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INTRODUCCION

A partir del rapido avance en la era de la informacion y de las amplias aplicaciones
que tiene y pueden llegar a tener las herramientas informaticas al campo bioldgico,
ha surgido un inmenso abanico de posibilidades en la investigacion molecular,
farmacolodgica, inmunoldgica y genética que se pretenden explorar y aprovechar y
es este precisamente el interés del presente trabajo.

Las bases de datos actualmente disponibles en la web, hacen posible que se
disponga de informacién concerniente a los recursos biolégicos ya sean del tipo
genomicos, proteinicos, enzimaticos, entre otros, de muchos organismos de
interés cientifico, entre estos, la informacion biolégica del ser humano tiene un
lugar relevante, asi como la informacion y el analisis molecular de muchas de sus
enfermedades, ocupan un lugar importante dentro de las bases de datos
disponibles y existentes a nivel mundial.

La Bioinformatica es una disciplina que se halla en la interseccion entre las
ciencias de la vida y de la informacion. Provee herramientas y recursos para
favorecer la investigacion biomédica. Busca desarrollar sistemas que sirvan para
entender el flujo de informacion desde los genes a las estructuras moleculares, su
funcién bioquimica, la conducta biologica y, finalmente, su influencia en las
enfermedades y la salud (Canedo et al, 2005).

Teniendo en cuenta que existe un conocimiento acumulado, producto de un gran
numero de investigaciones, en la estructura y funcién de secuencias proteicas y
moléculas involucradas con los venenos de serpientes, de la disponibilidad de
grandes bases de datos proteicas y de poderosas herramientas bioinformaticas
para la prediccion de epitopes se pretende aprovechar dicho conocimiento
haciendo uso de estos datos. Esto se hace relevante debido a que los
envenenamientos por mordeduras de serpiente constituyen un problema de salud
publica importante en la region latinoamericana (Fan et al, 1995) y, en Colombia
en la década de 1990 a 1999 se informaron en promedio cada afno 2.675
mordeduras por serpientes (Registro SIS-12, Ministerio de Salud de Colombia,
1990-1998). Por lo anterior, se plantea realizar una investigacion de las
secuencias proteicas de caracteristicas toxicas de B. asper, y especies afines
geograficamente como crotalus que estén reportadas en las bases de datos
publicas de internet, como una alternativa coherente, valida y de bajo costo a los
esfuerzos clasicamente realizados de experimentacion in vivo ya que como unica
solucién, hasta esta época, el unico tratamiento para combatir los efectos de las
secreciones toxicas es el uso de sueros antiofidicos. Este suero antiofidico o anti
veneno constituye el principal y casi exclusivo elemento en la terapia del accidente
ofidico (Gutierrez et al, 2005).
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Dicho veneno de B. asper que posee actividad de Fosfolipasas A, por su
capacidad de producir hemdlisis de glébulos rojos In vitro que junto a la
mionecrosis In vivo observada en los resultados de trabajos previos, determinan
que sea un veneno altamente toxico (Marufak,et al 2005) y su componente de
Fosfolipasas A, uno, es el principal actor en lesiones necréticas graves y
usualmente mortales para la victima de la mordedura. Ademas de moléculas como
Metaloproteinasas, y otro numero de Miotoxinas.

A si mismo especies como crotalus que se encuentran en gran medida distribuida
en la region geografica también tienen una incidencia notable con casos de
ofidismo, lo que hace pertinente incluirlas en el estudio investigativo de su veneno.

