Resolucion (Running Gel)

Gel de Resolucion (7.5%): mL /ul
Agua destilada 12 mi

Acrilamida/Bisacrilamida 6.25 ml

Tris 1M pH 8.8 6.25 ml

SDS 10% 250 ul

TEMED 12.5 ul

Persulfato amonico (100mg/1mL) 200 ul

v Gel de Empacamiento (Stacking Gel)

Gel de Empacamiento mL /ul
(4.8%):

Agua destilada 5.8 ml

Acrilamida/Bisacrilamida 1.65 ml

Tris0.5M pH 6.8 2.5 ml

SDS 10% 100 ul

TEMED 6.5 ul

Persulfato amonico (100mg/imL) 94 ul
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o ANEXO 2: Preparacion Muestra Bioldgica y Running buffer
(Tampdn De corrida)

Muestra Bioldgica

Coloca las muestras de las proteinas a procesos fisico-quimicos para

fraccionamiento

e Micropipetas volumen desde 20 a 1000 ul
e Puntas desde 20 a 1000 ul

e Tubo de Polipropileno de 1.5 ml

e Bafio Maria

e Vaso de Precipitacion

e Buffer de corrida
Tampon de Corrida

e Tris-HCI 0.020M
e Glicina 0.185M
e SDS0.1% -Ph 8.0

Reactivos gr/ml
Tris 14.6 gr
Glicina 71.5gr
SDS 4 gr
Agua 400 mi

Observacion: Colocar aproximadamente 250 ml de agua y ajustar a ph 8.0,
seguido adicionar 4 gr de SDS, en caso no se disuelva proceder a un

calentamiento corto.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM -  DESANTA MARIA

o ANEXO 3: Tampon de la muestray Tampon de corrida

Tampoén de la muestra

Reactivos Cantidad Concentracion
Tris 0.5M Ph 6.3 2.5 ml 0.125 M
SDS 20% 2.5ml 5%
2-Mercaptoetanol 2.5ml 25%
Glicerol 2.5ml 25%
Azul de Bromofenol 2.0 mg 0.2mg/ml

Soluciones Stock (5ml)

SDS 500 ul
Glicerol 500 ul
Tris 400 ul
Agua 3.0ml
Bromofenol 27 ul

Tampon de corrida

Para 500 ml
Reactivos Cantidad Concentracion
Tris Ph 8.3 152 gr 0.025M
SDS 2.5 ml 1%
Glicina 72.2 gr 0.19M
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o ANEXO 4: Colorante y Descolorante de Azul de Coomasie
Se trabajo para 250 ml.

Colorante Azul de Coomasie

Reactivo Cantidad Concentracion
Coomasie Blue 0.0625¢g 0.25%
Metanol 100 ml 40 %
Acido Acético 30 ml 10%
Agua 130 ml 50%

Descolorante Azul de Coomasie — Para 1000 ml

Reactivo Cantidad Concentracion
Metanol 400 ml 40 %
Acido Acético 100 ml 10%
Agua 500 ml 50%

Observacion: Existe soluciones para decoloracion rapida (se mezcla 10 ml
de &cido acético con 50 ml de metanol luego llevarlo a una solucién de 100
ml con 40 ml de agua destilada.

Y una decoloracién lenta en la que se mezcla 10 ml de &cido acético con 5

ml de metanol. La solucion llevarla a 100 ml con 80 ml de agua destilada.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




»27 . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE 4 CATOLICA

TESIS UCSM =  DE SANTA MARIA

o ANEXO 5: Tutoriales del uso del DNA STAR

TUTORIAL USO DNA STAR

v EditSeq
1) Ingresa al Programa EditSequence

G tdiseq

File Edit Search Speech Features

Goodies  Windows NetSearch  Help

DNA¥*
DNASTAR

“windows 32 Editdeq 5.01 ©1983-2001 DNASTAR Inc. Al Rights Reserved

2) Se abrird un cuadro para ingresar e ingresar la secuencia (Sin especificar si es
respectivamente DNA, RNA o alguna proteina), al cerrarla por ende nos aparece

una ventana blanca.

