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RESUMEN

El presente trabajo reporta un estudio a nivel bioquimico, bioldgico, funcional
y estructural de la enzima hialuronidasa del veneno de la serpiente peruana
Bothrops atrox “Jergon de la selva”, denominada, Hyal-Ba. Se utilizaron tres
pasos cromatograficos para purificar esta enzima, empleando como primer paso
una columna de intercambio i6nico sobre DEAE Sephadex A-50 seguido de una
columna de exclusibn molecular sobre Sephadex G-100 y finalmente una
columna de Sephadex G-75, ambas equilibradas con buffer acetato de amonio
0.05 M pH 5. El rendimiento de la actividad de Hyal-Ba fue de 29.59 % con un
incremento de 36 veces la actividad especifica. La enzima representa el 0.86%
del contenido total de proteinas en el veneno de B. atrox. Los andlisis de SDS-
PAGE, HPLC y N- Terminal confirman el alto grado de pureza de la enzima.
Mediante PAGE-SDS esta enzima mostrd 1 banda principal de 69 kDa de peso
molecular y su pH o6ptimo fue de 6.0. A temperatura ambiente la actividad
enzimatica llega ser nula a las 144 horas. La actividad enzimatica se increment6
un 40 % por la adicién del ion magnesio (150 mM) y fue inhibida en un 97 y 88
% por EDTA y TLCK (12 mM) respectivamente. En las pruebas bioldgicas de
toxicidad, hemorragica y edematica se observa que la enzima carece de
actividad toxica, pero incrementa la accidon hemorragica del veneno total sobre
la piel de los ratones albinos, no obstante, Hyal-Ba bajo la actividad edematica
al disminuir significativamente el edema cuando fue agregada junto con la LAAO.
También se midié su inmunoreactividad frente al antiveneno botropico
polivalente por inmunodifusion. Para el andlisis de la secuencia nucleotidica de
Hyal-Ba se realizaron protocolos de extraccion, purificacion y obtencion de
mRNA a partir de veneno fresco, luego su conversién en cDNA y su posterior
amplificacion por PCR. Los estudios moleculares in silico identificaron una
secuencia de 2020 pb que codifica una proteina madura de 429 aminoacidos.
Adicionalmente el andlisis de su estructura primaria revelé 50 kDa como peso
molecular y 9.19 como punto isoeléctrico. Se encontré ademas 6 probables sitios
de N-glicosilacion (Asn®’, Asn'®, Asn''!, Asn'3] Asn3>7y Agn407)
Palabras clave: enzima, hialuronidasa, secuencia nucleotidica, serpiente,
veneno, Bothrops atrox.
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ABSTRACT

The present work reports a biochemical, biological, functional and structural
study of the hyaluronidase enzyme from the venom of the Peruvian snake B.
atrox "Jergon", named, Hyal-Ba. Three chromatographic steps were used to
purify this enzyme, using a first step in a DEAE Sephadex A-50 ion exchange
column followed by a Sephadex G-100 molecular exclusion column and finally in
a Sephadex G-75 column, both balanced with 0.05 M buffer ammonium acetate
buffer pH 5. The yield of Hyal-Ba activity was 29.59% with an increase of 36 times
the specific activity. The enzyme represents 0.86% of the total protein content in
the venom of B. atrox. The analysis of SDS-PAGE, HPLC and N-Terminal confirm
the high degree of purity of the enzyme. By PAGE-SDS this enzyme showed 1
main band weighing 75 kDa and its optimal pH was 6.0. At room temperature the
enzymatic activity was null at 144 hours. Enzymatic activity was increased 40%
by the addition of the magnesium ion (150 mM) and was inhibited by 97 and 88
% by EDTA and TLCK (12 mM) respectively. In the biological tests of toxicity,
hemorrhagic and edemic it is observed that the enzyme lacks toxic activity, but
increases the hemorrhagic action of the total venom on the skin of the albino
mice, however, Hyal-Ba under edematic activity to the significantly decrease the
oedema when it was added in conjunction with the LAAO. Its immunoreactivity
was also measured against the polyvalent botropic antivenom by
immunodiffusion. For the analysis of the nucleotide sequence of Hyal-Ba,
extraction protocols, purification and obtaining of mRNA from fresh venom, its
conversion into cDNA and its amplification by PCR were carried out. The in silico
molecular studies allowed the identification of a 2020 bp sequence that encodes
a mature protein of 429 amino acids. Additionally, the analysis of its primary
structure indicated a molecular weight of 50 kDa with an isoelectric point of 9.19.
We also found 6 probable N-glycosylation sites (Asn®’, Asn'93, Asn''!, Asn'53,
Asn®¥” and Asn07).

Key words: Enzyme, hyaluronidase, nucleotide sequence, snake, venom |,
Bothrops atrox.
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1. INTRODUCCION

En nuestro planeta existen alrededor de 3000 especies de serpientes siendo del
tipo venenosas aproximadamente 640. Segun la OMS anualmente suceden 5.4
millones de accidentes ofidicos, de los cuales 2.7 millones ocasionan
envenenamiento lo que origina mas de 125.000 muertes al afio (Theakston et
al., 2003). Las serpientes venenosas comprenden a varias familias de serpientes
y no forman un solo grupo taxonémico. Esto podria ser explicado como que el
veneno en las serpientes surgid6 mas de una vez como consecuencia de una
convergencia evolutiva. Los venenos estan compuestos de complejas moléculas
farmacoldgicamente activas cuyos efectos biolégicos también son complicados
ya que los diferentes componentes pueden actuar individual o sinergicamente,
considerando su accién biolégica primaria estos pueden separarse en
neurotoxicos, miotdxicos, hemorragicos y citotoxicos (Pereira et al., 2005).

En el Perd que es un pais con una fauna ofidica venenosa representativa (33
especies formalmente reportadas) la cual causa un numero significativo de casos
de ofidismo (MINSA, 2017), aunque todavia no es considerado como problema
de salud de gran peligro, los accidentes ofidicos pueden llegar a ser desde
invalidantes hasta letales (Zavaleta, 2004) afectando principalmente a las zonas
rurales. Las dos grandes familias de estas especies venenosas en nuestro pais
son la Viperidae y Elapidae (Campbell y Lamar, 1989; Pesantes, 2000 y
Yarlequé, 2000).

Dentro de esta fauna ofidica, Bothrops atrox es la especie que mas casos de
ofidismo produce en el Peru (Navarrete et al., 2010), la patologia de su
envenenamiento se caracteriza por alteraciones a tanto a nivel local (hemorragia,
edema, mionecrosis y degradaciéon del tejido conectivo) como sistémico
(flictenas, alteraciones hematolégicas, hematuria, sangrado gingival, shock
hipovolémico y oliguria) (Zavaleta, 2004). La severidad del cuadro de
envenenamiento depende mucho de la cantidad, la composicién y la rapida
diseminacion de las toxinas a través del torrente sanguineo (Van Helden et al.,



2014). Asimismo, esta variabilidad también esta relacionada a la distribucion
geografica (Ortiz et al., 2012, Nunez et al., 2009).

Aunque hay muchos trabajos sobre el veneno de B. atrox, muy poco se conoce
acerca de esta especie que habita en el Peru (solo 14 hits in PubMed), la mayoria
de estos limitados estudios, estan centrados en la caracterizacion del veneno
total y su neutralizacién. Con respecto a la caracterizacién de sus componentes,
solo es conocida la presencia de la metaloproteasa | (Sanchez et al., 2010) y el
inventario realizado por estudios protedmicos (Kohlhoff et al, 2012).
Peculiarmente se ha reportado la presencia de una serinoproteasa con accion
tipo trombina (Ponce-Soto et al., 2007).

La sintomatologia causada por la gran variedad de enzimas téxicas del veneno,
cuya potencia destructiva se acrecenta, debido a su gran velocidad de difusion
a traves de los tejidos aledanos a la zona de la mordedura a causa de la funcién
de la enzima denominada hialuronidasa o “factor de difusion” (Girish et al.,
2004b, Tu y Hendon, 1983 y Watson, 1993). Esta enzima tiene una accion
marcada hacia el acido hialurénico o hialuronano (Kreil, 1995) que actua como
adherente de tejidos y que al ser destrozado favorece a la diseminacién de la
ponzofa inclusive intensifica la activdad de las demas enzimas como las

fosfolipasas PLAz (Girish y Kemparaju, 2007).

El hialuronano es un polisacarido de multiples funciones y es el tipo
glicosaminoglicanos que posee un peso molecular alto y ha sido hallado en una
gran variedad de organismos procariotas y eucariotas, en los animales se
encuentra a nivel de la matriz extracelular del tejido conectivo blando e interviene
en diversos procesos bioldgicos como la fecundacion, reproduccién,
envejecimiento, comunicacion celular e inclusive en la aparicién de tumores
(Jhonston y Mixner, 1950; Stern, 2008).

El conocimiento que se tenia de las hialuronidasas en ponzonas ofidicas, en
décadas pasadas fue escasa pese a su repercusion en muchos procesos
bioldgicos (Watson, 1993) e incluso ahora en muchos grupos de serpientes
venenosas se desconoce la accién y funcion completa de esta enzima.
Actualmente hay una gran polémica en relacion a como se formaron las
hialuronidasas por lo que se investiga su aparicion en las taxas animales



variadas desde especies de invertebrados hasta mamiferos, también tiene
trascendencia por su gran capacidad farmacolégica que muestra. Entre los
desafios que confronta este trabajo con la enzima hailuronidasa es su restringida
verificacion en las ponzofias ofidicas, la carente estabilidad con respecto a la
temperatura y tiempo, ademas sobre la eficacia de los métodos y protocolos que

existen para cuantificar la actividad de la enzima hialuronidasa.

Con el fin de utilizar los venenos como potencial terapéutico para aplicaciones
médicas, estudios anteriores se han centrado mas en los componentes tdxicos
del veneno que en los componentes no toxicos como es el caso de la enzima
hialuronidasa (Kreil, 1995). Como se mencion6 anteriormente se ha demostrado
que la hialuronidasa, asi como los fragmentos degradados del &cido hialurénico,
tienen efectos bioldgicos interesantes no so6lo en la anti-angiogénesis, la
invasion, motilidad celular y en la reparacion de heridas (Tempel et al., 2000;
2006, Dechert et al., 2006), sino también se sabe que desempefan un papel
importante en la quimioterapia contra el cancer de tumores sélidos. La aplicacion
de la hialuronidasa en quimioterapia puede mejorar el control inmunoldgico de
los canceres por degradacién de hialuronano, especialmente para aquellos
tumores que estan recubiertos con abundante acido hialurénico unido a CD44
(Sprup et al., 1995).

El presente estudio se enfoca en esta enzima perteneciente a la serpiente
peruana Bothrops atrox, de la que se han caracterizado algunas propiedades
(Gonzalez et al, 2013), también se ha estudiado algunas propiedades
bioquimicas y biolégicas de las hialuronidasas de las serpientes peruanas
Lachesis muta “Shushupe” (Hurtado et al., 2007) y Bothrops brazili (Delgadillo et
al., 2013). Estudios a nivel molecular sobre esta enzima en Sudamérica, en
especial en el género Bothrops es escasa. Castanheira en el ano 2014 realiz
un primer reporte de una secuencia de cDNA de la hialuronidasa del veneno de
la serpiente brasilena Bothrops neuwiedi pauloensis, ya que el analisis in silico
de su secuencia de aminoacidos deducida abrird nuevas perspectivas sobre la
funcién biologica de las proteinas similares a la hialuronidasa y puede dirigir
estudios adicionales que comprendan su aislamiento y/o produccion

recombinante, asi como su caracterizacion estructural y funcional.



Recientemente se ha reportado dos isoformas de esta enzima en la serpiente
brasilena Bothrops mooejeni (Gobbi et al., 2017).

Con el desarrollo de nuevas tecnologias se disefiara mejores antidotos ofidicos
idoneos para contrarrestar la toxicidad de los venenos y auxiliar la vida humana,
pero se ha rezagado la inhibicidén de los dafos locales aledafos a la mordedura
provocado por la hialuronidasa surgiendo muchas veces en un pago extra para
los pacientes en cirugias reconstructivas (Girish et al., 2002).

El presente trabajo, busca incrementar el conocimiento acerca de las
caracteristicas bioquimicas, biolégicas de la hialuronidasa de Bothorps atrox e
iniciar los primeros estudios moleculares y funcionales de esta enzima, ya que
nuestros resultados daran luces para un mejor entendimiento de la estructura de
esta enzima y su funcionabilidad en el proceso de envenenamiento, lo cual
puede contribuir a la optimizacién de las estrategias empleadas en las terapias
para los accidentes ofidicos causados por Bothrops atrox.



2. ANTECEDENTES

El &cido hialurénico es un glicosaminoglicano no sulfatado de carga negativa y
que posee un peso molecular alto de aproximadamente 6 millones de Daltons,
esta ubicado primordialmente en la matriz extracelular (MEC), pero también ha
sido localizado en el citoplasma, nucleo y nucléolo, modificandose en un
polimero con una colaboracion excepcional en varios procesos metabdlicos,
desde la fertilizacion hasta el crecimiento y metastasis tumoral (Lokeshwar et al.,
2008), se ha encontrado especialmente en el tejido conectivo de la mayoria de
los vertebrados, también se encuentran en las capsulas de algunas bacterias
(Stern, 2004; Prehm, 1984, 1990, 2006; He et al., 2009). La estructura quimica
del &cido hialurénico consiste de unidades repetitivas de disacaridos unidos por
enlaces glicosidicos p-1,4. Cada unidad disacarida esta formada por acido D-
glucurénico (AcGlcU) y acido N-acetil-D-glucosamina (AcGlcN) conectados por

enlaces glicosidicos 3-1,3.

La hialuronidasa o hialuronato glicanohidrolasa es una enzima endo-(3-
glicosidasa considerablemente repartida en la naturaleza (Manzel y Farr, 1998;
Girish y Kemparaju, 2007). Esta enzima se ha encontrado en varios 6érganos y
fluidos corporales humanos (Gregory et al., 1996), y en las secreciones de virus
(Gregory et al., 1996; Csoka et al., 1997), hongos (DeAssis et al., 2003; Shimuzu
et al., 1996), bacterias (Hynes y Walton, 2000; Sutherland, 1995), bacteri6fagos
(Ponnuraj y Jedrzejas, 2000; Baker et al., 2002; Allen et al., 2004; Makriz et al.,
2004) ,nematodos (Hotez et al., 2000) y sanguijuelas (Hovingh y Linker, 1999;
Frost et al, 1996), también se encuentran en los venenos de serpientes
(Pukrittayakamee et al,, 1988; Tan y Tan, 1988; Girish et al.,2004; Girish y
Kemparaju, 2005 , etc), escorpiones (Pessini et al., 2001; Morey et al., 2006),
abejas (Markovic-Housley et al., 2000), avispas (Kreil, 1995), avispones (Lu et
al., 1995), aranas (Wright et al, 1973; Schanbacher et al, 1973; Rash y
Hodgson, 2002; Barbaro et al., 2005, Nagaraju et al., 2006), peces (Ng et al.,
2005) y lagartos (Tu y Hendon, 1983).

En estos ultimos afos las hialuronidasas han tenido mucho interés por su
importante papel en la regulacion del metabolismo del acido hialurénico y cuando
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ocurrre la sintomatologia por envenenamiento. Las hialuronidasas pertenecen a
las hidrolasas glucosidicas (GHs), una subfamilia de enzimas que estan
implicadas en el metabolismo de los carbohidratos. Las funciones biologicas de
la hialuronidasa y los mecanismos de accion no habian sido muy claros durante
muchas décadas (Kreil, 1996; Stern y Jedrzejas, 2006).

Duran-Reynals estudié en 1928 un principio difusor descubiertos en
determinadas cepas bacterianas de estreptococos. Luego este factor o principio
o factor fue reconocido como una enzima teniendo una accion preponderante
sobre el acido hialurénico y que luego se nombré como hialuronidasa (Meyer,
1971). Lisanti, en 1950 investigd esta enzima que se encuentra en la saliva de
humanos, a partir de este trabajo varias hialuronidasas en diferentes grupos de

animales se han estudiado (Girish y Kemparaju, 2007).
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FIGURA 1. Composicion del acido hialuronico por N-acetil- D-glucosamina y acido D-glucuronico

alternantes.

La hialuronidasa presente en venenos ofidicos integra el grupo de las hialuronato
glicanohidrolasas (glicosidasas) que desintegran el &cido hialurdnico a
tetrasacaridos y hexasacaridos, también ejercen su accion en sulfatos de
condroitina (Etesse et al., 2009). La enzima en estudio llega hacer un factor
decisivo en la desintegracién del &cido hialurénico y también en el accidental
dano de la constitucion de la membrana extracelular de los tejidos conectivos
que estan alrededor de los vasos sanguineos, facilitando el ingreso de los
factores toxicos del veneno a la circulacién como también de su expansidn sobre
los tejidos aledarnos a la herida causada por la mordida (Kemparaju y Girish,
2006).



La accion de la hialuronidasa sobre el acido hialurénico es activada por dos
residuos acidos, en la que uno puede actuar como donador de protones (un acido
general) mientras que el otro puede actuar como nucledfilo / base (Davies y
Henrrisat, 1995). Los polimeros del acido hiaurénico son un componente
integrado de la matriz extracelular, cartilago, tejidos conectivos, liquido sinovial,
tejidos y piel (Figura 2). Estos polimeros de acido hiaurdnico y sus posteriores
productos de degradacién participan en procesos celulares como la
diferenciacion celular, la progresién tumoral, los procesos inflamatorios, la
adhesién celular, la angiogénesis, la senalizacién, los dafos en los tejidos y los
mecanismos de reparacion (Termeer et al ., 2003 ; Toole ,2004 ; West et al.,1985
; Noble, 2002).

— v Collagen matrix

Hyaluronan
Link protein

Aggrecan monomer

- Core protein

FIGURA 2. Esquemas de una matriz extracelular intacta (A) y diseminada (B) después de la
actividad de la hialuronidasa (Girish,2004)

La primera clasificacion de las hialuronidasas fue establecida de acuerdo a su
mecanismo catalitico y su origen encontrandose tres principales familias, esta



clasificacion se basaba en sustratos especificos y en el analisis bioquimico de la
enzima y sus productos de reaccion (Meyer, 1971).

Dentro del primer grupo estan las hialuronato 4-glicanohidrolasas o también
denominada endo B-N-acetilhexosaminidasas (EC 3.2.1.35) que hidrolizan los
enlaces glicosidicos (-1,4, dando tetrasacaridos y hexasacaridos como
principales productos finales. Dentro de este grupo tenemos a las hialuronidasas
de lisosomas, espermatozoides y los encontrados en los venenos de serpientes
y abejas. En el segundo grupo estan las hialuronato 3-glicanohidrolasas (endo
B-glucuronidasas EC 3.2.1.36) que hidrolizan los enlaces glicosidicos B-1,3,
dando tetrasacaridos y hexasacaridos: AcGlcN-AcGlcU-AcGlcN-AcGlcU, como
principales productos finales. En este grupo se encuentran las hialuronidasas de
la glandula salival de las sanguijuelas, anquilostomas y crustaceos. Por ultimo,
tenemos al grupo de las hialuronato liasas (endo 3-N-acetilhexosaminidasas EC
4.2.2.1) que hidrolizan los enlaces glicosidicos -1,4, dando disacaridos como
productos finales, dentro de este grupo estan las hialuronidasas de varios
microorganismos (Meyer, 1971) esta clase de enzimas también clivan el mismo
sustrato de acido hialuronico pero con un motivo estructural diferente (dominio a
y B) y de mecanismo de accidn (eliminacién B), han sido estudiados a partir de
las especies de Streptococcus pneumonia (Jedrzejas et al.,2002) ya que €s uno
de los principales factores virulentos que es responsable de la invasion

bacteriana por degradacién de acido hialurénico.

Actualmente se discute sobre el origen evolutivo de la hialuronidasa ya que las
encontradas en los venenos de diferentes especies del grupo animal poseen
semejanzas estructurales con la hialuronidasa que esta localizada en los
espermatozoides de los mamiferos (Gmachl et al.,, 1993). Esta enzima en los
mamiferos tiene asociaciones a GPI (glicosil-fosfatidil inositol) y es identificado
como PH-20 el cual se reporto a inicios de los 60 y que participan en el proceso
de fecundacion (Garvin et al., 1974; Johnston y Mixner, 1950).

Los estudios bioquimicos han reportado la caracterizacién de esta enzima en el
veneno de escorpiones, abejas, avispones, aranas, peces piedra y especies de
serpientes  (Markovic et al,2000; Ramanaiah et al,1989; Lu vy
Kochoumian.,1995; Wright et al.,1973; Poh et al.,1992; Girish et al.,2004) (Tabla

1),



Esta enzima también es reconocida por ser el alérgeno mas importante del
veneno desarrollado por abejas, avispas y escorpiones que incitan severas
respuestas sistémicas mortales intercedidas por IgE en humanos (Morey et al.,
2006), esto aclara su accionar como un inmundgeno util cuando se desarrolla
altos titulos de inmunoglobulinas y reacciones alérgicas al ser suministrado en

animales de experimentacion (Matysiak et al., 2011).

Por otro lado, las hialuronidasas presentes en venenos de artrépodos varian en
la cantidad en que se encuentran, asi como en su estructura molecular, por
ejemplo, llega a hacer el principal componente alérgeno del veneno de abeja,
Apis mellifera (Markovic-Housley et al., 2000), también se pueden encontrar en
Aedes aegypti y Glossina fuscipes “Mosca tse-tse” donde figuran en mas del
20% del proteoma encontrado en sus glandulas salivales (Volfova et al., 2008).
Las hialuronidasas de algunos hexapodos como los encontrados en
Phlebotomus y Lutzomyia tienen una accidén bioldgica que irrita las heridas
epidérmicas provocadas por Leishmania major (parasito transferido por la
picadura de estos hexapodos) y acrecenta con notoriedad las infecciones
producidas por estos parasitos. (Volfova et al., 2008).

También se han encontrado hialuronidasas tanto en el veneno de la mantaraya
(Potamotrygon motoro), en aranas, cefalopodos y otros moluscos (Magalhaes et
al., 2008; Silveira et al., 2007 y Fry et al., 2009).