A partir de esta premisa, se hace necesario llevar a cabo una investigacion y
buscar alternativas para contrarrestar los efectos de las moléculas de los venenos
de mordeduras basados en la informacién disponible y construyendo a partir de
estas bases ya cimentadas. Ante la imposibilidad de obtener nuevos sueros con
eficacia completa, con un nuevo abordaje bioinformatico, con el cual se plantea
realizar una investigacion de las secuencias proteicas de efecto toxico (venenos)
reportadas en las diferentes bases de datos biolégicas a nivel mundial, de las
especies o especie que poseen FLA; en sus secreciones, para su estudio.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Cien anos después de que el suero antiofidico fuera presentado por Calmette,
este sigue siendo el unico tratamiento especifico contra mordedura de serpiente
(Bon, 1996). En Colombia los datos epidemioldgicos, reportan mas del 90 % de
2000 mordeduras de serpiente que son causadas por especies de Bothrops,
(Otero et al,1992). El mayor productor de anti veneno es el Instituto Nacional de
Salud (INS), aunque son usados con mucha frecuencia anti venenos de otros
paises en el area (Brasil, Costa Rica y México) y también son usados para el
tratamiento del accidente ofidico (Otero-Patifio et al, 1998).

Los esfuerzos tradicionales para buscar soluciones se enmarcan en el uso de
diferentes tipos de sueros ya sean estos de tipo monovalente o polivalente; dichos
sueros en su mayoria se preparan mediante la inmunizacion de caballos. Estos
sueros preparados In vitro aunque muestran un alto porcentaje de efectividad
también presentan desventajas (Bolafios & Cerdas, 1980)

Ya que los venenos de serpientes son mezclas complejas de proteinas, siendo
solo un porcentaje de estas, toxicas, por consiguiente, los sueros antiofidicos
convencionales contienen una gran cantidad de anticuerpos que en su mayoria no
corresponden a los componentes antigénicos toxicos (Madrigal-Villalobos, 2006), y
su administracion para contrarrestar la mordedura de serpiente conlleva
complicaciones de tipo alérgicas, renales entre otras.

Dado que en la actualidad una importante cantidad de secuencias proteicas
obtenidas de los venenos de las serpientes se encuentran reportadas en
diferentes bases de datos bioldgicas, y observando las desventajas que presentan
los actuales tratamientos con suero, se plantea llevar a cabo un estudio de las
secuencias lineales o primarias buscando homologias, y de sus estructuras
tridimensionales (también disponibles en bases de datos publicas) de dichas
secuencias proteicas. En este proyecto se aborda el estudio de las Fosfolipasas
FLA, presentes en las secreciones toxicas (venenos) de las serpientes que son
responsables entre algunas otras lesiones de: mionecrosis (Duque et al, 2007).

A partir de la explicacién anterior en el actual proyecto de investigaciéon se
plantean las siguientes preguntas:

¢ Qué tipo de homologias se encuentran en las secuencias proteicas de naturaleza
toxica, que representan una amenaza por ser altamente nocivas (hemotdxicas)
para el ser humano, y si estas existen como pueden ser utiles para el
mejoramiento de los sueros antiofidicos producidos actualmente?
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¢Existe la posibilidad de crear anti venenos especificos de toxinas contra
mordeduras de serpiente bothrops asper a partir del estudio de la estructura
lineal y de la molécula tridimensional de la FLA ,7?

¢ Existen secuencias parciales o completas consenso de naturaleza toxica con
otras especies de serpientes que permitan profundizar en el conocimiento de la
presencia de éstas secuencias determinantes en la toxicidad y/o hemotoxicidad
del veneno?

¢ Existen secuencias parciales o completas consenso de naturaleza tdéxica con
otras especies de animales ponzofnoso que permitan ampliar el conocimiento de la
presencia de éstas secuencias determinantes en la toxicidad y/o hemotoxicidad
del veneno y su impacto en la biodiversidad de especies?