- 0 X ErEdiseg
Fle Edl Sench Spech fess Goods Windows NetSech_Elp

s

Fle fdt Sesch Spesch fesures Goodes fimdows NetSearch Eielp

PN\ s 1 o
‘I PO T OO ST O AT OO B
o

Creatad: nibrecles, 0 de Bovtenbre de 2017 13:20 4.3
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3) Procedemos abrir un nuevo documento en la opcion “file” para “Proteina”

€ Editseq - X
| File | Edit Search Speech Festures Goodies Windows Net Search Help

.....

4) Ingresamos las secuencias copiadas del Blast (fueron las 3 primeras con identidad
mayor) y también la secuencia obtenida a través de la secuencia de “novo” y
guardamos generando un respectivo nombre para cada una

4 EditSeq - X
File Edit Search Speech Features Goodies Windows NetSearch Help

BBl Poston 0 . 835,08, oh 257, pl 892
IF ZP 3|0 4P

s & =
KFPORSC IMARDL [KVEKL ANLEVWSDK AHELGHNLGNDHDETCTCEAKSDHALEFSDCS 50
VDYOTVBLAYTGPOC ILRK 7

LR

Created: miércoles, 09 de Noviembre de 2017 12:40 a.m.

[ R pre——— P |
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« v 4 > Esteequipo > JC(G) > tesis > MS Sequence v @] | BuscarenMs.. 0
[ Imagenes  # A Nombre Tipo Tamatio
Documentos L corvuz EditSeq Pro 1kB
| Soundtrackc A # |4 HFer EditSeq Prot 1KB
# Fotos eniClo # |4 asxuwe EditSeq Pro 1KB
& iCloud Drive # |4 asuveo EditSeq Protein Se... 1KB

| metaloproteasa_
| MS_Sequence
| tesis

| TRABAJD

% OneDrive

v" MegAlign

1) Abrimos el sub-programa, nos aparecera una pagina por defecto en blanco.

DNA%

DNASTAR
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2) Ingresar a la Opcion Enter Sequences para situar la ruta de acceso de las muestras
a analizar.
3) Ingresaremos a la opcion de localizacion de la forma simple (Add) o tal (Add All).

B Megaiign - %
File Edit Align View Options NetSearch Help

{E] Enter Sequences
Busgaren: ||| MS_Sequence - = B erE-
Nombre a Fecha de modifica..  Tipo
|4 coruuz 22/11/201705:54 ... EditSeq } =
|8 Hrer 22/11/201705:58 .. EditSeq | |28UYGDpro
|4 asxuwe 22/11/201705:55 .. EditSeq |
|4 asuveo 22/11/201705:56 ... EditSeq |
v
< >
Nombre:  |QBUVGD i | sod> | ¢ Remove |
Tipo [ A the above w|  Cancelr Add Al
uda | Dores |
;LI

I Megalign - x

File Edit Align View Options NetSearch Help

[] BN N N SSEES B N SRS GUEY BN B (N BN BN R T B T O e
WVADHGMFTKYNSDLNTIRTRVHEMVNTLNGFFRSXNVD-ASLANLEVWSK | GUDHD-DTCTCGARSCIMASTISKGL N LTRHNPQCILNRPL-T
10 20 30 40 50 150 160 170 180 1380 200
KFPQRSCT T CTC DYGTVGLAYTGPOCTLRR
~¥IELAVVADHGMFTEYNSNVNTIRTI FRSM CTCGAKSCIMASTL YVTRHNPQCILNK
~¥IELAVVADHGMFTKYNSNLNTIRTRVHEMVNT LNGFFRSVNVD~; CTCGAKSCIMASTL YLTDENPQCILNKPLTT
KY¥VEFVVVLDHGMYRKYKDDLDKIKRRTYE TVNTMNEMFIPLNIC-VALTGLE IWSK | GMHEDNDTCTCGAPSCVMARATSKDPSKLFSNCSQEYQREYLIRNRPQCLLNKPLRT