TABLA 1. Propiedades bioquimicas y biofisicas de las hialuronidasas encontradas en venenos

animales (modificado y actualizado por Kemparaju y Girish, 2006)

L

Source MW pl Optimum  Optimum  Kinetic para. ~ Final digested Structural info.  Ref.
(kDa) pH Temp. K (ug/mL); hyaluronan
(°C) Vi (ng/min)  fragment
A. acutus (snake) 33 103 3.5~50 37 6.2;N.D. N.D. N.D. Xuetal., 1982
A.contortrix contortrix 59.3 9 6 37 N.D. Tetrasaccharide N.D. Kudo and Tu, 2001
(snake)
N.naja isoform 1 70.4 92 5§ 37 N.D. Tetrasaccharide 10 aa. of N- Ginishetal., 2004
terminal
isofrom 2 52 97 5 37 N.D. N.D. N.D. Girish and
(snake) Kemparaju, 2005
H._fulvipes (scorpion) 82 ND. 4 N.D. N.D. N.D. N.D. Ramanaiah et
al., 1990
I serrulatus(scorpion) 51 ND. 6 40 69.7.33 N.D. N.D. Pessini et al., 2001
A.mellifera (bee) 41 9 6 37 N.D. Tetrasaccharide  Full primary Kemeny et al., 1984,
and 3-D Gmachl, and Kreil;
1993, Markovi¢-
Housley et al., 2000
S.horrida (fish) 62 92 6 37 709;13.1 N.D. Full primary Poh et al., 1992; Ng
etal., 2005
H.horridum horridum 63 5 5 Sensitive  N.D. N.D. N.D. Tu and Hendon, 1983
(lizard)
L.obliqua isoforml 49 ND. 6~7 37 N.D. N.D. N.D. da C B Gouveia et
al., 2005
isoform2 53 N.D. 6~7 37 N.D. N.D. N.D. da C B Gouveia et
(caterpillar) al., 2005
L.reclusa isoform! 33 N.D. 5~6.6 37 N.D. N.D. N.D. Wright etal., 1973
isoform2 63 N.D. 5-6.6 37 N.D. N.D. N.D. Wright etal., 1973
(spider)
Palamneus 52 ND. 45 37 4761.1.49 N.D. N.D. Morey et al., 2006
gravimanus(scorpion)
Tityus 448 ND. ND. N.D. N.D. N.D. 24 aa. of N- Batistaetal, 2007
stigmurus(scorpion) terminal
Echis ocellatus(snake) N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. Full primary Harrison et al., 2007
Potamotrygon motoro 79 ND. 42 40 491;2.02* N.D. N.D. Magalhdes et al., 2008
(fish)
Vitalius dubius 45 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. Rocha-e-Silva et al.,
(spider) 2009
Loxosceles intermedia 41 ND. 6~8 N.D. N.D. N.D. N.D. da Silveira et al., 2007
isoform 1
isoform2 43 ND. 6~8 N.D. N.D. N.D. N.D. da Silveira et al., 2007
(spider)
Hippasa partita 4226 ND. 58 37 N.D. N.D. N.D. Nagaraju et al. 2007
(spider)
BmHYAI 487 865 45 50 953,39 Tetrasaccharide  Full primary Present work

*: unit of U/min; **: calculated; N.D.: not determined; a.a.: amino acid residues.

Los primeros investigadores que observaron la actividad de esta enzima en

extractos acuosos de testiculos de mamiferos la denominaron como un “factor

difusor” ya que promovia la diseminacién de tintes inyectados subcutaneamente

(Hoffman y Duran Reynals, 1931), luego se evidencid la misma actividad difusora

cuando se hicieron trabajos con venenos de serpientes y arafias (Duran Reynals,

1936, 1939). Desde entonces se ha encontrado actividad hialuronidasa en los

Viperidos y Elapidos, observandose un incremento de la permeabilidad de los

tejidos después de la inyeccién del veneno (Duran Reynals, 1939; Fauvilli, 1940;
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Tarabini- Castellani, 1940; Chain y Duthie, 1940). También se observd que la
enzima se encuentra en mayor proporcién y con accién considerable en los
venenos de los vipéridos y crotalidos, mientras que en los elapidos generalmente
esta ausente o en bajas concentraciones (Zeller, 1948; Favilli, 1956).

Se estudio en 1966 la acciéon de la hialuronidasa del veneno de la cobra de
Formosa Naja naja atra (Chiu, 1960) y posteriormente se intentdé por medio de
técnicas cromatograficas, separar la enzima de la fracciones toxicas de los
venenos de Naja oxiana'y Naja atra atra (Turakulov et al., 1969), resultando en
ambos casos una purificacion parcial y establecidé el primer reporte de su
probable escasez tdxica, observandose también su funcion como coadyuvante
del veneno ofidico al permitir su diseminacion en los tejidos. También en las
serpientes egipcias, como Naja haje y Naja nigricolis, se evalué la actividad
hialuronidasa, encontrandose que la enzima era termolabil y rapidamente
inhibida por algunas sales como gentisato sodico, pero no era inhibida por EDTA
(Mohamed et al., 1973).

En 1982, Xu et al., trabajaron en la purificacidbn parcial y caracterizacion
bioquimica de la hialuronidasa de la ponzofna de la serpiente Agkistrodon acutus
acutus, utilizdndose tres columnas cromatograficas con los geles CM Sephadex
C-50, Sephadex G-75 y CM Sephadex C-25, trabajo que sirvio de punto de
partida para la purificacion de la hialuronidasa del veneno del lagarto Heloderma
horridum horridum, evidenciandose también su capacidad difusora (Tu y
Hendon, 1983). También se obtuvieron dos hialuronidasas de la ponzona de
Agkistrodon contortrix contortrix siendo 59 kDa y 61 kDa sus pesos moleculares
(Kudo y Tu, 2001). Asi mismo, para obtener la hialuronidasa de la cobra africana
Naja naja se empled una columna de Sephadex G-75 seguida de CM Sephadex
C-25 hallandose dos isoformas de esta hialuronidasa nombradas NNH1 y NNH2
(Girish 2004, Girish et al., 2005a).

Se vienen investigando en el Perl los venenos de serpientes debido a su gran
repercusion en incidentes de ofidismo (Yarleque, 2000). Se analiz6 la enzima
hialuronidasa correspondiente al veneno de L. muta en un solo paso mediante
cromatografia de intercambio i6nico (Lerma, 2006 y Hurtado et al., 2006),
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también se estudié algunas propiedades bioquimicas y purificacién parcial de
esta enzima en los venenos de las serpientes Bothrops atrox 'y Bothrops brazili
(Gonzalez et al., 2013; Delgadillo et al., 2013), se ha realizado una constante
revision de la metodologia de purificacion debido a la inestabilidad térmica de la

enzima.

Entre los trabajos tanto a nivel genémico como protedmico se tiene el estudio de
la hialuronidasa de Synanceja horrida “pez piedra” que se encontraria ubicada
en el grupo PH-20 de las hialuronidasas, como sefialan los analisis in silico a
partir del cDNA (Cheong et al., 2005); También se han aislado proteinas
similares a hialuronidasas a partir de testiculo de ratén que serian semejantes a
las enzimas del grupo PH-20 (Reitinger et al., 2007; Hofinger et al., 2008). Se
hallé un elevado nivel de identidad de las especies de ofidios Bitis arietans,
Cerastes cerastes y Echis ocellatus que fue superior al 95%, que fue analizado
de las secuencias de cDNA que se consiguieron mediante PCR (Harrison et al.,
2007), ya que fueron aisladas a partir de las glandulas venenosas de estas
serpientes procedentes de Kenya, Egipto y Nigeria. Esto es importante desde el
punto de vista evolutivo ya que permite relacionar las similitudes estructurales
con la historia evolutiva de estas moléculas. Con esa informacién Harrison
construyé un modelo hipotético estructural que compartirian las enzimas de este
tipo provenientes de vipéridos, lo cual se pone a discusién por ser el primer

trabajo de este tipo y por el hecho de emplear vipéridos de solo un continente.

Otro punto importante es que se encuentra en revision la metodologia empleada
en el estudio de esta enzima (El-safory et al., 2010), por ejemplo, en el veneno
de abeja (Apis) analizado mediante MALDI-TOF y nanoESI-QqTOF, ambos son
métodos de espectrometria de masas, donde se obtuvieron resultados mas
precisos y detallados que en estudios previos que se emplearon para descifrar
los mecanismos sobre el funcionamiento de estas proteinas (Matysiak et al.,
2011).

La estructura cristalina de la hialuronidasa humana y de la abeja ya esta
estudiada, pero su mecanismo de accion aun no esta claro (Chao et al.,2007)
(Markovic et al.,2000) (Figura 3). Estas estructuras estaban de acuerdo con la
propuesta de acido-base o doble mecanismo de desplazamiento de accién de la

enzima. A partir del andlisis tanto de la estructura como de la secuencia, se
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reveld que tenian una forma y tamano similares de la cavidad de unién al sustrato
y compartian una identidad de secuencia del 32,13%. La unién del sustrato es
favorecida por interacciones electrostaticas (Arg y Lys en la region del sitio activo
con el grupo carboxilico del acido hialuronico) e hidrofébicas (Tyr en la cavidad
a las regiones hidrofébicas del acido hialurdnico). Un estudio a nivel de una
mutacién funcional en el espermatozoide humano PH-20, identific6 Asp146 y
Glu148 (como posibles donadores de protones) que son equivalentes a Asp111
y Glu113 de 1FCV (estructura cristalina de la hialuronidasa del veneno de abeja)
como los residuos cataliticos mas importantes de las hialuronidasas (Arming et
al., 1997).

(N2 T34 (5 [6] 7 el

Not conserved Identical

FIGURA 3. Modelo de la estructura tridimensional de una hialuronidasa en mamiferos (A) y de
la hialuronidasa de los venenos basados en la estructura cristalizable de la hialuronidasa de Apis
mellifera. Las imagenes estan orientadas a mostrar el sitio catalitico hendido (CC) de unién a
hialuronano (HA), y el sombreado indica las partes externas de los residuos conservados
(Harrison et. al.,2007)

Las mordeduras de serpientes son un problema socioeconémico comun que
afectan a mas de 4.5 millones de personas anualmente en todo el mundo. La
hialuronidasa de las serpientes, es el factor principal que influye mas en el dafo
tisular local y potencia la rapida difusién del veneno. Si esta enzima es
neutralizada antes, la propagacién de proteinas toxicas y sus efectos se pueden
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reducir drasticamente, la busqueda de un farmaco lider o sueros contra esta
enzima ayudara y mejorard la terapia anti-veneno cuando se administre antes o
junto con los tratamientos disponibles. Se han estudiado algunos compuestos
vegetales como: el &acido aristoléquico, la indometacina, la quercetina, la
curcumina, el acido tanico y la flavona que mostraron una neutralizacién eficaz
frente a la hialuronidasa de la serpiente Naja naja, también se observé la demora
de la propagacion del veneno y disminucion de la letalidad (Girish y Kemparaju.,
2005 ; Santhosh et al., 2013).

S6lo un nimero limitado de estudios bioquimicos y biolégicos de esta enzima se
conocen, pero a nivel estructural, su funcionabilidad y mecanismo de inhibicidon
todavia no esta bien definida. Por lo tanto, se han realizado estudios de analisis
filogenéticos, mecanismos de unién por inhibidor y el comportamiento
conformacional de la hialuronidasa de Echis pyramidum leakeyi (EHY) (Bharathi
et al.,, 2016) los cuales demostraron la existencia de dos grupos funcionales de
hialuronidasa que se habian separado de la serpiente coral (ancestro). La
estructura fue modelada y se encontré que la region E-loop (211-224 aa) sélo
estaba presente en EHY en comparacion con los demds que pueden explicar la
funcién significativa de hialuronidasas de viboras. (Figura 4).
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Figura 4. (A) Relacion filogenética entre las secuencias seleccionadas (UniProt ID y el nombre
corto de cada especie que se menciona) fue inferida por el método de maxima verosimilitud
apoyado en el modelo de matriz JTT, utilizando MEGAS5 y MSA realizado usando ClustalX. (B)
Estructura tridimensional de EHY. Los bucles de region de dominio catalitico se resaltan en
verde, los bucles de dominio similares a EGF se resaltan en azul y la hélice y las hojas beta estan
en rojo y cianico respectivamente. La regién de loop-Ill y E-loop son funcionalmente importante

se resaltan en magenta.

Estudios a nivel molecular sobre esta enzima en Sudamérica en especial del
género Bothrops es escaso, se ha realizado un primer reporte de una secuencia
de cDNA de la hialuronidasa de la ponzofa de Bothrops neuwiedi pauloensis, ya
que el andlisis in silico de su secuencia de aminoacidos deducida abre nuevas
perspectivas sobre la funcién biolégica de las proteinas similares a
hialuronidasas y puede dirigir estudios adicionales que comprendan su
aislamiento y/o produccidon recombinante, asi como su caracterizacién
estructural y funcional (Castanheira et al., 2014) (Figura 5) y recientemente se
ha encontrado a partir del primer transcriptoma de la serpiente brasilefia
Bothrops mooejeni dos isoformas de la hialuronidasa: BmooHyal-1 y BmooHyal-
2 (Gobbi et. al.,2017).
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FIGURA 5. Relaciones evolutivas de las hialuronidasas de los venenos de serpientes inferidas

usando el método de Neighbor-Joining. (La Hyal humana fue empleada como un grupo externo)

La importancia y las aplicaciones de la hialuronidasa en la terapia del cancer ha
sido reconocida por largo tiempo por los investigadores biomédicos y clinicos por
igual. En un numero de estudios clinicos piloto, se informd previamente que el
uso de hialuronidasas como un complemento a la quimioterapia convencional
mejoro significativamente el pronéstico de la mayoria de los pacientes. En
algunos casos, el tratamiento suplementario con la enzima incluso indujo
respuestas significativas en pacientes previamente quimiorresistentes.
(Beckenlehner et al., 1992, Smith et al., 1997, Klocker et al., 1998). Se supuso
que la degradacion del hialuronato enriquecido en la matriz extracelular por las
hialuronidasas podria haber facilitado al farmaco para ejercer facilmente su
accién sobre el blanco. Beckenlehner et al., (1992) estudiaron el efecto de la
hialuronidasa sobre la actividad de la adriamicina en modelos de céancer de
mama tanto en los estudios in vitro como in vivo se demostrd que la actividad de
la adriamicina aumento significativamente in vitro como in vivo. Se teoriza que
esta enzima favorece la difusién de la adriamicina haciendo un espacio hidratado
en las células. El crecimiento del tumor fue indirectamente inhibido por una
mayor accesibilidad del quimioterapéutico. También se encontré de que la
hialuronidasa anadida exégenamente reprimi6 el crecimiento del tumor mediante
la hidrolizacién del halo de acido hialurénico que rodeaba las células tumorales,

16



y se infiere que la CD44 podria estar implicada en este proceso ya que la
glicoprotiena transmembrana CD44 es la molécula de adhesiéon celular,
ampliamente distribuida a través de la membrana celular que esta implicada en
una serie de eventos bioldgicos tales como adhesion celular, invasion de células
cancerigenas y migracion (Naor et al, 1997). La interaccion CD44- &acido
hialurénico es importante para el crecimiento y progresién del cancer (Platt y
Szoka, 2008) comprobandose que la interferencia de la interaccién de CD44 -
acido hialurénico por la hialuronidasa, a través de la interrupcion de la matriz del
acido hialurénico, disminuye eficazmente el crecimiento tumoral (Shuster et al.,
2002).

Parece que el rol de la hialuronidasa puede ser tanto el promotor como el
supresor de los tumores. El papel que desempeian las hialuronidasas en la
biologia del cancer esta todavia en cuestion (Lokeshwar y Selzer, 2008). Las
hialuronidasas también pueden mostrar efectos indirectos por los fragmentos
degradados de acido hialurénico, que son de hecho polisacaridos de diferentes
tamanos y juegan un papel a través de la interaccién con los receptores de la
membrana celular como CD44 y RHAMM. Por ejemplo, la escision proteolitica
de CD44 por los fragmentos de hialuronano de bajo peso molecular pueden
mejorar la motilidad de las células tumorales (Stern et al., 2006).

Los fragmentos de acido hialurdnico de alto peso molecular (> 400 kDa) juegan
un papel como anti-angiogénicos, antiinflamatorios e inmunosupresores,
mientras que los fragmentos medianos (~ 20 kDa que contienen ~ 50 unidades
de sacarido) pueden dar lugar a la sintesis de citoquinas inflamatorias. Por otro
lado, los fragmentos pequeios de peso molecular (6 ~ 20 kDa) pueden estimular
a las células dendriticas y a las células presentadoras de antigeno en el sistema
inmunolégico y pueden tener un efecto sobre los procesos angiogénicos,
inflamatorios e inmunoestimulatorios (Stern, 2005). También se han detectados
fragmentos de degradacién de hialuronano relativamente pequefos que
contienen 3-10 disacaridos entre los productos de degradacién de
hialuronidasas. Este grupo de fragmentos de hialuronano inhibe el anclaje en el
crecimiento independiente de las células tumorales. Por ejemplo, los

tetrasacaridos, los principales productos de la HYA-1 humana, tienen actividades
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anti-apoptéticas, suprimiendo la muerte celular en células cultivadas sometidas
a hipertermia o inanicién de suero (Stern, 2005). Los fragmentos de peso
molecular mas altos estan a menudo presentes en el proceso bioldégico normal,
mientras que los fragmentos de peso molecular bajos aparecen frecuentemente

en canceres (Kumar et al., 1989; Lokeshwar et al., 1997).

Finalmente se ha encontrado metodologias similares en trabajos sobre células
madre donde se investiga el papel principal que cumple la hialuronidasa y su
implicacion en la comunicacion y muerte celular ademas de otras moléculas
importantes en el metabolismo celular y cancer (Prestwich et al., 2011). El
panorama para la posteridad es permitir utilizar la informacién completa de las
hialuronidasas para el provecho de las personas tanto en la medicacion de
enfermedades vinculadas a carbohidratos, matriz extracelular, cancer y en su
inhibicion segura para disminuir las lesiones locales debido a las mordeduras de
serpientes y otros animales venenosos. La ausencia de diversidad molecular y
el comportamiento estructural y funcional de la hialuronidasa de los venenos de
la mayoria de serpientes sobre todo de la especie Bothrops atrox fue la

inspiracion para el objetivo de este estudio.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS

e Hipdtesis nula: La hialuronidasa del veneno de Bothrops atrox, no es un
agente difusor del sistema de toxinas y no degrada al acido hialuronico.

e Hipdtesis alternativa: La hialuronidasa del veneno de Bothrops atrox, es

un agente difusor del sistema de toxinas y degrada al &cido hialuronico.

3.2. OBJETIVOS

3.2.1. Objetivo General
o Caracterizar a nivel estructural y funcional al principal factor difusor de los
componentes del veneno de la serpiente Bothrops atrox.

3.2.2. Objetivos Especificos.
e Establecer un procedimiento cromatografico para la purificacién de Hyal-
Ba.
e (Caracterizar bioquimica y biologicamente a la Hyal-Ba.
e Aislar RNA total a partir del veneno fresco y obtener cDNA de la serpiente
peruana Bothrops atrox.
e (Caracterizar molecularmente a la Hyal-Ba a partir de su secuencia

nucleotidica.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Material Bioldgico

4.1.1. Veneno

Se empled el veneno extraido fresco y liofilizado de especimenes adultos de la
vibora peruana Bothrops atrox, originarios de Pucallpa conservados en el
serpentario “Oswaldo Meneses” del Museo de Historia Natural perteneciente a
la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Se mantuvé congelado a -4°C el

veneno hasta su utilizacién.

FIGURA 6. Serpiente peruana Bothrops atrox “Jergén de la selva”

4.1.2. Animales de experimentacion

Se emplearon ratones albinos cepa Balb C de sexo masculino con un peso entre
18 y 22g originarios del bioterio del Instituto Nacional de Salud (INS-Peru). La
asistencia animal fue hecha de acuerdo con las recomendaciones éticas de la
Investigacion Biomédica con animales del Consejo de Organizaciones
Internacionales de Ciencias Médicas (COIMS).

4.2. Materiales de Laboratorio
4.2.1. Sustrato y reactivos de la actividad enzimatica

- Acido hialurénico comercial de Streptoccocus zooepidemicus (Sigma
Chemical Company)
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Bromuro de cetiltrimetil amonio (BCTA 2.5 % con NaOH 2 %) (Sigma
Chemical Co.)

Enzima L-aminoacido oxidasa (L-AAOQ) purificada del veneno de Bothrops
atrox.

4.2.2. Columnas y geles para cromatografia

4.2.3.

Columna de intercambio i6bnico DEAE Sephadex A-50 (Sigma Chemical
Co.)

Columna de exclusién molecular Sephadex G-100 (Sigma Chemical Co.)
Columna de exclusién molecular Sephadex G-75 (Sigma Chemical Co.)

Columna de fase reversa Vydac C18 (Western Analytical)

Reactivos para electroforesis de proteinas e inmunodifusion.

Acrilamida (Sigma Chemical Co.)

Bis-acrilamida (Sigma Chemical Co.)

Dodecil sulfato de sodio (SDS) (Sigma Chemical Co.)
Tetrametiletilenodiamina (TEMED) (Sigma Chemical Co.)

Persulfato de amonio (Sigma Chemical Co.)

Azul de bromofenol (Sigma Chemical Co.)

Azul brillante de Coomassie R-250 al 0.1 % (Sigma Chemical Co.)
Solucion decolorante: metanol, etanol, acido acético (Sigma Chemical

Co.)

2 3 Mercaptoetanol al 4% (Sigma Chemical Co.) Buffer fosfato salino

(PBS) pH 7.4 (Sigma Chemical Co.)

4.2.4.

Marcador molecular comercial kit Perfect Protein™ Markers (15-225 kDa)

Kits para el aislamiento y purificacion de RNA

RNA Later®
Kit High Pure RNA isolation (Roche®)
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4.2.5.

4.2.7.

Kits para obtencion y amplificacion de RNA/cDNA.

cDNA Synthesis (Roche®)

Kit First Strand cDNA synthesis (Novagen)

Kit Hot Start DNA Polymerase (Thermo Scientific).

Kit Maxima first strand cDNA synthesis for RT-qPCR (Thermo Scientific)
Kit Reverd aid first strand cDNA synthesis (Thermo Scientific)

Kit Total RNA Purification (AMRESCO®)

Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen™).

. Reactivos empleados para la electroforesis de acidos nucleicos

Agarosa tipo | (Calbiochem®) al 1%.

Colorante RedGel (10000X).

Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder.

Orange Ruler 50 bp DNA Ladder.

Tampon de muestra (Novagen®).

Tampon TBE X (Tris 892 mM, acido bérico 889 mM y EDTA 20 mM pH
0.5).

Instrumentos bioinformaticos

Bioedit 7.0.4 (Pagina web http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html).
BLASTn y BLASTp (Pagina web http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).
BoxShade3.21(Pag web
http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html)

Clustal X 1.8 (Pagina web http://www.clustal.org).