La finalidad del presente trabajo es el de explorar y utilizar intensivamente los
recursos bioinformaticos (datos de bases biolégicas de acceso publico, vy
herramientas bioinformaticas) publicamente disponibles via internet, para sugerir
un método en la investigacion de anti venenos especificos de toxinas contra las
fosfolipasas, presentes en las secreciones toxicas de serpientes.
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2. JUSTIFICACION

En Colombia, contamos con una incidencia de ofidismo causada en el 90 % por el
geénero Bothrops asper, por lo tanto se hace de urgente necesidad el establecer
metodologias y abordajes, que apoyen el conocimiento de la toxicidad proteica del
veneno de dicha especie lo cual ayudaria en el tratamiento del efecto hemotdxico
causado por su mordedura. La aplicacion temprana de las dosis de anti veneno
adecuadas, y el probable control a las lesiones que esta mordedura determina el
curso vital de su efecto o el desenlace incapacitante permanente (amputacion de
miembros, caso mas comun de los casos) o en el peor de los casos, la muerte de
la victima de cobmo consecuencia de la mordedura.

El estudio o conocimiento del veneno de, esta especie podria proyectarse hacia
otras especies, donde se conoce que existen otras secreciones toxicas, de
naturaleza hemotoxicas y/o neurotoxica como: Bothrops, Crotalus, Lachesis, v,
que causan una importante afeccion con las mordeduras a la poblacion
especialmente en zona rural que por su oficio se ven expuestos a este riesgo de
mordedura.

Por lo anterior esta investigacion tiene un impacto relevante en el apoyo a los
esfuerzos investigativos previos que se han realizado para mitigar el efecto
deletéreo que causan las mordeduras de estas serpientes en la poblacion
colombiana, y propone una metodologia de investigacion nueva, mediante
herramientas bioinformaticas para la busqueda de soluciones coherentes, y de
bajo costo para el problema de ofidismo en nuestro pais.
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OBJETIVOS

> Objetivo General.

Buscar homologias con significado biolégico, en las secuencias proteicas
presentes en el veneno de naturaleza toxica de Bothrops asper, reportadas
en las bases de datos biolégicas publicas como posibles alternativas para la
produccion de anti venenos especificos para toxinas.

» Obijetivos Especificos.

a. Proponer protocolos o metodologias investigativas alternativas a las
tradicionalmente utilizadas, empleando nuevas herramientas de la
Bioinformatica para el estudio de secuencias proteicas de naturaleza
toxica.

b. Estudiar moléculas de interés clinico involucradas en las secreciones
toxicas de serpientes Bothrops asper.
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4. MARCO TEORICO

4.1 Bioinformatica.

La Bioinformatica es sin lugar a dudas una ciencia interdisciplinaria, como el
resultado de la unidn indisoluble entre las tecnologias informaticas y las ciencias
biolégicas. Fue concebida en principio para resolver interrogantes como los
siguientes: ;cémo almacenar y organizar secuencias de ADN? ;Como conocer
mas acerca de la estructura de una proteina? ;Coémo comparar secuencias de
proteinas o predecir su estructura? En esta era post gendmica, la adquisicion de
nuevas y mejores herramientas computacionales ha hecho posible que la
Bioinformatica se convierta en pieza clave para aplicaciones como diagndstico
molecular, hallazgo de nuevos farmacos, (Franco et al, 2008), entre otros.

Brown ( 2000) , definié la Bioinformatica como «el uso de computadores para la
adquisiciéon, manejo y analisis de la informacién bioldgica», de esta forma la
contextualiza en la interseccion de Ila biologia molecular, la biologia
computacional, la medicina clinica, las bases de datos informaticas, el Internet y el
anadlisis de secuencias (Brown, 2000). En la actualidad existen bases de
conocimiento porque contienen el conocimiento biolégico acumulado necesario
para comprender el funcionamiento y la utilidad en todos los niveles de
organizacion de un ser vivo (molecular, celular, y del organismo completo). Asi por
ejemplo, estas bases incluyen todas las familias de proteinas con sus dominios
funcionales y sus estructuras tridimensionales. (Martinez Barreneche, 2007).