4) Ubicamos en la ventana, varias opciones, tales como
a) “The concensous”, donde se afiadira la secuencia que se estudiara...

b) Una vision de los calificativos que anden de derecha a izquierda o viceversa.
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4) Ingresamos a la opcion “View” y nos vamos donde dice Aligment Report para
poder observarlo

B Meghlign
File Edit Align View Options NetSearch Help

B elar=]
ﬂ{ SEQUEHCE MName i< Pos=1 < Pps =575

-HEN T
g Consensus  |MIQVLLV-ICL-RFPYQGSSIILESGNVNDYEVVY-REVI-L-KGAV--KYEDAMOYEFRVNGEEVVLE
= |4 Bequences 10 20 30 40 30 60 7 3580 590 600 610

4 Q5XUWS MIQVLLVTICLARFPYQGSSIILESGNVNDYEVVYARKVIELPRGAVQORYEDAMOYE FRVNGEPVVLE
.| 0BUVG0 MIQVLLVIICLEAFPYQGSSII EVVYPREVTAL EDAMC LH [ CRCI LPGTRCADGEVCSNRHCVDVATAY

Alignment Repart Conterts

Show Cor Di ert
L et Extra Space
I Show Consensus Strength
¥ Show Consensus
7 hom Rl e < ¢ Fi Breaksto Page

& Break Alignment

[¥ Show Sequences
[ Show Sequence Names
[V Shaw Sequence Posiions [V Exchange Names Posiions
I~ Show Translated DNA
I™ Use 3 Letter Amino Acids

Help Save as Defauits Cancel | ok |

hetween Residuss

evey 100 Residues

& Megalign - %
File Edit Align View Options MNetSearch Help

10 20 30 40

gFer [R[FPOQRSCIMAR[-------- o[t xv[----- K- --------- 18
COHJUZ UV NSLNGFFR S| 40
QSXUWE -|¥ TELAVVADHGMFTRYNGS NTIIRTRVEHEMVYNTLNGEFRS| 40
osuveo [K] Klz[x =[z[1 ¥[[1]v & r[u|n[z u[r[1 P 41

50 €0 70 80
BFEr - - - - - - - LAENLEVHS|---------------==-=--=----+-
COHIUZ M X plast[vlvcevws[--------- --[KTLIsFGEUWER|--
QSXUWE v -lasltawrevws[RE[p|e[T]k[v]e s pfs]s|k T T s FGEWER[ER
osuveo L|N[T C - v 2|L[T 6|u e[T]w s|x|c|po|x|z|n[v|T s e|s|w F|r L[T L]E[T N]|w &|c &
110 120
PRz - - - --------------------—-— - - - - - ------—- -~ 6

COHJUZ [LPRISHEDHARQLLTTIYVF
QSXUWS |L PRISHDHEAQLLTTIVF
suveo |L|K(R|K[s 5 D[N|a @ L L T|w T D|F

QTIG|I[RYTAGMCDEP|S[QSVAaVVMILE
QTIGLIAYTAGMCDPR|QSVAVYVMIA
slz r slrlals 1 e sluclelplv Lls v[e 1 10 122

ERCRC]
alo o

130 140 150 180

sFer [D[R]- - - ------- - AHELGHNLGMDHD -[E[TCTCGAKS[---- - 50
cosguz [p[E]- - - - - -[VAVIMAEELGHEHNLGMDHD|-[D|TCTCGAKS|CIMAS| 142
Q5XUWE |D RENL|RIVAVTMAHELGHNLGMDHD|-|D|TCTCGARKS|CIMAS|I16L
osuveo |pfY|s|p vy olr|v afS|r u|a s efule 5 v o 6 u[E|s pfw(p|r c T c & alF|s|c[viu alx 163

170 180 190 200

k|

5) En la Opcidn View se puede visualizar el nivel o el grado de la homologia dado
en porcentajes.
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6) E observa en la nueva ventana los niveles de porcentaje de nuestra secuencia 'y
con esto se puede ordenar segun el grado de la homologia