Cn3D4.1 (Pag web
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml).
Codon Usage (Pag. web

http://www.bioinformatics.org/sms2/codon_usage.html)

GenBank (Pagina web http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Mega 5 (Pagina web http://www.megasoftware.net/).

NetNGlyc (Pagina web http://www.cbs.dtu. dk/services/NetNGlyc/)
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- ORF finder (Pagina web http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gorf/gorf.html).

- PIR (Pagina web http://pir.georgetown.edu/ pirwww/search/pattern.shtml)
- PyMOL (Pagina web https://www.pymol.org/)

- Signal P (Pagina web http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).

- SWISS-MODEL (Pagina web http:/swissmodel.expasy.org/)

- Translate Tool (Pagina web http://www.expasy.org).

4.2.8. Soluciones y reactivos que actuan sobre la actividad enzimatica

- Acido etilen diamino tetraacetico (EDTA) (Sigma Chemical Co.)
- Acido Glutamico (M.C & B)

- Glicina (M.C & B)

- Glutation (M.C & B)

- lodoacetato (Sigma Chemical Co.)

- Bromuro de potasio (M.C & B)

- Cloruro de calcio (Sigma Chemical Co.)

- Cloruro de magnesio (M.C & B)

- Cloruro de potasio (Riedel-de Haén)

- Cloruro de sodio (Carlos Erba)

- Tosyl lisil clorometil cetona (TLCK) (Sigma Chemical Co.)
4.2.9. Tampon (buffer) y Otros

- Tampdn acetato de amonio 0.1 M pH 5.0 (Riedel-de Haén)

- Tampédn acetato de amonio 0.1 M pH 5.0, NaCl 0.3 M

- Tampédn acetato de amonio 0.1 M pH 5.0, NaCl 0.6 M

- Tampédn acetato de amonio 0.05 M pH 5.0, NaCl 0.15 M

- Tampdn de corrida: Tris 0.1 M, SDS 0.1 %, glicina, pH 8.3

- Tampdn de stacking: Tris 1.0 M, pH 6.8 (Sigma Chemical Co.)

- Tampdn de resolucién: Tris 1.5 M, pH 8.8 (Sigma Chemical Co.)

- Tampédn de muestra: Tris 0.06 M, SDS 0.05 %, glicerol 10% v/v, azul de
bromofenol 0.05 %

- Tampdn acetato de amonio 0.1 M, pH 5, 5.5, 6 y 6.5 (Riedel-de Haén)

- Tampoén Tris-HCI 0.1 M, pH 7 y 8 (Sigma Chemical Co.)
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- Tampdn isoténico: Glicina 0.1 M en NaCl 0.9 %, pH 7.3 (M.C & B)

- Tampédn glicina 0.05 M ,pH 8.3 (M.C & B)

- Tampdn fosfato: PBS 0.15 M, pH 7 (Sigma Chemical Co.)

- Tampédn Tris-HCI CaCl2 10 mM, pH 7.4 (Sigma Chemical Co.)

- Solucién Alcalina: Carbonato de sodio 4 % (Sigma Chemical Co.), tartrato
de sodio y potasio 4% (Riedel-de Haén) y sulfato de cobre 2 % (Merck &
Co) en proporcién 100:1:1

- Reactivo de Folin —Ciocalteu (1:6) (Sigma Chemical Co.)

- Solucién salina compuesta de NaCl 0.9 %, pH 7.3 (Carlos Erba)

- Citrato de sodio 3.8 % (Sigma Chemical Co.)

- Solucién fria compuesta por NaCl 0.9 %, pH 7.3, EDTA 1mM (Sigma
Chemical Co.)

4.2.10. Material de vidrio y otros

- Probetas graduadas de 500, 250, 100, 50 y 10 mL

- Vasos de precipitado de 500, 250, 100 y 30 mL

- Vialesde 10 pyL, 100 uL y 1 mL.

- Baguetas

- Embudos

- Pipetasde 10,5,2,1y 0,2 mL.

- Tubos de 13 x 100 mm

- Columnas cromatogréficas de vidrio.

- Tubos para centrifuga con filtro Amicon™ (Thermo Scientific)

- Micro pipetas graduadas de 1, 10,20y 200 uLy 1 mL

4.2.11. Equipos

- Balanza Analitica (Ainsworth).

- Bano de temperatura (Memmert).

- Centrifuga (Sorvall Instruments -Modelo Easy Spin).
- Colector automatico de fracciones (LKB-Pharmacia).

- Cuantificador de acidos nucleicos Qubit fluorometer (Invotrogen™).
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- Equipo de electroforesis horizontal Wide Mini-Sub Cell GT System (Bio-
Rad).

- Equipo de electroforesis vertical en placa (Techware).

- Equipo de HPLC (Hitachi High- Technologies)

- Espectrofotometro de microgota NanoDrop (ThermoFisher Scientific)

- Espectrofotémetro UV 120-02 (Shimadzu).

- Fotocolorimetro Spectronic (Bausch & Lomb).

- Fotodocumentador

- Fuente de poder para electroforesis (Duostat Beckman).

- Liofilizador (Labconco).

- Microcentrifuga (Denver Instrument).

- Potencidometro digital (Orion Research- serie 611).

- Secuenciador de proteinas (Shimadzu Automatic System PPSQ-21A).

- Termociclador (Eppendorf Mastercycler Personal).

- Transiluminador UVStar 312nm (Biometra).

4.3. METODOLOGIA

4.3.1. Caracterizacion Bioquimica
4.3.1.1. Purificacion de la Hyal-Ba del veneno de la serpiente B. atrox.

Para la separacion de esta enzima se realizaron los siguientes pasos
cromatograficos:

300 mg de veneno crudo fueron disueltos en tampdn acetato de amonio 0.05M
a pH 5.0, posteriormente se centrifugd a 4 000 rpm por 15 minutos para eliminar
los restos no solubles. Se aplicd el sobrenadante a la columna de intercambio
ibnico sobre Sephadex DEAE A-50 (1.2 x 40 cm) equilibrada con tampén acetato
de amonio 0.05 M a pH 5.0. La corrida tuvo un flujo de 14 mL/hora colectandose
fracciones de 1 mL. El monitoreo de la cantidad de proteina se hizé por
absorbancia a 280 nm y de la obtencién de Hyal-Ba, por el ensayo turbidimétrico
de Di-Ferrante (1955). Las fracciones con mayor actividad se juntaron y se
concentraron por centrifugacion usando tubos AMICON, lo que se concentr6 fue
aplicado en una columna de filtracion molecular Sephadex G-100 (1 x 40 cm)
previamente equilibrada con tampén acetato de amonio 0.05M, pH 5.0. Con un
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flujo de 14 mL/hora se recolectaron fracciones de 1 mL. Las fracciones con
mayor actividad se juntaron y se aplicaron nuevamente a una columna de
filtracion molecular sobre Sephadex G-75 (1 x 30 cm) equilibrada de la misma
forma que el paso anterior. Las fracciones de 1 mL fueron colectadas a un flujo
de 10 mL/hora. Las fracciones con actividad hialuronidasa fueron guardadas y
se evaluo su pureza mediante HPLC en fase reversa empleando una columna
Vydac C18 (22 mm x 25 cm). La elucion fue realizada a un flujo constante de 1
mL/min mediante una gradiente lineal de 0-70% de acetonitrilo en 0.1% de acido
trifluoroacético (TFA) por un tiempo de 70 min,la corrida fue terminada por
elucién isocratica con 58% de acetonitrilo en 0.1% de TCA por 5 min. Las

absorbancias fueron registradas a A= 280 nm.

4.3.1.1.1. Secuenciacion aminoacidica

La secuencia de aminodcidos N-Terminal de Hyal-Ba fue determinada en un
secuenciador de proteinas Shimadzu Automatic System (PPSQ-21A) por el
método de degradacion de Edman (Edman and Begg, 1967).

4.3.1.2. Cuantificacion de proteinas

La cantidad de proteina del veneno total de Bothrops atrox y de la Hyal-Ba fue
evaluado mediante la metodologia de la absorcion de luz ultravioleta y por el
método de Lowry.

4.3.1.2.1 Ensayo de absorcion de luz ultravioleta. - se midi6 la absorbancia
en el rango de luz ultravioleta a 280 nm (Warburg y Christian, 1941) y confirmado
por el método de absorcion 280/205 nm (Scopes, 1974) empleando un
espectrofotometro UV/visible Shimadzu.

4.3.1.2.2. Ensayo de Lowry.- se empled el ensayo de Lowry et al., 1951, variado
por Loayza et al., 1985. Se usé solucién alcalina, el reactivo de Folin-Ciocalteu
(1:6) y albumina sérica bovina como proteina estandar. Para los ensayos, se
colocaron las muestras con un volumen de 0.5 mL, luego se agregaron 2 mL de
solucién alcalina incubandolas a 37 °C por 15 minutos. Se agregd después 0.5
mL del reactivo Folin- Ciocalteu y después de 30 minutos a temperatura
ambiente se midi6 la absorbancia a 660 nm.
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4.3.1.3. Evaluacion de la actividad hialuronidasa.

La actividad de la enzima se realizd por el ensayo turbidimétrico de Di-Ferrante,
(1955) modificado por Hurtado et. al., 2007. El fundamento reside en la formacién
de una mezcla turbia y relativamente insoluble con el 4cido hialurénico y el
reactivo Bromuro de Cetiltrimetil Amonio (BCTA), el cual paré la reaccién al subir
el pH a 12.5, obteniéndose una intensidad en la turbidez con respecto a su

proporcidén y a la concentracion del mucopolisacarido.

Para este ensayo se utiliz6 0.2 mL de acido hialurénico a 0.5 mg/mL de
concentracion diluido en tampdn acetato de amonio pH 5.0 a 0.05M mas NaCl
0.15 M; 0.25 ml de tampon de reaccidn y se adicioné 0.05 mL de muestra. Se
incubd luego a una temperatura de 37°C por 15 minutos, la reaccion se detuvo
con 2mL de BCTA al 2.5%, teniéndose un volumen final de 2.5 mL en cada tubo
de ensayo. Luego de estar a temperatura ambiente por 5 minutos, la turbidez

observada se evalud a 400 nm.

La enzima posee una actividad especifica que es manifestada en unidades Di-
Ferrante por mg de proteina. El valor de una unidad Di-Ferrante nos sefala la
disminucién del 50% de la turbidez inicial ocasionada por 0.1 mg del sustrato
acido hialurénico despues de los 15 min. de incubacién a 37°C.

4.3.1.4. Determinacion de la masa molecular y presencia de carbohidratos
Se realiz6 mediante SDS-PAGE al 12% segun lo descrito por Laemmli (1970).
Se utiliz6 una camara electroforética vertical bajo condiciones reductoras (4% de

2-B Mercaptoetanol) y no reductoras.
La masa molecular relativa (Mr) fue calculada por comparacién con proteinas
estandar del kit Perfect Protein™ Markers, 15-225 kDa. La tincion de los geles

fue realizada con el colorante azul brillante de Coomassie G-250.

Ademas, se realizd un zimograma mediante SDS-PAGE (12%) que contenia

acido hialurénico (0.5 mg / ml) en la matriz del gel y se llevé a cabo de acuerdo
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con Cevallos et al., (1992). El gel resultante fue tenido con Acian Blue (Sigma
Chemical Co.) para detectar la actividad hialuronidasa.

Para evaluar la cantidad de hexosas y hexosaminas unidas a Hyal-Ba, se emple6
el ensayo de Winzler (1955), mientras en el caso del acido sialico se empled el
ensayo de Warren (1959), con algunas modificaciones descritas en Lazo et al.,
(2017).

4.3.1.5. Determinacion de la estabilidad

Para determinar las condiciones éptimas para la actividad enzimatica, el sustrato
y la Hyal-Ba fueron incubados por 15 minutos a diferentes temperaturas (4 °C-
60 °C) para determinar a que temperaturas puede actuar la enzima.

Tambien se realizd ensayos de la enzima sola a temperatura ambiente en la cual
se evalud la actividad de la enzima mediante el ensayo de Di-Ferrante a partir

de las cero hasta las 192 horas.

4.3.1.6. Evaluacion del pH 6ptimo

Se determind utilizando volumenes de la enzima que se incubaron a distintos pH.
Se utilizé el tampdn acetato de amonio 0.1 M (pH 5, 5.5, 6 y 6.5) y tampdn Tris-
HCI 0.1 M (pH 7 y 8). Estos tampones fueron usados para el registro de la
actividad enzimatica de acuerdo al ensayo de Di-Ferrante. Despues de 15
minutos a temperatura de 37 °C se evalu6 la actividad de cada muestra con los

distintos valores de pH.

4.3.1.7. Efecto de iones sobre Hyal-Ba

Para estas pruebas, se elaboraron mezclas de reaccion que incluyen: KBr, KClI,
NaCl, CaClz y MgCl2 a concentraciones de 0.05, 0.1, 0.15 y 0.3 M. Se pre
incubaron alicuotas de la enzima (75 pL) con el respectivo idén (75 uL) por 10
minutos a 37 °C. Posteriormente se tomaron 75 L de la mezcla y se evalué la
actividad enzimatica de acuerdo al ensayo Di-Ferrante (1955).

28



4.3.2. Ensayos de inhibicion de la actividad de Hyal-Ba y reconocimiento

del suero antibotropico.

Para realizar esta prueba se utiliz6: TLCK, L-acido glutamico, EDTA,
iodoacetato, L-glicina y el tripéptido glutatién preparados a concentraciones de
3,6y 12mM.

Se tom6 150 uL de Hyal-Ba y 150 uL del agente inhibidor, pre incubandose a
37°C por 10 minutos. Posteriormente se cogié 100 uL de las combinaciones,

para realizar las pruebas de actividad enzimatica.

El veneno extraido y Hyal-Ba se evaluaron por inmunodifusiéon (Ouchterlony y
Nilsson, 1978) contra el suero antibotrdpico polivalente producido por el INS. El
ensayo de inmunodifusion se realizd sobre geles de agarosa al 1 % en tampén
fosfato 0.15 M pH 7.0. Para lo cual, la agarosa se diluy6é en este tampén y se
calentdé por 5 minutos a 100 °C y 3 mL de esta mezcla se extendié en
portaobjetos de vidrio, los cuales se dejaron enfriar por 10 minutos.
Posteriormente se realizaron tres pocillos en cada ldmina portaobjeto con igual
distancia de separacion. Se agreg6 20 uL de suero antibotrépico en el pocillo del
centro, mientras que, en los pocillos laterales, 10 uL de veneno crudo (5 mg/mL)
y 10uL de Hyal-Ba (0.1 mg/mL). Para finalizar la inmunodifusién se usé una
camara humeda a 10 °C por 48 horas en la cual, se lavaron las laminas con
citrato trisédico al 5 % por 10 minutos y para terminar se hicieron seis lavados

cada 6 horas con Cloruro de sodio al 0.9 %.

Para la tincion se emple6 azul brillante de Coomasie por 15 minutos, dejandolas
en decolorante por 12 horas hasta que aparecieron las lineas de precipitacién.
Luego se lavaron con agua destilada por 10 minutos y se revistié la lamina con
papel filtro para colocarla en una estufa a 37 °C durante 24 horas. Luego se
observé si en la lamina gelificada y secada, se evidencian los arcos de
precipitacion.

4.3.3. Caracterizacion Bioldgica
4.3.3.1. Determinacion de la toxicidad
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Grupos de 5 ratones de la cepa Balb C procedentes del bioterio del Instituto
Nacional de Salud, fueron inyectados intraperitonealmente con 0.1 mL (5 a 20
ug) de la enzima purificada. Como control positivo se empled veneno completo
de B. atrox (20 pg) y como control negativo 0.1 mL de cloruro de sodio 0.9%.
Después de 48 horas de observacion los ratones tuvieron que ser sacrificados

para el andlisis de los posibles dafos cutaneos o viscerales

4.3.3.2. Accion hemorragica

Se empleé el ensayo de Kondo et al., (1960) variado por Isla et al., (2003), para
lo cual se elaboraron 5 muestras para inocularlas en ratones albinos por via
intradérmica. La muestra 1 contenia una dosis hemorragica minima (1 DHM) del
veneno de B. atrox equivalente a 1.4 ug de veneno, segun lo dispuesto por
Segura et al., (2010). Una DHM se explica como la dosis de veneno (ug) que
produce 10 mm de diametro hemorragico. La muestra 2 contenia 1.4 ug de
veneno completo previamente inactivado por calor a 60 °C, la muestra 3 contenia
1.4 ug de la Hyal-Ba, la muestra 4 tenia la combinacién de 1.4 ug de veneno y
de la enzima (0.5 mg/mL) respectivamente; finalmente, la muestra 5 contenia
veneno inactivado por calor mezclado con Hyal-Ba (1.4 ug c/u). Después de dos
horas, los ratones se sacrificaron y se les retird la piel del area abdominal para
luego calcular el diametro y area hemorragica formada en su respectivo lado

interno.

4.3.3.3. Edema en pata

Fue realizado de acuerdo al protocolo planteado por Bordon et al., (2012). El
edema en pata fue inducido en ratones albinos cepa Balb C (20-22gr) por la
inyeccioén del cojinete de la pata derecha subplantar de buffer conteniendo LAAO
(15 pg) con y sin Hyal-Ba (1.2 pg) en la pata trasera derecha. Como control
negativo se empled solucién salina. El seguimiento de la actividad edematica fue

realizada segun Lazo et al., (2017).
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4.3.4. Estudios cinéticos

Los estudios cinéticos fueron realizados de acuerdo a Poh et al., (1992). Hyal-
Ba (0.9 pg/uL) fue incubada 15 min en las condiciones éptimas anteriormente
determinadas con acido hialurénico (0-100 pg/mL). La velocidad de reaccion fue
expresada como microgramos de sustrato hidrolizado por mililitro por minuto; Km
y Vmax fueron determinados con Prisma 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego,
USA). La especificidad de la Hyal-Ba purificada fue determinada empleando
varios sustratos nativos (condriotin sulfato A, By C y heparina, 5-50 ug/mL cada

uno)..

4.3.5. Caracterizacion Molecular

4.3.5.1. Extraccion del veneno

Se tomaron muestras de veneno fresco de ejemplares de serpientes de la
especie Bothrops atrox mantenidas en cautiverio en el Museo de Historia Natural
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Dichas serpientes son
alimentadas periédicamente con ratones de la cepa Balb C criados en el bioterio
del INS-Lima; un mes después de su ultima alimentacién las serpientes fueron
ordefiadas.

El veneno se extrajo por presion manual de las glandulas venenosas y se colecto
en un criovial de 1.5 mL por colmillo de la serpiente. El volumen obtenido de

veneno por colmillo fue de 400 uL.

4.3.5.2. Estabilizacion de RNA total.

Una vez hecha la colecta del veneno por presion manual, se adicionaron 800 uL
de la solucién de RNA later® a 400uL de veneno fresco con el fin de mantener
integro la calidad del RNA total.

El volumen total (1200 pL por cada criovial colectado) fue transportado luego

desde el sitio de colecta (Museo de Historia Natural) hasta el laboratorio de
Biologia Molecular-UNMSM para su procesamiento.

31



4.3.5.3. Aislamiento de RNA total.

Antes de la extraccion de RNA, la muestra con veneno con la soluciéon de RNA
Later® se homogenizé y se centrifugd a 1.000 g x 1 minuto. Luego el
sobrenadante fue retirado y el pellet precipitado fue utilizado ya que es alli donde
se encuentran las células de donde queremos extraer RNA. Luego se empleé el
kit de aislamiento High Pure de Roche® y se sigui6 con el siguiente protocolo:

- El pellet se resuspendi6 en 200 pL de PBS.

- Se agreg6 luego 400 pL de solucién de Lisis-Ligacion para luego pasarlo por el
vortex durante 15 segundos hasta que quede traslucida.

- Para transferir la muestra a un tubo de filtro High Pure se inserté un tubo de
filtro de High Pure en un tubo de recoleccion. Se tiene que pipetear toda la
muestra en el depdsito superior del tubo de filtro (max. 700 pL).

- Se inserta en conjunto tubo de filtro High Pure completo en una centrifuga. Se
centrifugoé por 8,000 g x 15 segundos.

- Después de centrifugar se retira el tubo del filtro del tubo de recoleccion; se
desecha el sobrenadante y se vuelve a combinar el tubo de filtro y el tubo de
recoleccion usado.

- Después de reinsertar el tubo del filtro para cada muestra, se agregd 90 uL de
tampon de incubacion de DNasa | en un tubo de reaccion estéril, se agregd 10
uL de DNasa I, se mezcl6 y pipeted la solucion en el velldén de fibra de vidrio en
el depdsito superior del tubo filtro. Incubar durante 15 minutos a temperatura
ambiente.

- Se agregd 500 pL de tampdén de lavado | al conjunto del tubo de filtro y se
centrifug6 a 8,000 g x 15 segundos. Luego se desecho el filtrado y denuevo se
ensambla el tubo de filtro con el tubo de recoleccidén usado.

- Se agreg6 500 uL de tampén de lavado Il al conjunto del tubo de filtro y se
centrifug6 a 8,000 g x 15 segundos. Luego se desechd el filtrado y denuevo se
ensambla el tubo de filtro con el tubo de recoleccidén usado.

- Se repite el paso anterior, pero agregando 200 pL de tampén de lavado Il y
centrifugando por 2 minutos a la velocidad maxima (aproximadamente 13,000 g)
para eliminar cualquier tampon de lavado residual.

- Se desecho el tubo de recoleccidn y se insert6 el tubo de filtro en un tubo de
microcentrifuga limpio y estéril de 1,5 mL.
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- Para eluir el RNA se agregd 50 pL de tampdn de elucion al tubo de filtro. Se
centrifugdé durante 1 minuto a 8,000 g.

- El tubo de microcentrifuga contiene el RNA eluido y purificado, que en nuestro
caso lo utilizaremos para obtener cDNA.

4.3.5.4. Cuantificacion

Para la cuantificacién del RNA total y del cDNA obtenido se utiliz6 el Fluorometro
Quibit® 2.0 y el espectrémetro NanoDrop respectivamente, los cuales nos
permitieron cuantificar en pequenos volumenes los acidos nucleicos obtenidos

en cada paso.

4.3.5.5. Obtencion del cDNA
Una vez obtenido el RNA total se procedié a realizar la conversion a cDNA con
el kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (NOVAGEN) empleando el

procedimiento descrito por Vivas-Ruiz et al., 2013.
En un tubo para PCR estéril libre de nucleasas, se prepar6 la mezcla de primer-
templado para una reaccién de 25 pL, adicionando los componentes segun los

pasos del protocolo detallados a continuacién:

- Se preparé el siguiente tubo de reaccion:

TABLA 2. Preparacién del tubo de reaccién para la obtencién del Mix primer-templado.