4.1.1 La Bioinformatica: actualidad y perspectivas futuras para Colombia.

La Bioinformatica se puede considerar en la actualidad como una de las columnas
en la investigacion de los sistemas vivos; el beneficio de ésta para el estudio de
los seres vivos y sus interacciones es incuestionable. Hasta ahora se ha basado
en la acumulacién de datos (genes, proteinas, genomas enteros); la tendencia
futura de esta disciplina apunta hacia la integracion del conocimiento bioldgico a
varios niveles desde los genomas hasta la organizacién de los elementos mas
complejos de la vida, las moléculas.

Ademas del enorme potencial aun por explotar de la Bioinformatica junto con
todas sus herramientas en el campo molecular, genético y farmacoldgico entre
otros muchos, la Bioinformatica apunta también a ser parte del pool de soluciones
que posiblemente serviran como mitigadoras de los dafios causados por el cambio
climatico a causa del calentamiento global por el aumento de los gases
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invernadero como productos de la contaminacién ambiental por la industrial y el
escape de monoxido de carbono de los automdviles. Lo anterior, debido a que
permite hacer analisis de los potenciales microorganismos que por bioprospeccion
pueden jugar un papel crucial en éste proposito.

Asimismo, la Bioinformatica tiene un uso de primer orden, para temas
relacionados con investigacién molecular para Colombia que es uno de los paises
con mayor biodiversidad del mundo. Por lo tanto, éste se ve enfrentado al reto de
iniciar varios frentes de accion de forma coordinada para consolidar el
conocimiento completo de dicha biodiversidad. La Bioinformatica ofrece las
herramientas y los conceptos para sistematizar y aprovechar ese conocimiento
(Barreto Hernandez, 2008)

4.2 Las serpientes y su veneno

4.2.1 Generalidades:

Las serpientes aparecieron en la era cenozoica. En la actualidad se pueden
encontrar en casi cualquier lugar y algunas de ellas pueden ser muy peligrosas.
Pertenecen a la clase Reptilia (amniotas, respiracion pulmonar, sin metamorfosis,
ectodermos), orden Squamata, que también comprende a los lagartos (escamas
epidérmicas, corazon tricavitario, cuerpo alargado); suborden Ophidia (apodos, sin
orificio auditivo externo ni parpados méviles) (Gonzalez et al, 2009).

La distribucién de las poblaciones de las distintas especies de serpientes varia en
las distintas regiones y latitudes del planeta. Algunos de los individuos de esta
Clase se conocen como venenosos, ya que son capaces de producir una
intoxicacién en otros animales debido a la inoculacion mediante mordedura del
veneno de sus glandulas salivales (Perez-Nogues et al, 2008). La mayoria de las
serpientes son terrestres, algunas son arboricolas.

Existe ademas un grupo bien diferenciado, el de las serpientes marinas, que son
de vida estrictamente acuatica. De las serpientes terrestres se estima que la
mayoria son inofensivas y solo el 10 a 15% son verdaderamente venenosas y
peligrosas para el hombre.

4.2.2 Serpientes en Colombia.
En Colombia, un pais de variada topografia y formaciones vegetales, son
abundantes y se encuentran desde las aguas del océano pacifico y el nivel del

mar, hasta alturas de 3000 metros aproximadamente (Angel, 1987).

Las serpientes venenosas en Colombia pertenecen a los géneros Bothrops,
Crotalus, Lachesis, Micrurus y Pelamis; los accidentes por envenenamiento ofidico
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son causados principalmente por los géneros Bothrops (90%), Crotalus 'y Micrurus.
El género Bothrops (mapana, cuatro narices, pudridora, pelo de gato, 24 etc.) se
encuentra ampliamente distribuido en el pais, es la mas importante debido a su
amplia distribucion geografica, y como la productora de la mayor cantidad de
veneno; se encuentra en bosques humedos, en plantaciones de banano, cafa,
arroz y potreros (Patifio, 2002).