& Meghiign — %
Fle Edit Align View Options NetSearch Help

< Pos = 145

e T i T R e ]
o HFBrmen B NEFFRSXNVD-ASLANLEVWSE | GMDHD-DTCTCGARSC IMASTI SKGLSFEFSDCSONQOOTYLTRENPOCILNRPL-T
— 40 50 150 160 170 180 190 200

Percent Identity CTC VDYQTVGLAYTGPQCILRE

1.2 3 4 CTCGAKSCIMASTI! QNQYQTYVTRENPQCILNK
| e NGFFRSVNVD-ASLANLEVWSK | GMDHD-DTCTCGARSCIMASTISKGLSFEFSKCSQNQYOTYLTDENPQCILNRPLTT
701 Il 925 (520 NEMFIPLNIC-VALTGLE IWSK | GMHEDNDTCTCGAPSCVMARATSKDPSKLFSNCSQEYQRKYLIKNRPQCLLNRPLRT
Ga2] oo [l 50
718:711 685 I

197273 4

Dvergence

7) Podemos aplicar la construccion de un arbol filogenético por medio de la opcion
“view”

& Meghlign - x
File Edit Align View Options HetSearch Help

1B Alignment Report of HFBr.meg ClustalW (Slow/Accurate, Gonnet) (e =]=]
=

=] —
—— coHiuz = j 40

L—— asxuws 40
HFEBr P 4l
QBUVGD

A

B4

35 30 25 20 15 10 5 0
Nucleotide Substitutions (100} - 26

L] 81

oA
oo

- 26

1) 108
d > Al w1
guvel [Lk[R[R[s s D[v[ae Lo 7[n T p[eDfc s[T 1 ¢[r[ale T ¢ sucla[elr L5 v[e 1 T @ 122

Pl

130 140 150 1€0

BFr [D[E]- - - - ------ - REELGHENLGMDED-|E[TCTCGARS-- - - - s0
cosguz [p[g]- - - - - - VAVTIMAEELGHENLGMDED-[D|TCTCGAKRS|CIMNA S| L4
osxows | KKBVAVTMAHE.L.GHNLGMDHD—DT:TCGAKS:IHAS 161
osuveo |pl¥|s|p v|w s|n|vals|lrula s efule 5wz e ufals ojwip|r c T c . afp|s|c[v]nala 163
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o ANEXO 6: ARBOL FILOGENETICO

—— COHJUZ
Q5AUWS
7 HFBr
QELVGD
354

35 a0 25 20 15 10 a 0
Mucleotide Substitutions (x100)

Arbol Filogenético respectivo de la Metaloproteasas de la especie de Bothrops roedingeri en comparacion con 3 familias que corresponden segun
base de datos NCBI

v' COHJU2 (BpMP-1) de Bothrops pauloensis
v' Q5XUWS8 de Bothrops insularis
v" Q8UVGO de Bothrops erythromelas
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o ANEXO 7: Carta de Invitacion de la Universidad Estadual Campinas

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS  o§
6 INSTITUTO DE BIOLOGIA a' I B

UNICAME Departamento de Bioquimica Instituto de Biologis
Campinas, 05 de Maio de 2016.
Prezado
Sr. Juan Carlos Campos
Arequipa- PERU

Como Pesquisador do Laboratério de Quimica de Proteinas do Instituto de Biologia. da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), BRASIL, gostaria de convida-lo a um
ESTAGIO. com uma duracdo de 30 dias (a partir de 15 de julho ate 14 de agosto do 2016). a fim
pudermos realizar estudos de Caracterizacao estrutural y Funcional de uma metaloprotease do
veneno de Bothrops roedinger por Aproximacio Protedmica, em este estagio.

Sem mais para o momento, aproveito para renovar meus votos de estima e apreco.

ok

Prof. Mmim'clhhmelio Gomes Heleno PhD.

Functional and Molecular Biology,
Researcher
R I TR T
Cidade Univenitiria “Zefarino Vaz™ va  CP 6109 CEP13093-970 Campinas —SP
Fome: $5-19-35216130 Fax: 55-19-30216129
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