Mix Primer-Templado
Componente Volumen Concentracion final
Agua, libre de 4 uL
nucleasas
Primer oligo(dT) 0.5 uL 0.5 ug
RNA total 8 uL 50 pg de RNA total.
Volumen total 12.5 uL

- Se desnaturalizé la mezcla Primer /templado del tubo calentado por 10 minutos
a 70°C enun termociclador. Fue enfriado inmediatamente colocando el tubo en
hielo.
- Se adicionaron los componentes faltantes del mix de reaccién como indica el
siguiente cuadro, mezclar (no pasar por el vortex).
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TABLA 3. Preparacién del tubo de reaccion para la obtencion final de cDNA.

Sintesis de cDNA

Componente Volumen Concentracion final
Buffer de reaccion 5X 4 uL 250 mM ; 15 mM MgCl,
Mix de dNTP (10mM de 2 uL 1mM de cada uno.
cada uno)

DTT (100 mM 2 uL

Transcriptasa reversa 0,5 puL 10U

MMLV

Volumen total 20 pL

- Se mezclaron suavemente con cuidado e inmediatamente se incubaron a 37
°C por 60 minutos
- Luego se usé lo obtenido de la reaccion para su amplificacion por PCR

inmediatamente o mantenerlo a -20°C.

4.3.5.6. Diseno de Primers

Las hialuronidasas que han sido secuenciadas hasta el momento y colocadas en
el GenBank para los venenos ofidicos de las familias de los Elapidos y Viperidos
por lo general son incompletas.

La bibliografia precedente a esta investigacién determina que el cDNA de las
hialuronidasas oscila entre los 1500 y 2500 pares de bases (pb). Luego de un
analisis minucioso de los reportes cientificos y de los datos que se encuentran
en el GenBank, se establecié la estrategia de disefrio de primers que abarcaran
las longitudes totales de las hialuronidasas de Protobothrops mucrosquamatus
(GenBank: XM_015822281.1), Ovophis okinavensis (GenBank: AB851978.1),
Protobothrops flavoviridis (Gen Bank: AB851937.1) y Bothrops neuwiedi
pauloensis (GenBank: FJ654998.1) ya que se procedio a hacer el alineamiento
multiple completo, retirando gaps por conveniencia y alineandolos.
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Las secuencias nucleotidicas alineadas se obtuvo usando el programa Bioedit
7.0.4 (Hall, 1999) usando Clustal W (Thompson et al., 1994) y su edicidon en
formato FASTA se desarroll6 por el programa Box Shade 3.21 (K. Hoffmann y
M. Baron, http://www.ch.embnet.org/software/BOXform.html).

Se continué luego con la elaboracién de primers de la manera manual el cual
debe contar con las siguientes consideraciones para su elaboracion: que el
tamano del Iniciador debe ser de 22 pb y que el contenido de G y C se encuentre
entre 50 % a menos.

Adicionalmente, y considerando el tamarno de la secuencia a amplificar, se optd
por usar 5 pares de primers. La sintesis de estos primers fue encomendada a la

casa Invitrogen Custom Primers.

Se listan a continuacion los primers obtenidos manualmente de 22 pb.

TABLA 4. Secuencia de los Primers disefiados de 22 pb (forward y reverse)

PRIMERS SECUENCIA

HD1 (Forward) 5" CTCCCGCGGATGTTACTCGTGG 3’
HD2 (Forward) 5 ATTTGGAAGGTCGTTCTTCTCA 3’
HD3 (Forward) 5" ATAAATCAAAATCGGATATTGA 3’
HDr4 (Reverse) 5" CCAGTTTTCCCAGTCAATGACT 3
HD5 (Forward) 5" TGAAACCATATTGAGGTCAAGT 3’
HD6 (Forward) 5" ATTGGGACGTTATATCGTTAAT 3
HDr7 (Reverse) 5" CACATCTTCCACGTTTCTTGCA 3’
HDr8 (Reverse) 5 CCAGTTTTCCTTTTACAATCAC 3’
HD9 (Forward) 5 AATTCCATTAGGTCTTCTGAAG 3’
HDr10 (Reverse) 5 TTCCTTAATTTTTAATTACAGC 3’
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También fueron utilizados los primers que se empled para la hialuronidasa de
Bothrops pauloensis (HyaseF: 5" TTGGTGAAACAGCGGCCATG 3" y HyaseR:
5" CTTTTCATCCAGCACAATAC 3" de 20 pb para cada forward y reverse).
Luego de evaluar los primers obtenidos, se disefiaron dos primers externos el
forward HDO: 5 ACCTCGTCGTCTCTGCGTGGCCTACA 3’ (26 pb) y el reverse
HD11: 5 CCACACAATACTTTAATATTTGGG 3’ (24 pb).

4.3.5.7. Amplificacion de los segmentos de las secuencias de la enzima
hialuronidasa de Bothrops atrox.

La secuencia consenso que queremos amplificar se dividié en 8 segmentos, para
obtener estos segmentos se realizaron combinaciones de los distintos primers

forward y reverse.

HD3 HDr T
33 (Fo0 pb) |

“?1 S1 (248 pb) "Dl"‘ HDS  s54(480ph) HOME
I 1 | ]

I || | L] | | | J

0 22 67 5641 720 1070 1361 144D 1551 1761 1849 7561 pb
I I = I
HD2 32 (824 pb) WDre  HDS =7 (750 pb) HDr10
1 |
HI D6 S fasph] HEI:'.{D

SECUENCIA
CONSENSO

FIGURA 7. Segmentos de la secuencia consenso para la obtencién de la Hyal-Ba.
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TABLA 5. Tamano de los segmentos de las secuencias consenso para la obtencién de la Hyal-

Ba
Segmento Primers Tamaio

SEGMENTO 1 HD1-HDr4 (22-720 pb)
SEGMENTO 2 HD2-HDr4 (67-720 pb)
SEGMENTO 3 HD3-HDr7 (641-1440 pb)
SEGMENTO 4 HD5-HDr8 (1070-1551 pb)
SEGMENTO 5: HD5-HDr7 (1070-1440 pb)
SEGMENTO 6 HD6- HDr8 (1361-1551 pb)
SEGMENTO 7 HD5-HDr10 (1070-1849 pb)
SEGMENTO 8 HD6- HDr10 (1361-1849 pb)

La amplificacion de los segmentos del gen de la Hyal-Ba se realizé mediante el

uso del kit Hot Start DNA Polymerase (Thermo Scientific). Se emplearon 2

protocolos de PCR para los segmentos de la secuencia de interés. (Estos

protocolos emplearon como temperatura de hibridacion a aquellas secuencias

que estén cerca de los 60°C).

TABLA 6. Preparacién del mix de reaccion

Componentes Volumen
H-O Ultrapura 12.8uL
Buffer de reaccidén 10X 2.5uL
MgClz2 25mM 2.0uL
dNTPs 2.25uL
Forward 1.0uL
Reverse 1.0uL
Taq Polimerasa 0.2uL
Templado 5.0uL

Volumen total = 25pL
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El primer protocolo se utilizé para los segmentos 2, 3 y 5 con sus respectivos
primers. Para los otros segmentos (segmentos 4, 6, 7 y 8) se utiliz6 una variante
del protocolo anterior. Los valores de la reaccion del mix se mantuvieron, la Unica
variante fue las condiciones de PCR que se emple6 como la temperatura de
hibridacién (Para el primer protocolo 60 °C y para el segundo 56°C).

El programa de amplificacion para ambos protocolos fue dado por un ciclo de
desnaturacion inicial 95°C por 5 min; continuado por 32 ciclos de
desnaturalizacién de 30 segundos a 94°C; luego una hibridacién por 30
segundos a 60°C para el primer protocolo y a 56°C para el segundo protocolo y
polimerizacion a 72°C por 80 segundos; finalmente, se incubd a 72°C por 7

minutos.

4.3.5.8. Electroforesis en geles de agarosa para acidos nucleicos

Para la separacién de los productos de PCR resultantes se realizd la
electroforesis en geles de agarosa al 1%. Se utilizaron los siguientes reactivos y
amortiguadores: Agarosa tipo | al 1% disuelta en agua destilada, Tampén TBE
1X que contieneTris 892 mM, acido bdrico 889 mM y EDTA 20 mM a pH 0.5,
también tiene el tampon muestra (Novagen®). Como estandares de peso
molecular se utilizaron marcadores en el rango de 50 a 2000 pares de base de
DNA (Novagen). Para observar la separacion de los productos de PCR
resultantes por electroforesis en geles de agarosa al 1% se corrié a un voltaje
constante de 80 Voltios. Finalmente, para la visualizacion de los amplicones se
utilizé Gel Red Biotium y visualizados en el Fotodocumentador.

4.3.5.9. Secuencia y analisis de Hyal-Ba

La secuencia de los productos amplificados se obtuvo por peticién a la casa
comercial Macrogen, Inc (Korea del Sur) por medio de la utilizacion de un
secuenciador automatizado modelo ABI 3730 XL con cabida limite de 12 Mb/dia.
Para este fin se emplearon adicionalmente los cebadores internos disefados
HD5: 5 TGAAACCATATTGAGGTCAAGT 3 y HDr7: 5
CACATCTTCCACGTTTCTTGCA 3. Recibida la secuencia nucleotidica, esta
fue sometida al andlisis de identificacion empleando el servidor en linea BLASTn.
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La evaluacién del analisis de los ORF y de la traduccién de la secuencia
nucleotidica fue realizado por el programa ORF finder
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.ntml) y el programa Translate Tool
(http://ca. expasy.org). Para el analisis de los codones de prioridad (Codon
Usage) se empled el programa en linea SMS (http://www.bioinformatics.

org/sms2/codon_usage.html).

Para el estudio tanto en identidad como en semejanza de la proteina deducida
con respecto a otras hialuronidasas con secuencias completas o truncadas se
realizdé con el programa en linea BLASTp. Todos estos alineamientos fueron
realizados con los programas Clustal X 1.8 y Box Shade
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_ form.html). Mediante el programa
Protparam (http://ca.expasy.org/tools/protparam.html) se predijé las propiedades
bioquimicas de la proteina deducida, la evaluacion del péptido sefal se dio por
el programa Signal P (http://www.cbs.dtu.dk/ services/SignalP/). Con los
programas BLASTp y PIR (http://pir.georgetown.edu/
pirwww/search/pattern.shtml) se analizaron los dominios presentes. Los sitios
con mayor probabilidad de glicosilacion se predijeron por el programa en linea
NetNGlyc (http://www.cbs.dtu. dk/services/NetNGlyc/). La estructura secundaria
fue determinada por el programa PHD (https:/npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html). El analisis a nivel

filogenético fue hecho con el programa MEGA 5.

4.3.5.10. Alineacion multiple y su analisis a nivel filogenético

Las secuencias aminoacidicas se alinearon usando el programa de alineamiento
de secuencias multiples CLUSTAL X (Thompson et al., 1997) y se volvieron a
recrear usando BOXSHADE 3.21. Las secuencias para Hyals se descargaron de
Cazy, Pfam, Expasy, Uniprot y NCBI. El andlisis a nivel filogenético fue ejecutado
por el programa MEGA 5 pero también para un mejor analisis estadistico y
filogenético se realizé en R utilizando el paquete Pvclust (Suzuki y Shimodaira,
1996) Los identificadores para estas proteinas se pueden encontrar con los
codigos EC / 3.2.1.35, PF01630, GH56 e IPR001329.
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4.3.5.11. Analisis Bioinformatico de la proteina deducida

4.3.5.11.1. Modelamiento estructural

La prediccion de la estructura terciaria de la enzima fue realiza por criterio Ab
initio y por homologia a través de las técnicas de reconocimiento por
plegamiento. Mediante el  servidor en linea  SWISS-MODEL
(http://swissmodel.expasy.org/) se realizd la busqueda de hialuronidasas con
estructura cristalizada con mayor homologia a Hyal-Ba; solo tres estructuras
fueron encontradas candidatas como molde (templado) para el modelamiento:
Apis mellifera (1FCU), Vespula vulgaris (2TAM) y Homo sapiens sapiens (2PE4).
El software MODELLER v 9.16 (Sali y Blundell, 1993) fue empleado para
generar el modelo estructural de la enzima en formato .pdb. El mejor modelo se
selecciond a partir de las puntuaciones de la energia proteica optimizada minima
discreta (DOPE) y de la funcién del objetivo modelador (MOF). La estructura fue
refinada usando el servidor 3Drefien (http://sysbio.rnet.missouri.edu/3Drefine/).
La desviacion RMS se calculé utilizando el programa VMD v 1.9.2 (Humphrey et
al., 1996). El analisis de validaciones se realizé utilizando SAVES Sever
(https://services.mbi.ucla.edu/SAVES/), que incluye PROCHECK
WHAT_CHECK, ERRAT, VERIFy_3D y el andlisis de los calculos de los
contornos de mapa de Ramachandran para determinar la calidad del modelo
generado e identificar a los residuos ubicados en posiciones no favorables. La
visualizacion de la estructura fue generada por el programa Pymol (Delano,
2002).

4.3.5.10.2. Analisis estadistico
Los datos de la actividad de la hialuronidasa fueron referidos como promedio +
desviacion estandar (DS). La evaluacién estadistica de sus diferencias se realiz6

usando ANOVA vy la prueba de t- Student. Los valores p menor que 0,05 (p<
0.05) fueron tomados como significantes.
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5. RESULTADOS

5.1. Purificacion de la Hyal-Ba y secuenciacion aminoacidica.

Se logré purificar de la Hyal-Ba del veneno de B. atrox (Fig. 8). En el
fraccionamiento inicial en Sephadex DEAE-50 del veneno crudo (300 mg) se
obtuvieron 4 picos en condiciones isocraticas (P1-P4) y dos picos restantes al
establecer la gradiente lineal con NaCl de 0 hasta 1.0 M (P5 y P6) (Fig. 8A). La
actividad enzimatica se encontrd en el P1 y sus fracciones fueron concentradas
(13 mg) y suministradas a la columna de exclusién molecular sobre Sephadex
G-100. En este segundo paso (Fig. 8B) se obtuvieron 3 picos (P1I-11l), la actividad
enzimatica fue detectada entre P1-1 y P1-1l y las fracciones correspondientes
fueron concentradas (3.2 mg) y agregadas a la columna de exclusién sobre
Sephadex G-75. Este tercer paso (Fig. 8C) permitio la purificacion final de Hyal-
Ba (2.58 mg) con un 30 % de rendimiento final , 36 veces purificado y una
recuperacion de proteina del 0.86% (Tabla 7). La homogeneidad de Hyal-Ba fue
verificada por RP-HPLC (Fig. 8D) y por PAGE-SDS (Fig. 11). Los primeros 21
aminoacidos en N-terminal fueron determinados a ser:
MQAKAPMYPNEPFLVFWNAPT. El contenido de hexosas y hexosaminas fue
de 16.38% y 2.7 % respectivamente y la cantidad de acido sialico fue de 0.69%.
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FIGURA 8. Perfil de purificacion de Hyal-Ba del veneno de la serpiente Bothrops atrox. Las lineas
negras representan la cantidad de proteinas medidas a 280 nm. La actividad especifica esta con
lineas punteadas y esta representada en unidades Di Ferrante. A) Cromatografia de Intercambio
i6nico del veneno crudo empleando una columna DEAE A-50 (1.2 x 40 cm). La columna fue
equilibrada con buffer acetato de amonio 0.05 M (pH 5.0) y eluida con una gradiente lineal de
NaCl (0-1.0 M) a un flujo de 14 mL/h. B) Cromatografia de filtracién molecular de la fraccion P1
en la columna de Sephadex G-100 equilibrada y eluida con el tampdn amonio acetato 0.05M a
pH 5.0 se mantuvo un flujo constante de 14 mL/h recolectado fracciones de 1mL. C)
Cromatografia de filracion molecular de las fracciones comprendidas entre P1-1 y P1-1l en una
columna de Sephadex G-75 equilibrada de la misma forma que en el paso anterior. La elucién
fue realizada a 10 mL/h y se recolectaron fracciones de 1 mL. D) Evaluaciéon de la pureza de
Hyal-Ba por HPLC. La Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) de fase reversa fue realizada
en una columna Vydac C18 (con dimensiones de 822 mm x 25 cm), equilibrada con &cido

trifluoroacético (TFA) al 0.1 % . Se establecié una gradiente lineal de Acetonitrilo (0-60%).
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TABLA 7. Cuadro de purificacién de Hyal-Ba de B. atrox.

ETAPAS Proteina Proteina Unidades Actividad Purificacion | Rendimiento
Total Recuperada totales de Especifica (% actividad
Inicial (mg) (%) Actividad (UDF/mg) inicial)
(UTA)

Veneno crudo 300 100 3600 12 1 100

DEAE A-50 13.08 4.3 2070 158.3 13 57.5

Sephadex G- 3.219 1 1352 420 35 375

100
0.86

5.2. Estabilidad de la enzima

La Figura 9 nos indica que a temperaturas menores de 25 °C y mayores de 45

°C reducen significativamente la actividad enzimatica de la Hyal-Ba, en tanto a

temperatura ambiente la enzima mantuvo una actividad notable durante 48 horas

teniendo un 41 % de actividad restante, mientras que a las 144 horas la actividad

enzimatica es cero (Figura 10). La hialuronidasa se inactiva de forma rapida, al

ser expuesta a temperatura ambiente (20°-22°C) es algo comun por lo general

en los venenos ofidicos por lo que, se sigue investigando cuales serian las

Optimas condiciones para que siga activada por un periodo mas largo de tiempo,

tomando en cuenta que la mayoria de enzimas de serpientes venenosas son

muy estables al ser expuestas a temperatura ambiente por varias semanas.
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FIGURA 9. Efecto de la temperatura sobre la Hyal-Ba de B. atrox.

Estabilidad en el tiempo de la actividad hialuronidasa
600 -9
® 500 g £
-~ FT S
a =]
s' 400 L6 2
g s 8
g 3007 € —m-AEHBa
8 4 2
& 200 L3 8 —&—A.E Veneno
[ =
a S
@ 100 | rZ g
2 Sl
T 0 - T
<
100 150 2500 <
100 - L
Tiempo (horas)

FIGURA 10. Estabilidad de actividad Hyal-Ba de B. atrox.

5.3. Pureza, peso molecular y pH 6ptimo de la enzima.

5.3.1. Peso Molecular

La hialuronidasa del veneno de B. atrox fue evaluada por SDS-PAGE al 12% en
condiciones reductoras y no reductoras observandose una banda proteica
principal de peso molecular de 69 kDa y fue denominada Hyal-Ba. (Figura 11A)
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y este peso se comprueba mediante la zimografia con acido hialuronico que
presenta una banda traslucida del gel coloreado con azul de Acian (Figura 11B).

5.3.2. pH 6ptimo

En cuanto al pH 6ptimo encontrado en Hyal-Ba de B. atrox se observé un valor
de mayor actividad a pH 6.0, ya que se trabajo también con los pH 5.0, 5.5y 6,5
mientras que con los pH de 7.0 y 8.0 la actividad se reduce notablemente (Figura
12). Esto coincide con otros resultados previos sobre la notoria inestabilidad de
esta enzima cuando esta a un pH neutro y levemente alcalino contrario a la
mayoria de componentes toxicos del veneno que por lo general son estables en

estos valores.

kDa M 1 2
100—

~-69 kDa

30—

FIGURA 11. Andlisis de homogeneidad de Hyal-Ba. A) perfil de SDS PAGE (12%) tefiido con
azul de Coomassie. M: marcadores moleculares, linea 1: en condiciones reductoras (R) y 2:
condiciones no reductoras (NR). B) Andlisis de zimografia en gel que contiene acido hialurdnico
(0.5 mg / mL) y tefido con azul de Acian.
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FIGURA 12. pH éptimo de la hialuronidasa de B. atrox.

5.4. Efecto de algunos iones sobre Hyal-Ba.

Las pruebas con los iones Na*, K*, Br-, Cl, Ca?* y Mg?* sefalaron un grado

distinto de inhibicidn o activacion segun la concentracion utilizada.

Luego de preincubar la enzima con los iones a concentraciones finales (50 -
300 mM) se obtuvieron los siguientes resultados; en el caso el ion Mg *2 provocd
la mayor activacion inicial de la enzima llegando a un 140% a la concentracién
de 150 mM mientras tanto, el Ca*? (150 mM) y el K* (300 mM) solo
manifestaron un leve aumento de la actividad con valores del 107% y 110%
respectivamente ( ver Tabla 8).

Varios reportes revelan la accion de los cationes divalentes en la actividad de
varias enzimas ofidicas. Otros estudios han revelado, que algunos aniones
monovalentes como el ClI" y Br incrementan la actividad de la enzima
hialuronidasa como sucedié con el veneno de L. mutay que los cationes Na*y
K+. para este caso no aumentaron su actividad. En nuestro estudié se
comprobé que el ion Mg*? un activador comdn enzimatico en las ponzofas

ofidicas posee accion sobre Hyal-Ba de B. atrox.
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TABLA 8. Accién de iones sobre la actividad enzimatica.

% Actividad enzimatica (UDF/mg)
Agentes 50 mM 100 mM 150 mM 300 mM
MgCl. 90 115 140 105
KBr 80 90 95 110
CaCl 70 88 107 86
NaCl 78 94 99 84
KCI 65 83 93 78

* UDF = Unidades Di-Ferrante

5.5. Accion de agentes inhibidores
Se trabajé con los inhibidores enzimaticos a concentraciones de 3, 6 y 12 mM,

el EDTA produjo el mayor efecto inhibitorio obteniéndose casi una inhibicién total

de la enzima en estudio con 12 mM. Asi mismo se mostré una notable inhibicion

con TLCK a6 mMy 12 mM que llego a porcentajes de 62 y 88 % de inhibicidn.

El iodoacetato a 12 mM tuvo un valor inhibitorio de 39 %, mientras la glicina a 3

mM y 6 mM mostro un valor de 44 y 39 % de inhibicion de la actividad

respectivamente. En cambio, el acido glutamico asi como también el tripéptido

glutation; no mostraron ningun grado de variacion al preincubarse a las tres

concentraciones ya que tuvieron una pobre inhibicion (menores del 20%) (Ver

Tabla 9).

TABLA 9. Accién de los agentes inhibidores sobre la actividad de la hialuronidasa

% de Inhibicion de la Actividad Enzimatica

Agentes inhibitorios

Ac.
Concentraciones| Glicina Glutation Glutamico |lodoacetato EDTA TLCK
3mM 33 19.5 9 17.2 10 34
6 mM 39 18.5 17 26.2 47 62
12 mM 44 17.7 19 39 a7 88
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5.6. Toxicidad
Con relacion a los ensayos de toxicidad mediante la inoculacion de la enzima

Hyal-Ba por via intraperitoneal sobre ratones albinos no se manifesté ningun
efecto ni sintoma de toxicidad durante 48 horas. Con este ensayo demostramos
que esta enzima no posee toxicidad, lo cual también ha sido reportado en

estudios de hialuronidasas de otros ofidios (Ver figura 13).