4.3 Tipos de venenos.

Los venenos de serpientes son complejas mezclas de diversas proteinas y
polipétidos con potencial actividad farmacoldgica (Manjunatha, 2006). Estos tienen
un importante papel para incapacitar e inmovilizar a su presa, asi mismo como
para degradarla (Tu, 1991). A través de los ultimos afios un gran numero de
toxinas que afectan directamente la circulacion, han sido aisladas vy
caracterizadas, a partir de diferentes venenos de serpiente (Markland, 1998 ).

Principalmente podemos distinguir dos tipos de veneno vy, por lo tanto, dos tipos de
envenenamiento: un veneno hemotoxico y un veneno neurotoxico. En una
clasificacion menos general y siguiendo a los autores (Chippaux & Goyfon, 1998)
las sustancias presentes en los venenos de serpientes se pueden dividir en:

Neuro- y/o Mio-Toxinas: Las mas importantes son las neurotoxinas pre-
sinapticas con actividad fosfolipasica y las neuro-toxinas post-sinapticas
- Toxinas que se acoplan de receptores membranales induciendo citélisis.
- Hemorraginas (SVMPs): Causan dafio a endotelios vasculares.

Factores que influyen la coagulacién sanguinea: Son numerosos pero la
mayoria son enzimas que convierten el fibrinbgeno en fibrino-péptidos.
- Enzimas: Tienen estructura y actividad variadas pero generalmente muestran
menos toxicidad que las neuro-toxinas

4.4 Mecanismo de Accion del Veneno.

Con relacion al veneno, este es una secrecidn espesa, viscosa de color blanco
amarillenta de gran complejidad quimica que puede poseer hasta 30 fracciones
diferentes, entre proteinas o péptidos con actividad enzimatica o farmacoldgica;
aminoacidos libres, acidos organicos, azucares como glucosa, galactosa; aminas
biégenas como acetilcolina, histamina, serotonina; acidos grasos; agua, detritos
celulares, iones como sodio, calcio y zinc; hialuronidasa, enzima que facilita la
difusion del veneno a los tejidos; riboflavina y L-aminoacido-oxidasa responsables
del color amarillo del veneno y de las propiedades antibacterianas
respectivamente. El veneno de las diferentes especies y aun de la misma especie
varia en su constitucion segun la edad de la serpiente, la localidad geografica, la
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época del afno y otros factores, teniendo en cuenta que los venenos del mismo
geénero tienen reactividad cruzada con algunas fracciones de los venenos de otros
geéneros de la misma familia (Otero & Mesa, 2006).

4.5. Fosfolipasas (FLA)

De principal interés en este trabajo, las fosfolipasas representan uno de los
componentes mas importante de los venenos de serpientes, de especies como B
asper, estas son responsables del efecto catalitico, de la mionecrosis,
neurotoxicidad, cardiotoxicidad, hemdlisis y del efecto anticoagulante e inhibidor
de la agregaciéon plaquetaria (Otero, 1994) En la Tabla # 1 se relaciona una
clasificacion general de las Fosfolipasas:

Tabla 1 Clasificacion general de fosfolipasas (Valdes-Rodriguez et al, 2002)

FLA=

Localizacién

Efectos fisicldgicos

Grupo| o pancredtica

Grupo llo inflamatoria

Jugo pancreatico, pulman,
higado, rinén, bazo, suero

Fluido sinovial, plasma,
puimdn, higado, plaquetas,
macrfagos, pu:ulimc*'fonh cleares

Digestidn defosfolipidos,
contraceién muscular lisa,
profiferacion celular, migracion
celular

Produccitn de potentes
mediadores lipidicos
de lainflamacian,

activacion de linfocitos T,
gliminacidn de bacterias,
migracin celular, degranulacion

de mastocitos
FLA.-B Cerebro, testiculos, intesting, ?
FLA.-10 corazon, placenta, higado ?
Insectos Venenos Digestion, neurotodcidad,
Serpientes miotoxicidad efectos

anticoagulantes

Las toxinas del veneno de serpiente que prolongan la coagulacién sanguinea son
proteinas o glicoproteinas con masas moleculares entre 6 kDa y 350 kDa. Estos
factores inhiben la coagulacion de la sangre por diferentes mecanismos. Algunas
de estas proteinas anticoagulantes presentan las actividades enzimaticas, tales
como FLA, (fosfolipasas Ay) y proteinasas, mientras que otras no presentan
ninguna actividad enzimatica (Manjunatha, 2006).