0

FIGURA 13. Prueba de toxicidad (0) Blanco, (1) Enzima y (2) Veneno crudo. Las pruebas
cuantitativas se realizaron por triplicado y se muestra la media + S.D. ** p <0.001 y * p <0.01 en
comparacion con el control.

5.7. Actividad difusora in vivo de la Hyal-Ba sobre la actividad hemorragica

Para comprobar la accién difusora de la enzima hialuronidasa se us6 como
parametro la actividad hemorragica que posee el veneno de B. atrox. De acuerdo
con ello: 1.4 ug de veneno equivale a 1 DHM que produce un didametro
hemorragico de 10 mm y en nuestra prueba el veneno crudo produjo un diametro
hemorragico de 9.7 + 0.5 mm. Cuando el veneno fue calentado a 60 °C el
didmetro hemorragico se redujo notablemente 3 + 0.3 mm, sin embargo la
enzima purificada no produjo ninguna area hemorragica. Para el caso del veneno
mas la enzima purificada el diametro hemorragico fue de 12 + 0.5 mmy al usarse
veneno calentado mas enzima el valor obtenido fue de 5 + 0.4 mm ) (Figura 14).
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FIGURA 14. Actividad hemorragica. (0) Blanco, (1) Veneno, (2) Hyal-Ba, (3) Veneno
calentado, (4) Veneno mas Hyal-Ba y (5) Veneno calentado mas Hyal-Ba. Las pruebas
cuantitativas se realizaron por triplicado y se muestra la media + S.D. ** p <0.001y * p

<0.01 en comparacion con el control.

5.8. Actividad edematica

El maximo nivel de edema (Fig. 15) fue observado a los 50 min cuando los
ratones fueron inyectados con la LAAO de B. atrox, este edema fue significativo
comparado con el control (p< 0.005), no obstante, Hyal-Ba mostrd bajar la
actividad edematica al disminuir significativamente (p< 0.005) el edema cuando
fue agregada junto con la enzima LAAO. A los 300 min el edema disminuy6
considerablemente en ambos tratamientos (LAAO sola y LAAO + Hyal-Ba) pero

se mantuvieron significativamente altos comparado con el control (Fig. 15).
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FIGURA 15. Actividad edematica, la Hyal-Ba (1.2 pg) reduce el edema de la pata producido por
LAAO (15 pg) y por solucion salina (control).

5.9. Antigenicidad

La prueba de inmunodifusién permitié establecer la antigenicidad de la enzima

cuya reactividad se evidencia frente al antiveneno botrépico polivalente ya que

se forma una linea de precipitacion muy marcada. En cambio, el veneno de B.

atrox enfrentado a este mismo antiveneno, produjo al menos 5 lineas de

precipitacion (Figura 16).
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FIGURA 16. Inmunodifusién doble (sin y con colorante) entre el veneno y la hialuronidasa de B.

atrox frente al antiveneno botrépico polivalente.

5.10. Analisis Molecular
5.10.1. Amplificacidon y secuenciamiento de la Hyal-Ba.

A partir de 400 uL de veneno recién extraido mediante presion mecanica a un
ejemplar de Bothrops atrox se obtuvo 40 pL de RNA total. Se verifico la presencia
de RNA extraido procediendose a realizar la cuantificacion en el fluorometro
Quibit® 2.0 obteniendose 6.32 ug/mL de RNA total el mismo que, fue mantenido
a -80°C. Luego de esto se procedidé a realizar la conversion a cDNA con el kit
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (NOVAGEN). Para la cuantificacién del
cDNA se realizé mediante un NanoDrop, utilizandose 2.5 ul del RNA obtenido,
el cual nos dio una concentracién de 1290,4 ng/uL. En un inicio se amplificaron
por segmentos la secuencia del gen Hyal-Ba (8 segmentos) y luego se
ensamblaron cada uno para poder obtener un rango de su secuencia completa.
Finalmente se empled los primers externos HDO: 5
ACCTCGTCGTCTCTGCGTGGCCTACA 3  (forward) y HD11: &
CCACACAATACTTTAATATTTGGG 3’ (reverse) a partir del alineamiento
multiple previamente disefiados y sintetizados para obtener la secuencia el gen
Hyal-Ba.

En relacion con los segmentos obtenidos mediante el protocolo 1 de
amplificacion antes mencionado se obtuvieron los siguientes amplicones.
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~ 650pb 600 pb
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FIGURA 17. Electroforesis de amplicones para los Segmentos 2,3,4 y 0 del gen de la
hialuronidasa para Bothrops atrox. (Utilizando el protocolo 1). No se observa amplicén del

segmento 3.

Obteniéndose para cada par de cebadores: (Figura 17):

- Para el segmento 2 (HD2 + HDr4) una banda no muy definida de
aproximadamente de 650 pb

- Para el segmento 3 (HD3 + HDr7) no se observan bandas definidas mediante
este protocolo.

- Para el segmento 5 (HD5 + HDr7) se noto una banda bien definida de 400 pb
aproximado y 1 banda acompafante tenue de aproximandamente 100 pb.

- Se utilizé los cebadores de Bothrops pauloensis (Hyase F + Hyase R) para
comparar con nuestros segmentos obtenidos y se obtuvo 1 banda definida de
aproximadamente 1000 pb (Segmento 0).

Utilizando el protocolo 2 (Pagina 38) de amplificacion se obtuvieron los
siguientes resultados:
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FIGURA 18. Electroforesis de amplicones para los Segmentos 4, 6,7 y 8 del gen de la
hialuronidasa para Bothrops atrox. (Utilizando el protocolo 2). No se observan amplicones del

segmento 7 y 8.

Se obtuvieron para cada par de iniciadores: (Figura 18):

- Para el segmento 4 (HD5 + HDr8) se observa una banda bien definida de
aproximadamente 500 pb.

- Para el segmento 6 (HD6 + HDr8) se observa una banda bien definida de
aproximadamente 200 pb.

- Para lo segmentos 7 (HD5 + HDr10) y 8 (HD6 + HDr10) no se observaron
bandas definidas.

Se trabajo también con otras temperaturas entre 52- 60 °C; pero solo las
temperaturas utilizadas de 60 °C y 56°C fueron para hibridacién
respectivamente. Estos protocolos permitieron la amplificacion de cinco de los
segmentos del gen de la enzima hialuronidasa de Bothrops atrox.

El segmento 2 previamente amplificado se observo por electroforesis en agarosa
gue su banda era tenue por la cual se empledé un kit (Accu Prep ®PCR Gel
Purification kit) en el cual se cort6 la banda proveniente de la electroforesis, luego
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se purificd la respectiva banda y posteriormente se reamplificd este fragmento

con los mismos primers utilizados previamente.

Para Nested PCR del segmento 2 se cambié el protocolo normal de PCR ya que

se empleé el Kit Taq Platinium y se usé nuevamente los primers HD2 y HDr4

Segmento 2 Segmento 2 marcador
(1/10 diluido)

* 1000 pb

» 600 pb
» 500 pb
» 400 pb

300 pb

~ 650pb

\ 4

FIGURA 19. Electroforesis del reamplificado del segmento 2 del gen de la hialuronidasa para
Bothrops atrox. Para el PCR se emple6 muestra normal obteniéndose una banda de 650 pb y
muestra diluida (1/10) en donde en ambos casos se observa algunas bandas de dimeros.

Luego del ensamblaje de los segmentos obtenidos, mediante los resultados del
secuenciamiento permitio la obtencion de una secuencia constituida por 2020 pb
la cual, analizada por el algoritmo BLASTn, evidenci6 una notoria homologia con
otras secuencias pertenecientes a hialuronidasas de origen ofidico colocadas en

la base de datos del NCBI (Tabla 10).
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TABLA 10. Homologia de las secuencias nucleotidica de Hyal-Ba con otras hialuronidasas
depositas en el GenBank (E value=0.0)

Especie Accesion Identificador Cobertura Homologia
Bothrops atrox KY499627.1 mRNA for 100% 100%
hyaluronidase,
complete cds
Protobothrops XM_015822281.1 hyaluronidase 98% 95%
mucrosquamatus 1 (LOC107293142),
transcript variant X1,
mRNA : PREDICTED
Protobothrops XM_015822287.1 hyaluronidase 97% 94%
mucrosquamatus 2 (LOC107293142),
transcript variant X2,
mRNA : PREDICTED
Ovophis okinavensis AB851978.1 mRNA for 94% 97%
hyaluronidase,
complete cds
Protobothrops flavoviridis AB851937.1 mRNA for 85% 97%
hyaluronidase, partial
cds

5.10.2. Obtencion de la secuencia de la proteina

Para deducir la secuencia proteica de Hyal-Ba, se utiliz6 el principio de encontrar
a los ORFs en las 6 posiciones mas factibles. En el analisis inicial mediante el
programa ORF Finder, se obtuvé marcos de lectura grandes, ya que este
programa localiza los ORF tomando en cuenta la ubicacién del codén de inicio
(AUG). El analisis con el Programa ORF finder dio un marco de lectura +1, con
busqueda limitada al codén de iniciacién ATG (Figura 20), para una secuencia
proteica de 449 aminoacidos. Para confirmar que la secuencia era codificante se
utilizé el programa Translate Tool, ejecutando la traduccion de los codones
dentro de los 6 marcos de lectura probables. La proteina deducida (Figura 21)
se enmarca a partir del nucle6tido 178 hasta el nucleétido 1527 con el coddn
stop TAA determinandose una region nucleotidica no traducida 5 (UTR &’) de

177 pb y una UTR 3’ de 669 pb, mostré también homologia significante con
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diversas secuencias de hialuronidasas guardadas en la base de datos (Tabla

11).

& NCBI

Resources &) How To ¥

Sign in to NCH
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Open Reading Frame Viewer Y
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o — - - e S oy —> | ORF +1 (449 aa)
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e 1200 1300 |400 500 1660 |760 |808 1900 K 1160 [L200 1300 [1400  |1Se0 1600 (1700 (1800|1900 2.6
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YKVDLDLKTFHIVTNANDSL SGSAVT IFYPTHLGVYPHIDDRGHF FNGIT
PQNESLVKHLNKSKSDINRMIPLRTFHGLGVIDWENNRPQUORNHGSKIV ORF1 * 1 178 1521 1350 449
YRNRSIQF ARDLHPELSEDKIKRLAKQEFEKAAKSFMRDOTLLLAEEMRPD
GYHGYYLYPDCHNYNYKTKPDQYTGECPDIEMSRANQLLWLWRDSTALFP ORF3 . 2 1317 1090 28|75
NIVLETILRSSONALKFVHHRLKEAMRIASMARNDYALPFFVYARPFYAY
TEEPLTQEDLVT TVGETADMGAAGIVFHGSMQYASTVESCGKVKDYMNGD ORF2 + 2 776 952 177158

LGRYIVNVTTAAKICSRFLCKRHGRCVRKHSDSNAF LHLFPOSFRIMVHG
NATEKKVIVKGKLELKNLIFLRNNFMCQCYQGWKGLYCEKHSIKEIRKI

FIGURA 20. Identificacion de los marcos de lectura abierta para secuencia nucleotidica de

Hyal-Ba con el Programa ORF Finder
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acctcgtcgtctctgecgtggecctacatttggtctttgecttcactggggectttggaactgettecttttet
gggacctgtttcaactgcccttgtcttgtgtctggaccctacctggtggattggacttggaaccctgga
ccttgccctgaactaacagcaccagaaaatctgcatattatgtatcacctatggatcaaatgectggeca
1 M Y H L w I K C L A
gcttggatatttctgaagagatttaatggagttcatgttatgcaggccaaagctccaatgtatcctaat
117 A w I F L K R F N G V H V M Q A K A P M Y P N
gagcctttceccttgtgttctggaatgcacctaccacccaatgtcggectgecgectataaggtggatttagat
34 E P F L V F W N A P T T Q C R L R Y K V D L D
cttaagacttttcacattgtaacaaatgccaatgactctttaagtgggtctgctgtgacaatattttat
57 L XK T ¥ H I v T N A N D S L s G S A V T I F Y
cctacccatttgggagtctatccccatattgatgaccgtgggcatttcttcaatgggattataccgecaa
80 p T H L G VvV Y P H I D D R G H F F N G I I P 0
aacgaaagcctcgtgaaacatctcaataaatcaaaatcggatattaatcgtatgatcccactgecggaca
103N E §f L v K H L N K §§ K s b I N R M I P L R T
tttcatggacttggagtcattgactgggaaaactggagaccccagtgggatagaaactggggcagtaaa
126 ¥ H G L G VvV I D W E N W R P Q W D R N W G S K
aatgtttacagaaacagatctattcaatttgctagagatttgcacccagaattgtctgaagataaaatc
149N V Y R N R § I 9 F A R D L H P E L S E D K I
aagagattagctaagcaggaatttgaaaaagctgcaaagagtttcatgagagatacacttttactagcet
172 K R L A K Q E F E K A A K S F M R D T L L L A
gaagaaatgcgaccagatggatattggggctactatctgtatccagattgccataattataattataag
1 E E M R P D G Y W G Y ¥ L Y P D C H N Y N Y K
acaaaacctgatcaatacacaggagaatgtccagatattgaaatgtcacggaataatcagctactttgg
28 T K Pp D Q Y T G E ¢C P DI EM S R NN Q L L W
ctatggagagacagtactgccctttttcctaatatatatcttgaaaccatattgaggtcaagtgacaat
241 L. w R D S T A L F P N I ¥ L E T I L R S S D N
gctttgaaatttgtgcaccatcgccttaaagaagcaatgcgcattgcttccatggctaggaatgattac
264 A L K F V H HRL K EAMIU RTIAS MM AR RNDND Y
gccttgcceccttttttgtatatgccaggeccgttctatgcatatacctttgaacctttaacacaggaagac
28 A L P F F VY A R P F Y A Y T F E P L T Q E D
ttggtgactactgttggtgaaacagcagacatgggggcagcaggaattgtcttttggggaagcatgcaa
310 .. v T T VvV 6 E T A D M G A A G I V F W G S M 0
tatgccagtacggttgaaagctgtggaaaagtgaaagactatatgaatggtccattgggacgttatatce
333 Yy A S T VvV E $ ¢ G K v K DY M N G P L G R Y I
gttaatgtaactactgcagccaagatttgcagccgtttcecctttgcaagagacatggaagatgtgttcga
356 V... v 1 T A A K I C S R F L C K R H G R C V R
aaacatagtgattcaaatgcctttctacacttgtttcctgatagtttcaggatcatggtgcatggcaat
3799 K H $s D $S N A F L H L ¥F P D S F R I M V H G N
gcaacagaaaaaaaagtgattgtaaaaggaaaattggagttgaagaatttgattttcttaagaaataac
402 A T E K K v I vV K 6 K L E L K N L I F L R N N
tttatgtgccagtgttaccaaggttggaaaggactatattgtgaaaagcattctataaaagagataagg
425 F M C Q9 C Y 9 G W K 6 L Y C E K H 8 I K E I R
aaaatataaggaaattaaatgcattgaagagtctttcatttattcccaaacaaaacaaaattgtcacac
448 K I -
agatcacaagacaaagaaatccagctttgatctgagggcaattctattagatcttctgaagacttgcaa
atatgtataacttttaagtttctaagcaaaataagatactgtaattaaaaattaaggaaaaaaaggaca
caggtggttgtgtactgtaatgtgctttgggaggaaggagggacatgactgtttttcagatcttgggte
tacctaattaaaacctttgcttcctttttcecctcecgecattccacttggagtggtctttgettacttctaat
acttcttcagagtcttcagaagtgaatttaggaatgcattcttgttacaattgcagccacatttttttce
ttctaccctcacccceccececccactectecccccaaatattaaagtattgtgtggaaatgaaaaaggaaaat
ttttttaatttattataac

FIGURA 21. Secuencia de nucleotidica y secuencia de aminodacidica inferida de Hyal-Ba. Los
nameros de derecha e izquierda de la figura se refieren a nucleétidos y de aminoacidos
respectivamente. El péptido sefal esta subrayado. El residuo catalitico conservado (E'%) y los
residuos posicionales (D33, Y206, Y253 W328) ge resaltan en negro y gris, respectivamente. La
terminacién de ORF por el coddn TAA esta indicada por un guién (-). Los cuatro motivos de N-
glicosilacién mas presuntivos estan resaltados en recuadros (N'03, N''*, N153 y N357),
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TABLA 11. Homologia de la secuencia proteica de la Hialuronidasa con otras depositas en el
GenBank

Especie Accesion (E value) Cobertura Homologia
Bothrops atrox AUF71538.1 0.0 100% 100%
Bothrops moojeni ATU85542.1 0.0 100% 98%
Protobothrops XP_015677767.1 0.0 100% 96%
mucrosquamatus
Protobothrops BAP39986.1 0.0 100% 95%
flavoviridis
Ovophis BAN89413.1 0.0 100% 95%
okinavensis

De acuerdo con los datos obtenidos en la deduccion de la proteina, mediante el
programa Signal P nos predijo la localizacion y el sitio de clivaje del péptido senal
(Figura 22), el cual arrojo que los 20 primeros aminoacidos en la posicién N-terminal
conforman parte del péptido sefal, los 429 aminodcidos restantes conforman a la
proteina madura que al ser analizadas con el programa BLASTp determinan
homologia con otras hialuronidasas siendo la hialuronidasa de Bothrops moojeni
(ATU85542) la de mayor identidad (98%) con una longitud de cubierta del 100%.
La secuencia proteica de Bothrops atrox, producida en el presente estudio, fue
denominada como Hyal-Ba y también se le deposité en la base de datos con el
cédigo de acceso AUF71538.

Por otro lado, se realizé un andlisis de preferencia por el uso de codon (Codon
Usage), que se muestra en la Tabla 12, en donde se resaltan aquellos codones con
mayor frecuencia singular en uso, realizando una comparacién con las
hialuronidasas de Protobothrops flavoviridis, Ovophis okinavensis y también con la
enzima LAAO de Bothrops atrox.

58



SignalP-4.1 prediction (euk networks): Bothrops
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Position
# Measure Position Value Cutoff signal peptide?
max. C 21 ©.387
max. Y 231 2.531
max. S [ 9.865
mean 5 1-20 0.727
D 1-20 0.637 9.459 YE
Name=Bothrops ISP:‘YES‘ Cleavage site between pos. 2@ and 21| FNG-VH D=8.637 D-cutoff=8.450 Networks=SignalP-noTM
# data
# gnuplot script

FIGURA 22. Determinacién del péptido sefial de la Hyal-Ba, indicando que el sitio de clivaje se

encuentra entre el aminoacido 20 y 21 (SignalP 4.1 Server)

5.10.3. Analisis de la proteina deducida.

El analisis de la secuencia primaria con el programa ProtParam (Expasy.org) deduce
un peso molecular de 50108,58 Daltons con un punto isoeléctrico teodrico de 9.19
estimando la naturaleza bésica de la enzima, la formula quimica fue determinada
como Cz265H3461N6230622S23 obteniendose un total de 6994 atomos. El coeficiente de
extincion molecular fue de 88405 M ' cm™ y un indice alifatico de 76,15. Otros
parametros fisicoquimicos se detallan en la Tabla 14. La composicion de los
aminoacidos de la proteina madura se muestra en la Figura 23 y Tabla 13, el
aminoacido mas abundante de la proteina fue la leucina (37 residuos, 8.6%) en tanto
que la cisteina y el triptofano fueron los menos abundantes (ambas con 10 residuos,
2.3%).
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TABLA 12. Comparacion del uso de codén para la enzima hialuronidasa entre especies ofidicas y

la enzima L-amino&cido oxidasa de B. atrox.

AmAcid Codon HYAL HYAL Prot. HYAL Ovop. LAO B.atrox
B.atrox flavoridis okinavensis
Frecuencia Frecuencia Frecuencia Frecuencia

Ala GCG 0.00 0.14 0.11 0.06
GCA 0.38 0.55 0.27 0.28

GCT 0.38 0.18 0.38 0.31

GCC 0.25 0.14 0.24 0.36

Cys TGT 0.59 0.48 0.57 0.43
TGC 0.41 0.52 0.43 0.57

Asp GAT 0.62 0.50 0.64 0.68
GAC 0.38 0.50 0.36 0.32

Glu GAG 0.21 0.31 0.19 0.35
GAA 0.79 0.69 0.81 0.65

Phe TTT 0.61 0.76 0.65 0.71
TTC 0.39 0.24 0.35 0.29

Gly GGG 0.21 0.29 0.23 0.21
GGA 0.55 0.32 0.44 0.32

GGT 0.09 0.21 0.18 0.26

GGC 0.15 0.18 0.15 0.21

His CAT 0.63 0.92 0.75 0.83
CAC 0.37 0.08 0.25 0.17

lle ATA 0.35 0.29 0.31 0.13
ATT 0.47 0.48 0.48 0.47

ATC 0.18 0.23 0.21 0.41

Lys AAG 0.32 0.34 0.25 0.56
AAA 0.68 0.66 0.75 0.44

Leu TTG 0.26 0.30 0.18 0.19
TTA 0.18 0.14 0.14 0.14

CTG 0.15 0.13 0.10 0.24

CTA 0.15 0.13 0.12 0.11

CTT 0.21 0.24 0.30 0.22

CTC 0.05 0.06 0.17 0.11

Met ATG 1.00 1.00 1.00 1.00
Asn AAT 0.78 0.61 0.64 0.73
AAC 0.22 0.39 0.36 0.27

Pro CCG 0.06 0.07 0.04 0.15
CCA 0.29 0.37 0.28 0.15

CCT 0.42 0.33 0.39 0.35

CcccC 0.23 0.22 0.28 0.35

Gln CAG 0.47 0.33 0.40 0.56
CAA 0.53 0.67 0.60 0.44

Arg AGG 0.19 0.16 0.21 0.14
AGA 0.46 0.59 0.44 0.36

CGG 0.08 0.03 0.08 0.07

CGA 0.05 0.11 0.08 0.18

CGT 0.14 0.05 0.10 0.21

CGC 0.08 0.05 0.10 0.04

Ser AGT 0.17 0.18 0.18 0.19
AGC 0.13 0.16 0.11 0.19

TCG 0.06 0.07 0.03 0.00

TCA 0.19 0.18 0.18 0.25

TCT 0.38 0.23 0.31 0.25

TCC 0.08 0.18 0.18 0.13

Thr ACG 0.03 0.14 0.00 0.15
ACA 0.41 0.21 0.44 0.33

ACT 0.31 0.38 0.37 0.33
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ACC 0.25 0.38 0.20 0.19
val GTG 0.47 0.11 0.44 0.29
GTA 0.12 0.16 0.13 0.26
GTT 0.24 0.32 0.26 0.23
GTC 0.18 0.42 0.18 0.23
Trp TGG 1.00 1.00 1.00 1.00
Tyr TAT 0.63 0.65 0.66 0.70
TAC 0.37 0.35 0.34 0.30
End TGA 0.43 0.47 0.27 0.00
TAG 0.00 0.16 0.13 0.00
TAA 0.57 0.38 0.60 0.00
TABLA 13. Composicion de los aminoacidos de Hyal-Ba.
Aminoacido| % Cantidad Aminoacido % Cantidad
Ala (A) 6.1% 26 Lys (K) 7.0% 30
Arg (R) 6.5% 28 Met (M) 3.0% 13
Asn (N) 6.1% 26 Phe (F) 5.4% 23
Asp (D) 5.4% 23 Pro (P) 4.7% 20
Cys (C) 2.3% 10 Ser (S) 5.4% 23
Gin (Q) 2.8% 12 Thr (T) 4.9% 21
Glu (E) 4.9% 21 Trp (W) 2.3% 10
Gly (G) 51% 22 Tyr (Y) 51% 22
His (H) 3.7% 16 val (V) 5.4% 23
lie (1) 5.4% 23 Pyl (O) 0.0%
Leu (L) 8.6% 37 Sec (U) 0.0%
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COMPOSITION:

frequelrr;?_:F i g :
0 fi
VAl s B 49 54 51,0 54 B Mo 54 sy
13 : 30 8 13

code A B CDEFGHIKLMMNPO QRSTVWYZ

count % w B Hn B R BB WY BB N NRED N WR
Mumber of residues = 429 Molecular weight = ElilEa: ke

FIGURA 23. Analisis de la composicién de aminoacidos de la proteina madura

TABLA 14. Parametros fisicos y quimicos conseguidos para la proteina Hyal-Ba por el programa
ProtParam (Caracterizacion in silico)

PARAMETROS FiSICOS Y QUIMICOS DE Ba-Hyal

Peso molecular 50.108 kDa
Punto Isoeléctrico 919
Numero total de residuos cargados negativamente 44
(Asp +Glu)
Numero total de residuos cargados positivamente 58
(Arg +Lys)
indice alifatico 76.15
GRAVY -0.445
Tiempo de vida media 100 horas en reticulocitos de mamiferos (in vitro)

>20 horas en levaduras (in vivo)
>10 horas en E_ coli (in vivo)

indice de inestabilidad 34 10 (proteina estable)

Para determinar los motivos para N-glicosilacion, estos fueron elaborados mediante
el programa NetNGlyc (http://www.cbs.dtu. dk/services/NetNGlyc/) que nos
proporciond 6 supuestas posiciones de N-glicosilacién ya que corresponden a los
residuos de asparragina (Ver Figura 24). Sin embargo, los residuos en las posiciones

N103 N1 N33 y N357 resultaron con un buen score para la glicosilacion.
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(Threshold=0.5)

SeqName Position Potential Jury N-Glyc
agreement result

Bothrops 67 NDSL ©.4469 (5/9) -
Bothrops 103 NESL ©.5282 (7/9) +
Bothrops 111 NKSK ©.7543 (9/9) +++
Bothrops 153 NRSI 9.7e32 (9/9) ++
Bothrops 357 NVTT ©.5970 (8/9) +
Bothrops 401 NATE 0.4854 (5/9) -

FIGURA 24. Determinacion de los motivos de N- glicosilacion en las posiciones Asn®’, Asn'03,
Asn'', Asn'33, Asn357y Asn*0" (NetNGlyc)

5.10.4. Alineamiento multiple de la Hyal-Ba.

En el alineamiento multiple (Ver Fig. 25) se destacan las regiones conservadas de
como el residuo catalitico Glu113 y los residuos posicionales Asp111, Ty184
Tyr230 y Trp305 (de acuerdo a Stern y Jedrzejas 2006, pero sin considerar el
péptido senal). La presencia de las cisteinas se mantiene conservada en todas las
secuencias de hialuronidasas: Cys47, Cys211, Cys227, Cys340, Cys365, Cys370
Cys376 Cys427, Cys429 y Cys438. Hyal-Ba presenta tres mutaciones unicas en
las posiciones Asn284, Phe290 y Asp319.
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1 10 20 30 40 50 60 70 80

signal peptide | | | | | v | | |

B. atrox (P) MYHLWIKCLAAWIFLKRENGVHVMQAKAPMYPNEPFLVFWNAPTTQCRLRYKVDLDLKTFHIVTNANDSLSGSAVTIFYPTHLGVYPHIDDRGHFFNGII
B. atrox (B) MYHLWIKCLAAWIFLKRENGVHVMQAKAPMYPNEPFLVFWNAPTTQCRLRYKVDLDLKTFHIVTNANDSLSGSAVTIFYPTHLGVYPHIDDRGHFFNGII
B. moojeni MYHLWIKCLAAWIFLKRFNGVHVMQAKAPMYPNEPFLVFWNAPTTQCRLRYKVDLDLKTFHIVTNAN SGSAVTIFYPTHLGVYPHIDDRGHFFNGII
P. flavoviridis MYHLWIKCLAAWIFLKRFNGVHVMQAKAPMYPNEPFLVFWNAPTTQCRLRYKVDLDLETFHIVTNANDSLSGSAVTIFYPTHLGVYPHIDDRGHFFNGII
0. okinavensis MYHIWIKCLAAWIFLKRFNGVHVMQAKAPMYPNEPFLVFWNAPTTQCLLRYKVDLDLKTFHIVTNAN SGSAVTIFYPNHLGVYPYIDDRGHFFNGIT
C. horridus MYHLWIKCLAAWIFLKRFNGVHVMQAKAPMYPNEPFLVFWNAPTTQCRLRYKVDLDLNTFHIVTNANDSLSGSAVTIFYPTHLGFYPHIDGRGHFFNGII
C. adamanteus MYHLWIKCLAAWIFLKRFNGVHVMQAKAPMYPNEPFLVFWNAPTTQCRLRYKVDLDLNTFHIVTNANDSLSGSAVTIFYPTHLGFYPHIDGRGHFFNGII
A. contortrix MYHLWIKCLAAWIFLKRFNGVHVMQAKAPMYPNEPFLVFWNAPTTQCRLRYKVDLDLKTFHIVTNANDSLSGSAVTIFYPTHLGVYPHIDGHGHFFNGII
C. cerastes MYHIWIKFLAAWIFLKRENGVHVMQAKAPMYRNEPFLVFWNAPTTQCRLRYKVDLDLKTFHIVSNANDSLSGSAVTIFYPNHLGVYPHIDDRGHFFHGII
E. ocellatus MYHLWIKCLAAWIFLKRFNGVHVMHAKAPMYPNEPFLVFWNAPTTQCRLRYKVDLDLKTFHIVANANDTLSGSAVTIFYPTHLGIYPHIDDRGHFFHGII
B. arientas MYHLWIKCLAAWIFLKRCNGVHAMPAKAPMYPNEPFIVLWNAPTTQCPLRYKVDLDLKTFHIVANPNDSLSGSVVTIFYPNHLGVYPHIDERGHFFHGII
Consensus kokk kkk kkkkkkkkk kkkkkk KhkKKkKk Kk hkkh KKk Kk hkkk Ak Khkkkkkkk Kkkkk Kk K Kkkk KkkKkkk kkk kk kk  Kkkk Kkx
90 100 110 120 130 140 150 160 170 180

v | |0 e | v | | | | |

B. atrox (P) SLVKHLNKSKSDINRMIPLRTFHGLGVIDWINWRPQWDRNWGSKNVYRN QFARDLHPELSEDKIKRLAKQEFEKAAKSFMRDTLLLAEEMRPD
B. atrox (B) VKHLNKSKSDINRMIPLRTFHGLGVIDWINWRPQWDRNWGSKNVYRNRSIQFARDLHPELSEDEIKRLAKREYEKAAKSFMRDTLLLAEEMRPD
B. moojeni QNESLVKHLNKSKSDINRMIPLRTFHGLGVIDWINWRPQWDRNWGSKNVYRN QFARDLHPELSEDEIKRLAKREYEKAAKSFMRDTLLLAEEMRPD
P. flavoviridis PQNESLAKHLNKSKSDIDRMIPLRTFHGLGVIDWEHNWRPQWDRNWGSKNVYRNRSIQFARDLHPELSEDKIKKLAKQEYEKAAKSFMRDTLLLAEEMRPD
O._okinavensis NWRPQWDRNWGSKNVYRNRSIQFARDLHPELSEDKIKRLAKQEFEKAAKSFMRDTLLLAEEMRPD
C. horridus AKHLNKSKSDINRMIPLRTFHGLGVIDWINWRPQWDRNWGSKNVYRNRSIQFARDLHPELSEDEIKRLAKQEFEKAAKSFMRDTLLLAEEMRPD
C. adamanteus AKHLNKSKSDINRMIPLRTFHGLGVIDWINWRPQWDRNWGSKNVYRNRSIQFARDLHPELSEDEIKRLAKQEYEKAAKSFMRDTLLLAEEMRPY
A. contortrix SLTKHLNKSKSDINRMIPLRTFHGLGVIDWENWRPQWDRNWGSKNVYRNRSIQFARDLHPELSEDEIKRLAKQEYEKAAKSFMRDTLLLAEEMRPD
C. cerastes TKHLNKSKSDINRIIPLKAFHGLGVIDWENWRPQWDRNWGSKNVYRNRSIQFARDLHPELSEDKIRRLAKKEYEKAAKSFMRDTLLLAEEMRPD
E. ocellatus PONESLTKHLDKSKSDINRIIPLKTFHGLGVIDWENWRPQWDRNWGNKNVYRNRSIQFARDLHPELSENKIRRLAKAEYEKAAKSFMRDTLLLAEEMRPD
B._arientas PONESLTKHLNKSKSDINRMIPLKTFHGLGVIDWENWRPQWDRNWGSKNVYRNRSIQFAKELHPELSEDKIKRLAKKEYEKAAKSFMRDTLLLAEEMRPN
Consensus kkkkkk Kkk kkkkkk Kk Kkk Kk Kk Kk hkkk Kk Kk kkhKkk Kk kkkkkkkkkk  Kkkkkkk Kk kkk Kk Kkkkkkkkkkkkkkkkkk kK
190 200 210 220 230 240 250 260 270 280
o | | | (Y | | (.- O |
B. atrox (P) GYWGYYLYPDCHNYNYKTKPDQYTGECPDIEMSRNNQLLWLWRDSTALFPNIYLETILRSSDNALKFVHHRLKEAMRIASMARNDYALPFFVYARPFYAY
B. atrox (B) GYWGYYLYPDCONYNYKTKTDQYTGECPDIEMSRNNQLLWLWRDSTALFPNVYLETILRSSDNALKFVHHRLKEAMRIASMARKDYALPVFVYARPFYAY
B. moojeni GYWGYYLYPDCONYNYKTKTDQYTGECPDIEMSRNNQLLWLWRDSTALFPNVYLETILRSSDNALKFVHHRLKEAMRIASMARKDYALPVFVYARPFYAY
P. flavoviridis GYWGYYLYPDCHNYNYKTKPDQYTGECPDIEMSRNNQLLWLWRESTALFPNIYIETILRSSDNALKFVHHRLKESMRIASMARKDYALPVFVYARPFYAY
0. okinavensis GYWGYYLYPDCHNYNYKTKPDQYTGECPDIEMSRNNQLLWLWRDSTALFPNIYLETILRSSDNALKFVHHRLKESMRIASMARKDYALPVFVYARPFYAY
C. horridus GYWGYYLYPDCONYNYKTKPDQYTGECPDIEMSRNNQLRWLWRDSTALFPNIYLETVLRSSDNALKFVHHRLKESMRIASMARKDYALPVFPYARPFYAY
C. adamanteus GYWGYYLYPDCONYNYKTKPDQYTGECPDIEITRNNQLLWLWRDSTALFPNIYLETVLRSSDNALKFVHHRLKESMRIASMARKDYALPVFPYARPFYAY
A. contortrix GYWGYYLYPDCONYNYKTKPDQYTGECPDIEMSRNNQLLWLWRDSTALFPNIYLETVLRSSDNALKFVHHRLKESMRIASMARKDYALPVFAYARPFYAY
C. cerastes GYWGYYLYPDCQONYDYKTKGDQYTGKCPEIEMSRNDQLLWLWRDSTALFPNVYLEIILRSSDNALKFVHHRLKEAMRIASMAREDYALPVFAYARPFYAY
E. ocellatus GYWGYYLYPDCQONYDYKTKGDQYTGKCPDIEMSRNDQLLWLWRESTALFPNVYLEIILRSSDNALKFVHHRLKESMRIASMAREDYALPVFVYARPFYAY
B. arientas GYWGYYLYPDCONYDYKTKGDQYTGKCPDIEMSRNDQLLWLWRDSTALFPNVYLEIILRSSDNALKFVHHRLKESMRIASMAREDYALPVFVYARPFYAY
Consensus kokkkkkkkkkk kk kkkk kkkkk kk Kk kk kkkkkkk kAkkkkkk khkk  kkkkkkhkkhAkkkkkhk khkkkkkkk kkkkk kK Kok ko k kK k
290 300 310 320 330 340 350 360 370 380
| m]| O | | v o | | | |
B. atrox (P) TFEPLTQEDLVTTVGETADMGAAGIVFWGSMQYASTVESCGKVKDYMNGPLGRYIVNVTTAAKICSRFLCKRHGRCVRKHSDSNAFLHLFPDSFRIMVHG
B. atrox (B) TFEPLTQEDLVTTVGETAAMGAAGIVFWGSMQYASTVESCGKVKDYMNGPLGRYIVNVTTAAKICSRFLCKRHGRCVRKHSDSNAFLHLFPDSFRIMVHG
B. moojeni TFEPLTQEDLVTTVGETAAMGAAGIVFWGSMQYASTVESCGKVKDYMNGPLGRYIVNVTTAAKICSRFLCKRHGRCVRKHSDSNAFLHLFPDSFRIMVHG
P. flavoviridis TFEPLTQEDLVTTVGESAAMGAAGLVFWGSMQYASTVESCGKVKDYMDGPLGRYIVNVTTASKICSHFLCKKRGRCVRKHSDSNAFLHLFPDSFRIMVHG
0. okinavensis TFEPLTQEDLVTTVGEAAAMGAAGIVFWGSMQYASTVDSCGKVKDYMDGPLGRYIINVTTASKICSHFLCKKHGRCVRKHSDSNAFLHLEFPDSYRIMVHG
C. horridus TFEPLTEEDLVNTVGETAAMGAAGIVFWGSMQYASTVDSCRKVKDYMDGPLGRYIVNVTTAAKICSHFLCKKHGRCVRKHGDSNAFLHLFPDSFRIMVHG
C. adamanteus TFEPLTEEDLVNTVGETAAMGAAGIVFWGSMQYASTVDSCRKVKDYIDGPLGRYIVNVTTAAKICSHFLCKKHGRCVRKHSDSNAFLHLEFPDSFRILVHG
A. contortrix TFEPLTQEDLVNTVGETAAMGAAGIVFWGSMQYASTVESCGKVKDYMNGPLGRYIVNVTTAAKICSHFLCKKHGRCVRKHSDSNAFLHLFPDSFRIMVHG
C. cerastes TFEPLTQEDLVTTVGETAAMGAAGIVFWGSVQYASTVDSCQKVKKYMNGPLGRY IVNVTTAAKICSRVLCRKNGRCVRKHSDSNAFLHLFPESFRIMVYA
E. ocellatus TFEPLTQEDLVTTVGETAAMGAAGIVFWGSMQYASTVDSCQKVKKYMNGPLGRYIINVTTAAKICSHALCRKNGRCVRKHSDSNAFLHLFPESFRIMVHA
B. arientas TFEPLTQEDLVTTVGETAAMGAAGIVFWGSMQYASTVDSCQKVKTYMNGPLGRY IVNVTTAAKICSHALCRKNGRCVRKHSDSNAFLHLFPESFRIMVHA
Consensus kokkkkk Kkkk KkkkkkkkkkKkkkkkkk kkkkkk Kk Kkkk Kk Kkkkkkk Kkkkk kkkk * Kkkkkk Kk Kk kkkkkkk KKk kkk
390 400 410 420
v | | | |
B. atrox (P) NATEKKVIVKGKLELKNLIFLRNNFMCQCYQGWKGLYCEKHSIKEIRKI
B. atrox (B) NATEKKVIVKGKLELKNLIFLRNNFMCQCYQGWKGLYCEKHSIKEIRKI
B. moojeni NATEKKVIVKGKLELKNLIFLRNNFMCQCYQGWKGLYCEKHSIKEIRKI
P. flavoviridis NATEKKVIVKGKLELENLIFLRNNFMCHCYQGWKGLYCEKHSIKDIRKI
0. okinavensis NATEKKVIVKGKLELENLIFLRNNFMCQCYQGWKGLYCEKHSIQDIRKI
C. horridus NATEKKVIVKGKLELENLIFLINNFMCQCYQGWKGLYCEKHSIKDIRKI
C. adamanteus NATEKKVIVKGKLELENLIFLINNFMCQCYQGWKGLYCEKHSIKDIRKI
A. contortrix NATEKKVIVKGKLKLENLIFLINNFMCQCYQGWKGLYCEKHSIKDIMKI
C. cerastes NATEKKVIVKGKLELENLIYLRENFMCQCYQGWKGLYCEEYSIKDIRKI
E. ocellatus NATEKKVIVKGKLELENLIYLRENFMCQCYQGWQGLYCEEYSIKDIRKT
B. arientas NATEKKAIVKGKLELKDLIYLRKNFMCQCYQGWKGLYCEEYSIKDIRKI
Consensus kkkkkk Kkkkkk kK Kk K kkkk Kkkkk kkkxk  kk  kkk*x

FIGURA 25. Alineamiento de la secuencia inferida de la hilauronidasa de Bothrops atrox de Pera (P) con otras
hialuronidasas ofidicas. A) En celeste (V) se resaltan los motivos para la N glicosilacion (N47, N83, N91, N133,
N337 y N381). En rojo se resaltan los residuos de cisteina en posicion conservada. En gris oscuro (¢) el residuo
catalitico (E115) y en gris claro (0) los sitios de posicionamiento (D113, Y186, Y233 y W309). En fucsia (o) se
resaltan los aminoacidos singulares en Hyal-Ba. Las secuencias empleadas fueron de Agkistrodon contortrix
contortrix (JAS04369), Bothrops atrox de Brasil (B) (JAV01892), Bothrops moojeni (ATU85542), Protobothrops
flavoviridis (BAN89379), Crotalus horridus (JAS04874), Ovophis okinavensis (BAN89413), Crotalus
adamanteus (J3S820), Cerastes cerastes (A3BQVNS), Echis ocellatus (A3SQVN2) y Bitis arietans (ASQVN9).

64



5.10.5. Analisis filogenético.

El analisis filogenético (Figura 26) determiné la formacién de agrupamientos

definidos, como el conformado por el grupo de las hialuronidasas de serpientes.
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1 %

100

BATXHYAL Bothrops atrox (JAV01892)

HYAL BA Bothrops awox (AUF71338) —
91‘[<

po Bothrops mogjeni (ATUS85542)
99 9-[ Protobothrops flavoviridis (BAP39986)
Protobothrops mucrosquamarus (XP 015677767

— Ovophis okinavensis (BANS9413)

Agkistrodon contortrix (JAS04369)
Agkistrodon piscivorus (JAS04526)

Crotalus adamanteus (J35820)

934 crotalus horvidus (T1ID6Q3)
Echis pyramidum (A30QVNG)

Cerastes cerastes (A3QVNS3)

Echis ocellatus (A3QVN2)
Bitis arietans (A3QVN9)
Thamnophis sirtalis (XP 013928511)

Gloydius intermedius (ALB06111)

SERPIENTES
—

Ophiophagus hannah (ETEG7862) —

Mus musculus (CAA03888)

Loxosceles intermedia (AGH25912)

FIGURA 26. Arbol filogenético de hialuronidasas de diversas especies.