Dentro de las Fosfolipasas se puede encontrar una clasificacion, las FLA, de
venenos que se podrian clasificar en 3 grupos, teniendo en cuenta su estructura
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primaria: el grupo | incluye las Fosfolipasas A, pancreaticas de mamiferos y del

veneno de serpientes de la familia Elapidae; el grupo Il esta formado por aquellas
FLA, de mamiferos no-pancreaticas, asi como las derivadas del veneno de

serpientes de la familia Viperidae y por ultimo las FLA_s derivadas del veneno de
abejas y algunos lagartos que pertenecen al grupo Il (Araya Castillo, 2004).

Las fosfolipasas A, (FLA2) son un gran grupo de proteinas que poseen funciones
moleculares parecidas y muestran homologia enorme (Soares, Rodrigues et al,
1997). No son exclusivas de veneno de serpiente, pero han sido encontradas
mayoritariamente en serpientes, y tejidos de mamiferos, en los cuales estan
directamente relacionadas en diversas funciones normales y en algunas
enfermedades como reumatismo osteoartritis, asma, psoriasis y choque séptico
(Duque Osorio et al, 2007)

Las Fosfolipasas A, miotdxicas pueden ser divididas en dos grupos (Mebs, 1998):

1. Las FLA,s neurotoxicas, las cuales pueden ser de cadena simple o
proteinas complejas constituidas por FLA,s como subunidades. Estas son
altamente toxicas con una LD50 en un rango de 0.002 a 0.2 mg/kg
(inyeccion intravenosa en ratones).

2. Las FLAzs no neurotdxicas, menos toxicas, con una LD50>1mg/kg, pero
que exhiben actividad miotéxicas considerables. Dentro de éste grupo se
pueden distinguir dos subgrupos:

I. FLA2s enzimaticamente activas.
Il. FLA2s enzimaticamente inactivas

4.5.1 Fosfolipasas A; y Necrosis Muscular.

Dentro de los efectos nocivos que producen las FLA_s, la Miotoxicidad (necrosis

muscular) hace referencia a la capacidad de causar dafio en el musculo
esquelético arruinandolo, lo cual implica una alteracion de la arquitectura normal
de las fibras del musculo esquelético (Araya Castillo, 2004). Este efecto se podria
explicar debido a la pérdida de la integridad de la membrana plasmatica, lo cual
podria conllevar a un incremento en la inespecificidad de la permeabilidad de ésta
y con ello el colapso de todos los gradientes i6nicos existentes. Sin embargo, aun
no se ha identificado el receptor especifico ni el mecanismo por el cual su rapido
efecto es ejercido (Lomonte et al, 2003)
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Miotoxinas de Serpientes

— Miotoxinas Fequenas: Viperidas

—— Cardiotoxinas: Elapidae

| PLAS: Elapldas:
Mio v Neurotauicas o
e PLA S | PLAS Asp48 = Miotoxina | (M 1):
Enzimaticamante Aclivas

Il PLAS: Vipendae:
Mo MNeurotdxicas
| PLAS Lys48 = Miotoxina 1 (Mt Il):

Enzimaticaments Inaclivas

Figura 1 Clasificacion de las miotoxinas de veneno de serpientes. Tomada de (Lomonte, Angulo, &
Calderon, 2003)

La necrosis de tejido muscular o mionecrosis es uno de los efectos mas notables
de los envenenamientos por serpientes de la familia Viperidae (Gutierrez &
Lomonte, 1989).

Las primeras miotoxinas de venenos de serpientes del género Bothrops fueron
purificadas en 1984, a partir del veneno de B. asper (Gutierrez & Ownby, 1984).