En el analisis filogenético (Figura 27) Hyal-Ba se agrupa consistentemente con

la hialuronidasa de B. atrox de Brazil y B. moojeni, nosotros denominamos a este

clado como el “Clado Bothrops”, este clado esta agrupado con el clado
conformado por Protobothrops y Ovophis Clado (PO). Ambos clados son

agrupados dentro del Clado Crotalinae junto a otro clado formado por los

Géneros Crotalus y Agkistrodon. Otro clado semejante al Clado Crotaline es el

clado Viperinae, (géneros Echis, Cerastes y Bitis) que en su conjunto forman el

clado Viperidae. En la tabla se muestran las mutaciones para el clado Bothrops

(Ver Tabla 15).
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HYAL
HYAL
HYAL
HYAL
HYAL
HYAL
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HYAL
HYAL
HYAL
HYAL
HYAL
HYAL
HYAL
HYAL
HYAL
HYAL
HYAL

Bitis.arietans|A3QVPO[HYAL2
Echis.ocellatus|A3QVN2|HYAL

Bitis.arietans|A3QVN9
Echis.pyramidum.leakeyi]A3QVN6|HYAL

Mus.musculus|CAA03888/HYAL2
Ophiophagus.hannah|V8PHIOHYAL2
Micrurus. fulvius|U3FYQ4

Micrurus.tener|AOA194APDA
Crotalus.horridus|T1D6Q3

Anolis.carolinensis|G1KI33|HYAL2
Protobothrops.flavoviridis|BAN89379.1

Crotalus.durissus.terrificus|B3EWP2
Cerastes.cerastes| ABQVN3|HYAL1

Agkistrodon.piscivorus|AOA194ARTO

istrodon.contortrix.contortrix[AOATW7RGP2
Bothrops.moojeni|ATU85542|HYAL

Macrovipera.lebetina| WBEEPS
Bothrops.pauloensis|COL2W4|
Echis.carinatus.sochureki| A3QVP4|
Thamnophis.sirtalis|XP_013928511.1
Boiga.irregularis|ACAOBSRZW3
Crotalus.adamanteus|J35820
Bothrops.atrox|AOA1L8D603|HYAL.BRAZIL

Sistrurus.miliarius.barbouri| ADA194ASY8
Ovophis.okinavensis|U3TBU1

Crotalus.oreganus.helleri| T1E712
othrops.mucrosquamatus|XP_015677767.1

Ophiophagus.hannah|ETE67862

Loxosceles.intermedia| AGH25912.1|HYAL
Gloydius.intermedius|AOAOMS5I1HO

Heloderma.suspectum.cinctum|C6EVG3|HYAL
Sistrurus.tergeminus|A0A194ATK9
Bothrops.atrox|AUF71538.1|HYAL.PERU

Bothrops.atrox|JAVO1892|HYAL.BRAZIL

Bothrops.atrox|JAV01892|HYAL.BRAZIL
Bothrops.atrox|AOA1L8D603|HYAL.BRAZIL
Bothrops.moojeni|ATU85542|HYAL
Bothrops.atrox| AUF71538.1|HYAL.PERU
Protabothrops.mucrosquamatus|XP_015677767.1
Ovophis.okinavensis|U3TBU1|HYAL
Protobothrops.flavoviridis| BAN89379.1|HYAL
Crotalus.horridus|T1D6Q3|HYAL
Sistrurus.tergeminus|AOA194ATK9|HYAL
Sistrurus.miliarius.barbourilAOA194ASY8|HYAL
Crotalus.adamanteus|J3S820[HYAL
Agkistrodon.contortrix.contortrix | AOATW7RGP2|H
Agkistrodon.piscivorus|AOAT194ARTO|HYAL
Cerastes.cerastes|A3QVN3|HYAL1
Echis.pyramidum.leakeyil A3QVNG|HYAL
Echis.ocellatus|A3QVN2|HYAL
Bitis.arietans|A3QVPO|HYAL2
Bitis.arietans|A3QVNS|HYAL
Micrurus.tener|AOAT94APD1|HYAL
Micrurus.fulvius|U3FYQ4|HYAL
Boiga.irregularis| AOAOBBRZW3|HYAL
Thamnophis.sirtalis|XP_013928511.1|HYAL
Echis.carinatus.sochureki|A3QVP4|HYAL
Bothrops.pauloensis|COL2W4|HYAL
Macrovipera.lebetina| WSEEP5|HYAL
Crotalus.oreganus.helleri| T1E7I2|HYAL
Gloydius.intermedius|AOAOMSI1HO|HYAL
Ophiophagus.hannah|ETE67862|HYAL
Crotalus.durissus.terrificus| BSEWP2|HYAL
Anolis.carolinensis|G1KI33|HYAL2
Ophiophagus.hannah|VBPHIO|HYAL2
Mus.musculus|CAAD3888|HYAL2
Heloderma.suspectum.cinctum|C6EVG3|HYAL
Loxosceles.intermedia| AGH25912.1|HYAL

FIGURA 27. Matriz de Identidad y Arbol Neighbor Joining para Hialuronidasas de diversas
especies. La alineacién para producir la matriz de identidad se realizé con Clustal Omega basado
en HMM. Esta figura muestra la identidad entre las secuencias en porcentaje. Las claves de color
van desde el cero de identidad (blanco) a 100% (negro). El cladograma se encuentra a la

izquierda de la figura y los nombres de las especies a la derecha. Las gréficas de la figura fue

producida en el software R.

66



TABLA 15. Mutaciones singulares de la hialuronidasa del clado Bothrops.

Posicion Clado Bothrops Otros Clados
275 Ala Ser
367 Arg His
416 Lys Glu
445 Glu Asp

5.10.6. Modelamiento de la estructura de la Hyal-Ba.

Por otro lado, los analisis para el modelamiento estructural de Hyal-Ba
determinaron a la hialuronidasa humana (PDB ID: 2PE4) como el mejor molde
(40% de identidad y 91% query covery). La estructura obtenida corresponde a
un plegamiento TIM barrel (a/p)s entre los residuos 36 — 356 y un dominio EGF-
Like entre los 358 y 440 (Figura 28A). Los valores ERRAT, PROCHECK (91.72)
y VERIFY3D (89.35%) indican la buena calidad de la estructura. El analisis de
Ramachandran indica que el 95.3% de los aminoacidos se encuentran en una
posicion favorable, el 4% en una region permitida y el 0,7% en una regién
generosamente permitida (Figura 29). El andlisis por PROSA indica un valor Z-
score de -10.21 confirmando la credibilidad del modelo generado para Hyal-Ba.
Los sitios de N glicosilacion predichos se encuentran distantes al sitio catalitico
y 5 puentes disulfuro que participarian en la estabilidad de la estructura (Figura
28B), también se determind la carga total de la proteina, asi como de su sitio
activo (Figura 28C). El valor RMSD de la superposicién de los C alfa con el
templado fue de 0.68 A (Figura 28D)
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EGF- Like
Domain

FIGURA 28. Modelamiento de la estructura de Hyal-Ba A) La representacion muestra las
caracteristicas estructurales secundarias y los dominios catalitico (verde) y like-EFG (azul). Los
residuos funcionales pertenecen al dominio catalitico estdn en la representacion de palo
magenta. Las estructuras helices y las B-planares estan en rojo y amarillo respectivamente. B)
Los residuos principales en Hyal-Ba, los puentes disulfuro se resaltan en rojo, los sitios predichos
de N-glicosilacion (N47, N83, N91, N133, N337 y N381) estan en esferas azules (score principal)
y marrén claro (score bajo) . Los residuos funcionales (E115, D113, Y186, Y233 y W309) C) El
potencial electrostatico de la superficie molecular de los potenciales negativos y positivos de
Hyal-Ba estan en rojo y azul, respectivamente. D) Superposicion de Alpha C de Hyal-Ba (verde)
con la estructura de Hialuronidase humana 1 (PDB: 2PE4).
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FIGURA 29. Plot de Ramachandran obtenido para el modelo estructural generado para Hyal-Ba.

Generado por el servidor RAMPAGE.
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6. DISCUSION

6.1. PURIFICACION DE HYAL-Ba DEL VENENO DE Bothrops atrox

En relacién a la purificacion de esta hialuronidasa, uno de los principales
inconvenientes que se presenta al tratar de aislar y evaluar las caracteristicas
bioquimicas y biolégicas de esta enzima, es el de emplear una técnica
cromatografica idonea ya que, esta proteina tiene una marcada inestabilidad
frente a las condiciones de temperatura y de pH. Las técnicas de purificacién
mas empleadas para los venenos de serpientes son las cromatografias de
exclusién molecular, de intercambiador i6nico y la cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC).

En el presente trabajo se aislé una hialuronidasa del veneno de la serpiente B.
atrox, previamente se trabajo con varios tipos de columnas de purificacion como
la columna de Sephadex G-75 continuado por una columna de DEAE Sephadex
A-50, también se empled los dos pasos cromatograficos descritos por Gonzalez
et al., (2013) pero la enzima no llegaba a estar pura, finalmente se opt6 por una
nueva metodologia que consistia en tres pasos cromatograficos ya antes
descritos con los cuales se pudo lograr la purificacién de la enzima y con un buen
rendimiento. (Figura 8). La presencia de esta enzima se determiné mediante el
ensayo turbidimétrico de Di-Ferrante, lograndose 36 veces su purificacién, un 30
% de rendimiento y una recuperacion final de proteina activa del 0.86 % (Tabla
7).

Anteriormente se han reportado purificaciones de varias hialuronidasas a partir
de venenos de origen animal con variadas metodologias cromatograficas. Asi
podemos mencionar la purificacién y caracterizacion parcial de la hialuronidasa
de la ponzofia de A. acutus acutus en la que se emplearon tres pasos
cromatograficos; primero en CM Sephadex C-50 seguido por Sephadex G-75y
finalmente en CM Sephadex C-25 (Xu et al., 1982), durante el primer paso se
utilizo buffer fostato 0.1 M a pH 6 como eluyente, la enzima se recupero tras
aplicar NaCl al 0.35 M. Con esta metodologia se tuvé una purificacion de 45
veces y un 6 % de rendimiento. Este trabajo sirvié de punto de partida para la
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purificacion de la hialuronidasa del veneno del lagarto H. horridum horridum (Tu
y Hendon, 1983) donde se utilizaron los mismos 3 pasos cromatograficos
descritos anteriormente. Asi mismo, se han reportado hasta dos enzimas del tipo
hialuronidasa de la ponzofa ofidica de A. contortrix contortrix empleandose
columnas de Sephacryl S-200 HR seguida de CM-Sephadex C-25, en el segundo
paso se aplicé al intercambiador catiénico NaCl al 0.6 M liberandose recién la
enzima, se consiguid una purificacion de 277 veces con un 16.6 % de
rendimiento y un 0.1 % de recuperacion de proteica (Kudo y Tu, 2001). En el
caso de la ponzofa de la cobra africana Naja naja esta fue fraccionada por medio
de las columnas de Sephadex G-75 y CM Sephadex C-25, descubriendose dos
isoformas de esta hialuronidasa nombradas NNH1 y NNH2 (Girish, 2004), en el
primer paso por exclusibn molecular se consiguié un 34 % de rendimiento,
mientras que en el siguiente paso utilizando la columna de intercambiador
catidénico se consiguié un 5 % de rendimiento. Cabe mencionar en el caso de
NNH1 se obtuvé una purificacion de 33 veces, un 5 % de rendimiento con un
0.15 % de recuperacion de proteina y para la isoforma NNH2 se tuvo una
purificaciéon de 27 veces con un 0.35 % de rendimiento y un 0.01 % de

recuperacion de proteina.

Li etal., en el 2010 aislaron la hialuronidasa del veneno de Agkistrodon blomhoffii
ussurensis utilizando tres pasos cromatograficos en columnas de DEAE-
Sephadex A-25, CM- Sephadex C-25 y Sephadex G-75, resultando al final un
rendimiento de 4.34 %, una purificacion de 76.6 veces y una recuperacion de
proteina del 5.66 %.

La comparacion de la cantidad de la enzima hialuronidasa presente en los
venenos animales, indica que es mas cuantioso en artropodos con respecto a
los reptiles como por ejemplo en el estudio de la hialuronidasa del escorpién
negro Palammneus gravimanus (Morey et. al., 2006), para su purificacion se
utilizaron las columnas de Sephadex G-75 y DEAE Celulosa lograndose un 39.2
% de rendimiento y una recuperacion de proteina del 2.5 %.

En nuestro pais, se iniciaron los primeros trabajos sobre hialuronidasa en 1992,
a partir del veneno de L. muta para intentar purificar esta enzima, sin éxito
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debido a la marcada inestabilidad que mostraba esta proteina en las columnas
cromatograficas de Sephadex G-100 y en CM Sephadex C-50 las cuales fueron
equilibradas con tampdn acetato de sodio 0.1 M a pH 5 (Godoy, 1992); en la
columna de Sephadex G-100 se obtuvo un rendimiento del 45.03 % y una
purificacion de 2.5 veces mientras que en el siguiente paso sobre la columna de
CM-Sephadex C-50 sus valores bajaron teniéndose un rendimiento de 8.8 % y
una purificacion de 0.95. Se efectuaron cambios en el proceso de purificaciéon de
la hialuronidasa de L. muta ya que se tomd en cuenta la inestabilidad de la
enzima mediante esta técnica, de esta manera se ensayé una nueva
metodologia de purificacion que consistia en un unico paso cromatografico
empleandose la columna de CM Sephadex C-50 equilibrada con tampén citrato
0.1 M a pH 6.0, eluyéndose la enzima al aplicar 0.2 M de NaCl, con lo que se
logré un rendimiento de 23.5 % y una purificacion de 26.4 veces y una
recuperacion de proteina de 0.89 %, como se observa en este estudio la proteina
fue mas estable (Hurtado, 1997). En el 2006, Lerma volvié a evaluar otras
caracteristicas bioquimicas y bioldgicas de la hialuronidasa ya encontrada con
anterioridad en el veneno de L. muta, las cuales se trataron de mejorar y
optimizar la metodologia de purificacién, empleando esta vez cromatografias en
columnas de Sephadex G-100 seguida por CM Sephadex C-50 equilibrada con
buffer acetato de amonio 0.05 M pH 5.0 y eluyéndose la enzima con una
gradiente de NaCl de 0 a 0.7 M; en este caso la enzima logré una purificacion de
51.4 veces con un 38.6 % de rendimiento y una recuperacién proteica de 0.76
%.

En el 2013, Delgadillo et. al., empled dos pasos cromatograficos sobre columnas
de Sephadex G-75 y DEAE Sephadex A-50 para aislar la hialuronidasa de la
serpiente peruana Bothrops brazili, se determind mediante esta metodologia que
la hialuronidasa es separada del resto de los componentes enzimaticos del
veneno en virtud a su masa molecular por medio de la resina de exclusion
molecular y de su repulsion por el intercambiador anionico DEAE Sephadex A-
50 lo que permitié recuperarla en el volumen isocratico. Es asi que la purificacién
conseguida para este estudio fue de 33 veces con un rendimiento de 54.5 %.
Ademas, se obtuvo una recuperacion de proteina del 1.6 % lo que nos indicaria
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una mayor concentracion de la enzima en el veneno total con respecto a otros

venenos estudiados.

Por otro lado, la fuerte repulsion que tiene la hialuronidasa de B. brazili al
intercambiador aniénico DEAE Sephadex A-50 pH 5, indicé que a este pH la
enzima esta cargada positivamente por lo que se justificé su repulsién y ademas
se determin6 como consecuencia de ello, que se trataria de una proteina basica
con un punto isoeléctrico (pl) mayor a 5.5, ya que en columnas de CM Sephadex
que tienen carga negativa, esta proteina es atrapada fuertemente y solo se libera
usando altas concentraciones de NaCl mayores a 0.6 M tal como lo reporté
Lerma (2006).

Gonzalez et al., (2013), purificé parcialmente la hialuronidasa de la ponzona de
B. atrox a través de dos pasos cromatograficos, empleando como primer paso
DEAE Sephadex A-50 y Sephadex G-50 obteniéndose pdurificaciones y
rendimientos altos. Al tratar de comparar estos resultados con la presente
investigacién la cual empled inicialmente los 2 primeros pasos cromatograficos
se observa una purificacion de 36 veces y un rendimiento de 30 % en
comparacion al trabajo de Gonzalez et.al., 2013. Los valores son parecidos, pero
a nivel de la cantidad de proteina recuperada nuestro estudio obtiene un 2.6%
de proteina activa con respecto al 0.5% encontrado en el trabajo de Gonzalez,
también esto se debe a que en nuestro trabajo realiz6 un tercer paso
cromatografico. La hialuronidasa de B. atrox se trataria como una proteina
basica con un punto isoeléctrico (pl) mayor a 6, este dato se corrobord mediante

programas bioinformaticos los cuales dieron un valor de pl de 9.19.

La bibliografia especializada reporta datos del punto isoeléctrico (pl) para las
hialuronidasas de reptiles asi Agkistrodon acutus con un pl de 10.3, Agkistrodon
contortrix contortrix con un pl de 9, para las isoformas de Naja Naja se obtuvo
para la NNH1 un pl de 9.2 y para la NNH2 un valor 9.7 y para el lagarto
Heloderma horridum horridum un pl de 5.1. Como se observa nuestro valor de
pl se encuentra en el promedio obtenido en otras especies.
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La Hyal-Ba mostré un 13% de contenido de carbohidratos asociado con un
mayor porcentaje de hexosas y hexosaminas. Las hialuronidasas de Lachesis
muta (Hurtado et al.,2007) y Apis mellifera (Gmachl y Kreil, 1993) mostraron 18%
y 7% de carbohidratos, respectivamente. La N-glicosilacion es la modificacion
postraduccional mas comun encontrada en las hialuronidasas y participa en la
actividad catalitica (Horta et al., 2014). Nuestros resultados estan en relacion con
6 sitios potenciales de glicosilacion predichos para Hyal-Ba, que estan altamente
conservados con otras hialuronidasas de serpiente. Entre estos residuos, Asn%
y Asn3®0 se conservan con hialuronidasa humana. Curiosamente, Asn3% es un
sitio invariante de N-glicosilacion para hialuronidasas de mamiferos (Chao et al.,
2007). Desafortunadamente, no pudimos obtener resultados significativos
utilizando PNGasa para estimar el contenido de azucar.

6.2. CARACTERIZACION BIOQUIMICA

El andlisis por PAGE-SDS al 12 %, revel6 la presencia de una banda principal
equivalente a 69 kDa (Figura 11) tanto en condiciones reductoras como no
reductoras, a raiz de ello se probd las actividades amidolitica, protedlitica,
fosfolipdsica y L-aminoacido oxidasa rutinarias en nuestro laboratorio para
identificar posibles enzimas contaminantes, ninguna actividad fue detectada en
esos pooles. La banda secundaria de 110 kDa obtenida por Gonzalez et. al.
(2013) es similar a la registrada por Delgadillo et. al., (2013) para el veneno de
la serpiente peruana B. brazili pero mucho mayor a la reportada para L. muta en
cuyo veneno se han encontrado valores diferentes de peso molecular (47.3 y 65
kDa).

Cevallos et. al., (1992) mostr6é que las hialuronidasas de los vertebrados por lo
general son enzimas de peso molecular alto que llegan a ser superiores a los 60
kDa y que en casos excepcionales poseen mas de una forma. Se realizaron
zimogramas de PAGE-SDS que tenian &cido hialurénico y obtuvieron pesos
moleculares de 113 y 137 kDa para el veneno de Bothrops asper, 73 y 108 kDa
para Crotalus basilicus y 115 kDa para Lachesis muta. Para el caso de los
venenos del escorpion Heterometrus fulvipes, las serpientes Vipera russelli y
Agkistrodon acutus se encontraron pesos moleculares de 82, 14 y 33 kDa
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respectivamente (Ramanaiah et al, 1990; Pukrittayakamee et al., 1988; Xu et al.,
1982). Sin embargo, debemos precisar que los ensayos zimograficos son
considerados en la actualidad como cualitativos para los procesos de purificacion

y a la vez muy informativos para la actividad enzimatica.

Asi mismo, para la hialuronidasa de Agkistrodon contortrix contortrix se
encontraron pesos moleculares de 59 y 61 kDa para sus correspondientes
isoformas (Kudo y Tu, 2001) mientras en el caso de los elapidos se ha
encontrado hialuronidasas de 70 y 52 kDa para la cobra Naja naja (Girish, 2004,
Girish y Kemparaju, 2005a). No obstante en los analisis del peso molecular de
esta enzima encontrada en la ponzofna de la serpiente peruana Lachesis muta,
se obtuvieron para esta misma especie un peso molecular de 47.3 kDa (Hurtado,
1997) y de 65 kDa (Lerma, 2006) respectivamente; en este caso los autores
plantearon varias alternativas posibles para explicar este hecho: presencia de
isoformas, la existencia de mas de una subespecie por el grado de polimorfismo
relacionado a la variabilidad geografica, protedlisis de la forma original de la
enzima. Sin embargo, para la serpiente B. atrox es notorio que, siendo una
proteina de 69 kDa de peso molecular, el peso de la banda secundaria de 110
kDa reportada en B. brazili coincide con el peso obtenido por Gonzalez para B.
atrox lo que podria manifestarse como un indicio de homologia molecular dentro
del género Bothrops, pero no hay que olvidar que en ambos casos presentaron

bandas contaminantes.

Tanto para el caso de B. atrox (Gonzalez et. al., 2013) y B. brazili (Delgadillo et.
al.,2013), el hecho de que se encontrd6 una banda principal de alto peso
molecular; lo cual fue evidencia de que la proteina en estudio para el caso de B.
brazili podria ser monocatenaria y que podria carecer de puentes disulfuros en
su estructura, a diferencia de este trabajo, el estudio a nivel molecular de la Hyal-

Ba, si posee puentes disulfuros en su estructura.

Revisando el problema de la inestabilidad, la hialuronidasa del veneno de B.
atrox mostrd al igual que sus similares, poca estabilidad en comparacidén con
otras enzimas encontradas en las ponzonas. Se ha estudiado la inestabilidad de
las hialuronidasas del lagarto H. horridum horridum (Tu y Hendon, 1983) y de L.
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muta (Hurtado et. al., 2007) y B. brazili (Delgadillo et. al., 2013). En nuestro caso,
los ensayos efectuados con la enzima expuesta a temperatura ambiente (20-
22°C), mostr6é que la enzima es activa durante 48 horas teniendo un 41 % de
actividad restante en este tiempo, mientras que a las 144 horas la actividad
enzimatica fue nula. Algo semejante ocurre con el veneno crudo quedando

anulada también a las 144 horas (Figura 10).

Como puede notarse los intentos por mejorar las condiciones apropiadas para la
purificacion y mantener a la enzima activa han permitido lograr mejoras en las
técnicas de purificacion que se han traducido en resultados como los
presentados en esta investigacion, sin embargo, la exploracién en este aspecto
continua en la busqueda de estabilizadores que permitan conservar la actividad
enzimatica por tiempos prolongados. Aun cuando no esta clara la razén de esta
inestabilidad, un camino podria ser la actividad proteolitica presente en el veneno
crudo y la tendencia a la denaturacion en el medio acuoso que no corresponde

al fluido téxico que constituye el veneno.

Por otra parte, para la enzima en estudio se necesitd establecer un tampon y un
pH 6ptimo apropiados. Los valores obtenidos de pH 6ptimo para la hialuronidasa
presente en las ponzonas de los reptiles, los cuales se hallan dentro del rango
de pH entre 5.0 y 6.0, tenemos como ejemplo de pH éptimo de 5.0 encontrado
en la enzima de los venenos de la serpiente asiatica Agkistrodon acutus (Xu et.
al., 1982), del lagarto Heloderma horridum horridum (Tu y Hendon, 1983) y en la
serpiente peruana Lachesis muta (Hurtado et. al., 2007), también se encontro
con este mismo pH 6ptimo las 2 isoformas de la ponzofia de la cobra africana N.
naja (Girish ,2004; Girish y Kemparaju, 2005a), el pH Optimo para la
hialuronidasa de B.brazili fue de pH 5.5 mientras que con un pH 6ptimo de 6.0
tenemos por ejemplo a los venenos estudiados de Agkistrodon contortix contortix
(Kudo y Tu, 2001) y la serpiente peruana Bothrops atrox (Gonzalez et. al., 2013
; Delgadillo et. al., 2013), con respecto a nuestro estudio, se trabajé con el
tampdn acetato de amonio 0.1 M midiéndose la actividad con valores de pH entre
5.0 y 6.5 (Figura 12) sin embargo a los pH alcalinos de 7.0 y 8.0 en tampédn Tris-
HCI la actividad se reduce radicalmente, esto ultimo coincide con los trabajos
anteriores sobre la acentuada inestabilidad de la hialuronidasa a pH neutro y

76



alcalino, en los que normalmente son estables generalmente el resto de los
componentes téxicos de la ponzofa. Aunque este valor de pH éptimo de 6.0 es
muy similar con los hallados para enzimas similares, ya que se encuentra en el

rango acido de actividad.