Los estudios de las secuencias de estas miotoxinas han permitido clasificarlas en
dos subtipos: aquellas que presentan aspartato en el residuo 49 y las que
presentan lisina en dicha posicién. Esta diferencia tiene implicaciones drasticas en
la catalisis, ya que el aspartato en el residuo 49 juega un papel central en la
capacidad de estas proteinas de unir el ion calcio, el cual es requisito para la
actividad catalitica al estabilizar el intermediario tetraédrico caracteristico de esta
reaccion (Arni, et al 1996). La sustitucion de aspartato por lisina tiene como
consecuencia una incapacidad de la molécula para ligar calcio y, por lo tanto, la
pérdida de la actividad enzimatica. Las primeras lisinas 49 aisladas vy
secuenciadas fueron la miotoxina || de B. asper y la bothropstoxina de B.
jararacussu (Cintra et al, 1993). Lo interesante de este grupo de Lis49 es que,
pese a ser inactivas enzimaticamente, poseen una fuerte accion miotdxica. Esta
observacion demuestra que la actividad de hidrdlisis de fosfolipidos no es
estrictamente necesaria para lesionar la integridad de la membrana plasmatica de
las fibras musculares, evidenciando que otras regiones moleculares diferentes del
sitio catalitico son las responsables de este efecto (Gutierrez , 2002). Se ha
demostrado que las miotoxinas, sean éstas Asp49 o Lis49, causan un daino grave
a la integridad de la membrana plasmatica de las células musculares, causando
un influjo de calcio hacia el citosol, lo cual pone en actividad una serie de eventos
degenerativos que culminan con lesiéon celular irreversible (Gutierrez & Ownby,
1984). El sitio de union de estas miotoxinas a la membrana plasmatica no se ha
establecido claramente, aunque se plantea la existencia de dos tipos de sitios de
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union: (a) fosfolipidos negativos (Diaz et al, 2001) presentes en las membranas de
muchos tipos celulares, lo cual explica la amplia accion citolitica de estas
proteinas in vitro (Lomonte & Pizarro, 1999); y (b) receptores proteicos, presentes
en células musculares, lo cual hace a estas células mas susceptibles a la accion
de las miotoxinas, sin embargo, la identidad de estos receptores proteicos para las
miotoxinas aun no ha sido establecida.

4.5.2 Inhibidores de Fosfolipasas A;

Los inhibidores de Fosfolipasas A, se clasifican en tres familias: (a) proteinas con
homologia con secuencias de unién a carbohidratos de lectinas tipo C, (b)
proteinas con secuencias ricas en leucina, y (c) proteinas con el motivo de ‘tres
dedos’, caracteristico de diversos grupos de proteinas, como las a - neurotoxinas
de venenos de elapidos (Lizano et al, 1999).

La existencia de este tipo de inhibidores esboza alguna posibilidad para su
utilizacién en el perfeccionamiento de la terapia antiofidica en el futuro; ademas,
permite su utilizacion como compuestos de base para la sintesis de nuevos
inhibidores enzimaticos con posible uso farmacéutico mas general, dada la
relevancia de las proteinasas y Fosfolipasas endoégenas en procesos como el
cancer y las enfermedades inflamatorias y neurodegenerativas. (Gutierrez , 2002)

4.6 Metaloproteinasas:

Las metaloproteinasas estan presentes en los venenos de muchas serpientes, y
estructuralmente se clasifican en trypsin-like serine proteinases (SVSPs) and
metalloproteinasas (SVMPs), la composicidén de los venenos de serpiente contiene
almenos 30 % de SVMPs, lo que sugiere que tiene un ro, determinante en el
envenenamiento de la victima, esto evidenciado en el sangrado, en la
coagulacion intravascular, edema inflamacién y necrosis. (Bjarnason & Fox, 1994).