Asi mismo, los preincubados que se hicieron con los iones mono y divalentes
(Na+, K+, Cl- ,Br- , Ca?* y Mg?*) solo mostraron un incremento de la actividad
con MgClz ,siendo las otras soluciones idnicas poco efectivas al elevar la
actividad inicial (Tabla 8). En este aspecto Lerma (2006), establecid los
requerimientos de aniones monovalentes tales como Cl"'y Br  los cuales eran
capaces de activar la enzima hialuronidasa de L. muta pero este efecto no lo
generaban los iones catidnicos como Na*y K*. Esta es una gran diferencia con
otros estudios reportados que sugieren a los cationes monovalentes como
activadores y sefnalan la predominancia del cation Na* en la activacion de la
enzima. Uno de estos estudios es lo reportado para la hialuronidasa de
Agkistrodon contortrix contortrix (Kudo y Tu, 2001) hicieron una evaluacién sobre
la accion del NaCl sustentando que para la actividad enzimatica necesita estar
presente el Na* .

En nuestro caso, nuestros esfuerzos han estado dirigidos no tanto a si los iones
Na* y CI son los responsables de este requerimiento enzimatico, aunque a
juzgar por los datos de Lerma (2006) el efecto es atribuido al ion CI- .El propdsito
de esta prueba no fue verificar el autentico grado de activacién o inactivacion de
cada ion sino mas bien verificar la influencia de las soluciones iénicas que
contienen Na*, K+, CI- ,Br , Ca?* y Mg?* por encima de esta dependencia

enzimatica.

Aun cuando se podria considerar que la presencia de NaCl interfiere o0 modifica
el resultado final, nuestro propésito fue distinguir si adicionalmente a ello los
iones mencionados tienen efecto sobre la actividad enzimatica. De acuerdo a los
resultados de la Tabla 8; solo el iébn Mg2* mostré activacion enzimatica bajo las
condiciones experimentales ya mencionadas. Este resultado fue muy similar al
obtenido en B. brazili en donde el Mg*? mostr6 un aumento en la actividad

enzimatica.
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Una amplia gama de compuestos pertenecientes a varias clases de agentes
quimicos, proteinas, aminoacidos, polisacaridos, glicosaminoglicanos,
alcaloides, antioxidantes, agentes anti-inflamatorios y compuestos organicos
sintéticos han sido investigados por su potencial para inhibir la actividad de la
hialuronidasa (Mio et al., 2000 ; Mio y Stern, 2002; Khanum et al., 2005; Salmen
et al., 2005; Machiah et al., 2006;. Girish y Kemparaju, 2007).

En nuestro caso los ensayos mostrados en la Tabla 9 con agentes quimicos que
modifican la actividad de la Hyal-Ba indican una fuerte accién inhibitoria del
EDTA, agente quelante que se une a cationes divalentes y relacionados con
iones metalicos, por lo que se deduce que precisa de otros iones ademas de los
aniones mono Yy divalentes que estarian relacionados con la actividad
enzimatica. Sin embargo, el agente TLCK present6 una accion significativa sobre
la actividad de la hialuronidasa; ya que este agente es inhibidor irreversible
especifico de la tripsina (Ouyang et al., 1974), ya que ejerce su accidon mediante
la alquilacion de los residuos de histidina del sitio activo de algunas proteasas;
ya que establecen el papel de la serina como residuo que interviene en el
reconocimiento y/o fijacion del sitio de clivaje del sustrato y de la preferencia de
la enzima hacia los puentes formados por la arginina que aquellos formados por

lisina y fenilalanina.

Por su parte el agente alquilante iodoacetato empleado en estos ensayos se
observé un grado de inhibicion apreciable del 39 % pero solo a la concentracion
de 12 mM lo cual se debe a que puede estar reaccionando con los grupos
sulfihidrilos de las cisteinas restantes ya que en nuestro trabajo se encontré 10
residuos de este aminoacido y se encontrarian presentes en las proteinas de
andamiaje como la reportada para la hialuronidasa de Echis ocellatus (Harrison
et al., 2007). Por otra parte, se emplearon aminoacidos como inhibidores
selectivos ya que los reportes de la estructura molecular de la hialuronidasa de
los venenos de serpientes han sido recientemente dilucidados. Un estudio
realizado por Harrison et al. (2007), basado en secuencias de cDNA de la
glandula del veneno de Echis ocellatus, constituye la primera secuencia

completa de una hialuronidasa de veneno de serpiente. La enzima tiene cinco
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sitos de N-glicosilacion conservados, tres de los cuales parecian tener alto
potencial de glicosilacidon, esta enzima tiene una alta homologia del 95 % con las
hialuronidasas de los venenos de E. pyramidum leakeyi, B. arietansy C. cerastes
cerastes. Cada uno de ellos ha conservado los residuos de la region catalitica
(Glu135), las regiones posicionales (Asp133, Tyr206, Tyr253 y Trp328) y las
cisteinas de andamiaje (Cys340, Cys211, Cys227, Cys365, Cys370, Cys376 y
Cys429). En contraste, la enzima de E. ocellatus mostré solamente un 31 a 40
% de homologia con las hialuronidasas del veneno de la abeja Apis mellifera, la
avispa Vespula vulgaris, el pez piedra Synanceja horrida y del pez globo
Tetraodon nigroviridis, en comparacion con enzimas de mamiferos mostré una

alta identidad del 50 % con la hialuronidasa tipo 4 del perro Canis familiaris.

En varias enzimas ofidicas, se ha demostrado la influencia de los L-aminoacidos
en el incremento o reduccion de la actividad especifica (Roncalla et. al.,2005;
Mejia et. al.,2006). Tomandose esto en cuenta se hicieron ensayos con, acido
glutamico, glutation y glicina para observar inhibicion selectiva resultando solo
una inhibicion significativa en el caso de la glicina (44 %), mientras que los
ensayos con glutation y acido glutamico mostraron una inhibicion pobre de la
actividad de menos del 20%. Todos los agentes usados mostraron diferentes
grados de inhibicién, ademas es interesante sefialar que la inhibicién causada
por glutation que fue de 19.5 % a una concentracion de 3 mM puede ser atribuible
al aminoécido glicina y no a la cisteina ni al acido glutamico que son los otros
integrantes del tripéptido. Los resultados obtenidos para la inhibicion de la Hyal-
Ba de B. atrox podria ajustarse al modelo molecular de la hialuronidasa
propuesto por Harrison et. al., (2007) ya que observé inhibicién al unirse a los

residuos de los aminoacidos Tyr, Cys y Asp.

6.3. CARACTERIZACION BIOLOGICA

Las hialuronidasas clivan al &cido hialurénico del tejido conectivo de la presa o
la victima y permiten la difusion de toxinas del veneno, por esta razén, se les
denomina "factor de difusién". De esta manera, desempefian un papel esencial
como mediadores de la toxicidad del veneno, tanto a nivel sistémico como local
(Kemparaju et al., 2010). En nuestros resultados demostraron que Hyal-Ba es un
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"factor de difusién " porque aumenta la actividad hemorragica y disminuye el
edema (Figura 15). Se han encontrado resultados similares con las
hialuronidasas de Cerastes cerastes (Wahby et al.,2012) y de Crotalus durissus
terrificus  (Bordon et al,2012) denominadas CcHasell y CdHya1l
respectivamente; Ademas en el trabajo de Gonzalez (2013) se vi6 que la
hialuronidasa de B. atrox aumenta el halo hemolitico del veneno crudo en el

ensayo de placa de agar-sangre.

Con respecto con los ensayos de toxicidad inoculando la Hyal-Ba en ratones
albinos por via intraperitoneal y observados durante 48 horas no se manifesté
ninguna alteracion ni signo de toxicidad (Figura 13). Demostrandose
notoriamente que la hialuronidasa no manifiesta toxicidad. Esto también ha sido
publicado para las hialuronidasas de A. acutus acutus (Xu et al., 1982), A.
contortrix contortrix (Kudo y Tu, 2001), L. muta (Lerma, 2006) y B. brazili
(Delgadillo et al.,2013). Teniendo estos resultados podemos confirmar que la
hialuronidasa no es toxica en la naturaleza, contrariamente a los principios

téxicos de las ponzonas de serpientes (Girish , 2004).

Por otro lado, al comparar la actividad hemorragica del veneno de B. atrox
siguiendo la metodologia de Kondo et al., (1960) variado por Isla et al., (2003),
en cuanto a las areas hemorragicas producidas al inocular las muestras antes
descritas se observan en la Figura 14. Las muestras con veneno crudo
produjeron 9.7 + 0.5 mm de didmetro hemorragico, esto es muy aproximado y
confirma el valor de DHM encontrado por Segura et. al. (2010), mientras que en
la muestra de veneno calentado se observd un pequefio halo hemorragico con
diametro de de 3 + 0.3 mm reflejando que esta accidén podria deberse que a pesar
de estar inactivado por calor puede haber funcion de algunas metaloproteasas
hemorragicas remanentes; la muestra con la enzima en estudio no produce
ningun halo hemorragico. En cambio, en los casos de adicion de la Hyal-Ba sobre
el veneno total y al veneno calentado, se observé un mayor grado hemorragico
con valores de 12 + 0.5 mm y 5 + 0.4 mm de diametro hemorragico
respectivamente, lo que seria atribuible a la accion difusora de las hemorraginas
causada por la hialuronidasa en estudio (Figura 14).
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Se demostrd la reactividad antigénica de la Hyal-Ba del veneno de B. atrox
empleando la técnica de inmunodifusion, frente al suero antibotrépico polivalente
se observa una unica linea de precipitacion (Figura 16). Esta propiedad de la
enzima también ha sido reportada por ejemplo en la hialuronidasa estudiada de
B. brazili (Delgadillo et. al, 2013). Esta antigenicidad para la Hyal-Ba puede
deberse a su peso molecular ( ~ 50 kDa), ya que en este caso incrementa la
posibilidad de enfrentar a un gran niumero de determinantes antigénicos frente al
antiveneno como a su propiedad glicoproteica.

En los estudios realizados por Gonzalez et al. 2013, se observaron que los
antivenenos botrépicos y lachésicos neutralizan la accién hialuronidasa del
veneno total y de la enzima de B. atrox teniéndose en cuenta que los sueros
antiofidicos son productos biolégicos que contienen anticuerpos especificos que
neutralizan las actividades con mayor toxicidad y con responsabilidad en la
sintomatologia de la mordedura de serpientes. Es de importancia recalcar que la
neutralizacion de la actividad hialuronidasa también se da al trabajar con sueros
aviares obtenidos por la tecnologia de las IgY, dato muy fundamental para
disenar nuevos sueros antiofidicos y que no han sido investigados antes. La
entrada de hialuronidasa en el torrente sanguineo y la degradacion del acido
hialurénico circulante tiene el potencial de causar un colapso sistematico de la
victima envenenada. La neutralizacion efectiva de la actividad hialuronidasa en
compartimentos de tejido vascular, es una prioridad clinica alta. Sin embargo, los
antivenenos o sueros antiofidicos generan una baja proteccién frente a los dafnos

locales del tejido en donde ocurrié la mordedura.

Actualmente se realizan neutralizaciones experimentales de la hialuronidasa y
se ha dado mediante anticuerpos monoclonales y derivados de plantas (Girish
2004; Girish y Kemparaju, 2005b) los cuales han demostrado ser eficaces en la
inhibicién del dafo tisular inducido por el veneno y su letalidad. La inestabilidad
de las hialuronidasas de los vertebrados por la carencia de detergentes e
inhibidores de proteasas (Csoka et al, 2001) y la labilidad térmica
(Pukrittayakamee et al., 1988), pueden resultar en el desarrollo débil o
insuficiente de anticuerpos especificos sobre la hialuronidasa. Para hacer frente

a esta deficiencia clinica potencialmente grave, se espera generar antivenenos
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especificos sobre la hialuronidasa en camellos para aprovechar la capacidad de
penetracion al tejido de los fragmentos VHH de las IgG de camélidos (Cortez-
Retamozo et al., 2002), para neutralizar el efecto destructivo sobre los tejidos y

utilizar las IgG para neutralizar cualquier efecto sistémico.

La inestabilidad de esta enzima es una gran preocupacién, por lo que se ha
propuesto clonar y expresar la hialuronidasa del veneno de serpientes como un
inmundgeno recombinante para producir anticuerpos especificos. Desde el
punto de vista terapéutico, los estudios han demostrado que un anticuerpo
producido contra hialuronidasa del veneno de una sola especie de viboras es
probable que proporcione neutralizacion poli-especifica de la accién de la

hialuronidasa.

En relacion al poder neutralizante de los antisueros botrépicos polivalente y
lachésico monovalente se pueden extraer algunos aspectos de alto interés. En
primer lugar, es necesario recordar que ambos sueros fueron producidos por el
INS-Peru, en el caso del antiveneno botrépico el mismo estd preparado para
neutralizar el veneno de la serpiente Bothrops atrox entre otros venenos del
género Bothrops, en cambio el suero antilachésico es producido especificamente
contra la ponzofa de Lachesis muta, sin embargo, la cercania inter-especifica y

los cuadros clinicos del envenenamiento son similares.

Se ha reportado anteriormente la neutralizacién por el suero antibotrépico
polivalente sobre las actividades de otras enzimas de las ponzonas de serpientes
del género Bothrops, lo cual se observo en el caso de B. brazili (Delgadillo et. al.,
2013) que a 1/2, 1 y 2 dosis la hialuronidasa fue inhibida completamente
(Mendoza et. al., 2008), mientras Gonzalez (2013) observd el nivel de
neutralizacion de la hialuronidasa de la ponzofa de B. atrox producida por el
efecto de los sueros antibotropicos y antilachésicos de procedencia equino y
aviar, no obstante, esto nos indica que teniendo una baja reactividad cruzada
estos sueros neutralizan la actividad de esta enzima. Esto comprometeria que
por lo menos para las hialuronidasas de B. atrox'y B. brazili es legitimo emplear

cualquiera de los 2 sueros, esto exige también profundizarnos mas en este tema.
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6.4. CARACTERIZACION MOLECULAR.

El ensamblaje de los segmentos obtenidos permitié la identificacién de una
secuencia constituida por 2020 pares de bases (pb) la cual se encuentra
guardada en la base de datos del GenBak del NCBI teniendo como codigo de
acceso: KY499627, el analisis por BLASTn, evidencié una notoria homologia con
otras secuencias pertenecientes a hialuronidasas de origen ofidico depositadas
en la base de datos siendo la mas homologa la hialuronidasa de Protobothrops
mucrosquamatus (GenBank: XM_015822281) con una identidad del 95 % y una
longitud de cobertura del 98 %.

El programa Signal P predijo un péptido sefial de 20 amino&cidos en la posicidén
N-terminal (Figura 21), los 429 aminoacidos restantes conforman a la proteina
madura que al ser analizadas con el programa BLASTp determinan homologia
con otras hialuronidasas siendo la hialuronidasa de Bothrops moojeni
(ATUB85542) la de mayor identidad (98%) con una longitud de cubierta del 100%.
La secuencia proteica de Bothrops atrox, producida en el presente estudio, fue
denominada como Hyal-Ba y también se encuentra guardada en la base de datos
con su respectivo cddigo de acceso: AUF71538.

El estudio realizado por Harrison et al., basado en secuencias de cDNA de la
glandula del veneno de Echis ocellatus, constituye la primera secuencia
completa de una hialuronidasa de la ponzofna de serpiente. La hialuronidasa de
esta serpiente posee seis sitos de N-glicosilacién conservados, tres de los cuales
parecen tener alto potencial de glicosilacion, esta enzima tiene una alta
homologia del 95 % con las hialuronidasas de los venenos de E. pyramidum
leakeyi, B. arietans y C. cerastes cerastes. Cada uno de ellos ha conservado los
residuos de la regién catalitica (Glu135), las regiones posicionales (Asp133,
Tyr206, Tyr253 y Trp328) y los scaffold de cisteinas (Cys340, Cys211, Cys227,
Cys365, Cys370, Cys376 y Cys429). En nuestro caso la hialuronidasa de B. atrox
también tiene como regidn catalitica (Glu135) y las mismas regiones
posicionales observandose una alta homologia a nivel molecular con las enzimas

mencionadas.
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En este trabajo obtuvimos la secuenciacion de cDNA y la prediccion de la
secuencia aminoacidica para Hyal-Ba. La alineacién de la secuencia de Hyal-Ba
con otras hialuronidasas mostrd una alta homologia de su estructura primaria,
especialmente con BATXHYALA1, la hialuronidasa de B. atrox de Brasil (Acceso:
JAV01892) y BmooHyal-1 de B. moojeni (Acceso: ATU85542). Seis residuos
diferentes estan presentes en Hyal-Ba con respecto a BATXHYAL1 en las
posiciones 150 (K — E), 167 (Q — R), 169 (F — Y), 192 (H —» Q), 200 (P — T)
y 232 (I — V); sin embargo, cada cambio se mantiene dentro del mismo grupo
de aminoacidos. Por otro lado, los residuos conservados estaban principalmente

involucrados en la estructura terciaria de las proteinas.

Las cisteinas y los enlaces disulfuro estaban altamente conservados en el
esqueleto de la proteina. Segun Harrison et al ., los enlaces disulfuro predichos
son C27-C320, C191-C207, C345-C350, C356-C409. La conservacion de las
cisteinas entre las hialuronidasas de diversos organismos sugiere que tienen
estructuras terciarias similares (Horta et al.,, 2014). La hendidura del sitio de
unioén sugiere que los residuos cataliticos (Asp'?, Glu'3' y Tyr?4’) se conservan
con respecto a hHyal-1. Ademas, Tyr?%2, que es importante para la interaccion
con el &cido hialurdnico y otros sustratos, también se conserva en Hyal-Ba (Chao
et al.,2007).

Ademas, el motivo B(X)7B, relacionado con la unién al 4cido hialurénico y que se
informé en la hialuronidasa del pez piedra (Ranganathan et al., 2005), también
esta presente en 4 regiones dentro de la estructura primaria predicha de Hyal-
Ba (R149 a R157, R169 a R177, K356 a K364 y K364 a K372), las dos ultimas
regiones son consecutivas y se conservan en todas las hialuronidasas de
venenos de serpientes. Este hecho refuerza la afinidad especifica de Hyal-Ba
por el 4cido hialurénico.

La comparacion de los datos moleculares con respecto a los bioguimicos
presentados en este estudio, y en los de Gonzéles et al.,(2013), determinan una
significativa diferencia en el peso molecular, 50 kDa vs 110 kDa vs 69 kDa. La
diferencia entre los 50 kDa y 69 kDa podria entenderse desde el punto vista de
las glicosilaciones, las hialuronidasas presentan grados de glicosilacion que
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oscilan entre el 10 - 30 % y se ha demostrado motivos de N-glicosilacidén
presentes en su secuencia proteica, los estudios de deglicosilacién nos dara mas
informacién. Con respecto a la banda de 110 kDa, se puede hipotetizar dos
razones fundamentales para esta diferencia, la primera es que puede tratarse de
una isoforma dimérica per se, pero los datos de Gonzélez et. al.,(2013), indican
que el 28 mercaptoetanol no tiene efecto significativo sobre la actividad, no
obstante, estudios con agente reductores mas fuertes como el DTT pueden dar
mas luces al respecto. La segunda opcidn seria una dimerizacion en solucion, a
un pH acido los residuos de metionina y cisteina (con radical expuesto) tienden
a oxidarse y promover la dimerizacidén (Huang et. al.,2013) por lo que analisis de
espectrometria de masas tipo MALDI-TOF podrian explicar el inusual

comportamiento.

El andlisis filogenético obtenido con secuencias homdlogas de Hyal-Ba es similar
al reportado por Bharathi et al., (2016). En este trabajo, las hialuronidasas de la
familia Viperidae consisten en dos grupos principales, el “Grupo I’ (Viperinae) y
el “Grupo II” (Crotalinae) divergentes en un nodo comun que se derivé de los
taxones del grupo externo (Elapidae). Las hialuronidasas de viperidos se
conservan mucho mas que los de elapidos. Cuatro mutaciones en las posiciones
103, 365, 407, 436, (Tabla 15) colocan el género Bothrops como un subgrupo

monofilético dentro de los crotalidos.

De acuerdo con la caracterizacion bioquimica, la secuencia de aminoacidos
deducida y el analisis filogenético, Hyal-Ba se considera una enzima glicésido
hidrolasa (Familia 56 como se describe en la base de datos de enzimas que son
activadas por carbohidratos en www.cazy.org). Este grupo comprende enzimas
de veneno y péptidos biolégicamente activos que resumen 220 proteinas y sus
secuencias que muestran un alto grado de similitud con la proteina de esperma

PH-20 que esta involucrada en la adhesion celular.

Dentro de este grupo, las hialuronidasas pueden considerarse herramientas
biotecnoldgicas relevantes con énfasis en el campo médico, ya que algunas de
ellas se usan ampliamente en cirugia ortopédica, oftalmologia, medicina interna,

oncologia, dermatologia y ginecologia. Ademas, los estudios clinicos han
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sugerido que la aplicacion tépica o sistémica de hialuronidasas como adyuvantes
puede aumentar el indice terapéutico de los farmacos contra el cancer (Menzel
et al.,1998).

Las expectativas que han abierto los estudios moleculares son muchas,
especialmente en el entendimiento de la estructura y la accién funcional de la
enzima hialuronidasa de Bothrops atrox en el proceso de envenenamiento y
proponer que esta enzima sea una herramienta biotecnoldgica potencial, para
de esta forma, poder disefiar una mejor estrategia de neutralizacion de los
componentes toxicos de dicha ponzona.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio confirman la existencia de una enzima
del tipo hialuronidasa de la serpiente peruana Bothrops atrox y su rol
difusor de los componentes toxicos del veneno.

La Hyal-Ba es una glicoproteina de naturaleza basica que tiene una masa
molecular de 69 kDa con un 13% de carbohidratos asociados y un pH
6ptimo de 6.0.

La enzima carece de actividad toxica, pero incrementa la accidon
hemorragica del veneno total sobre la piel de los ratones albinos.
Disminuye la actividad edematica cuando fue agregada a la enzima LAAO
y posee una fuerte reactividad antigénica frente al suero antibotrdpico
polivalente (INS-Peru).

Los analisis moleculares in silico permitieron identificar una secuencia de
2020 pb que codifica una proteina madura de 429 aminoacidos.
Adicionalmente el analisis de su estructura primaria indicé un peso
molecular de 50 kDa y un punto isoeléctrico de 9.19, que nos sefnalaria la
presencia de modificaciones postraduccionales como la glicosilacién de

la proteina.
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