La actividad hemorragica del SVMPs es uno de los principales factores letales en
el veneno de serpiente de vibora. SVMPs Algunos no poseen actividad
hemorragica, pero actuan por mecanismos diferentes tales como la alteracion de
la hemostasia mediada por pro-o anti-coagulante efectos (por ejemplo,
fibrindgenos, fibrolasa, las actividades de la activacion de la protrombina), inhibidor
de la agregacion plaquetaria y la apoptosis (Markland, 1998)
SVMPs son endopeptidasas mono zinc que varian en tamafio de 20 a 100 kDa y
se agrupan en varias subclases de acuerdo con su organizacion de dominio
proteico (H. Takeya, et al 1993)
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4.6.1 Clasificacion de metaloproteinasas.

SVMPs se clasifican en las clases Pl a P-lll de acuerdo con su dominio de
organizacion SVMPs Pl son la mas simples clases de enzimas que contienen sélo
una metaloproteinasa (M) de dominio. Las de tipo P-ll SVMPs contienen una
metaloproteinasa de dominio seguido por un desintegrina (D) de dominio. P-IlI
SVMPs contienen M, desintegrina-como (D) y dominios (C) rica en cisteina. P-lll
SVMPs se dividen en subclases basadas en sus distintas modificaciones post-
traduccionales, como homo-dimerizacion (P-llic) o protedlisis entre dominios My
D (P-llIb). (Takeda, 2011)

4.6.2 Actividad Biol6gica de la SMVPs

La mayor parte de las actividades funcionales de SVMPs se asocian con
hemorragia o la alteracion del sistema hemostatico, que son principalmente
mediado por la actividad proteolitica del dominio M. SVMPs causar hemorragias al
alterar las interacciones entre las células endoteliales y la membrana basal a
través de la degradacion de las proteinas de la membrana celular endotelial (por
ejemplo, la integrina, cadhelin) y componentes de la membrana basal (por
ejemplo, la fibronectina, laminina, colageno IV) (Baramova & Shannon, 1989)

4.7 Recursos terapéuticos y tratamientos contra mordedura de serpiente:

El suero antiofidico puede ser:

POLIVALENTE: Se utiliza para tratamiento provocados por accidentes Bothropico
(mapana), Crotalico (cascabel) y en algunos sueros por reaccién cruzada el
Lachésico (verrugosa).

MONOVALENTE: Usados exclusivamente para la mordedura de un solo tipo de
serpientes y pueden ser:

Antibothropico: Contra la mordedura de mapana, taya x, cuatro narices.
Anticrotalico: Contra mordedura de cascabel
Antilachesico: Contra mordeduras de verrugosa, surucucu

Anticoral: Contra mordedura de corales
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4.8 Complicaciones de la Sueroterapia

La complicacion mas frecuente luego de la aplicacion del suero antiofidico, es la
aparicion de reacciones de hipersensibilidad; éstas pueden ser inmediatas o
tardias. Las inmediatas se presentan en las primeras seis horas después de
administrado el suero y se caracterizan por la aparicion de urticaria, eritema en el
tronco y la cara, fiebre, mareo, vomito y arritmias. Un cuadro mas severo y de
aparicion inmediata, es el shock anafilactico con colapso circulatorio, palidez o
cianosis marcadas, bronco espasmo y edema glético (Rodriguez & Negrin, 2009),
a continuacion se usa una clasificacion hecha por (Mota, 2008) usada en la parte
de justificacion:

4.8.1 Tipo | o inmediata: Reacciona el antigeno con el anticuerpo fijo a los
mastocitos liberando histamina y otras sustancias inmunoldgicas. Es la reaccion
anafilactica propiamente dicha, se inicia con rinorrea, estornudo, lagrimeo,
enrojecimiento conjuntival, congestion facial, prurito generalizado, urticaria,
taquicardia e hipotension. Las situaciones mas graves conllevan bronco espasmo
o edema laringeo con gran dificultad respiratoria, taquicardia e hipotension arterial
por shock cardiovascular (Mota, 2008)

4.8.2 Tipo Il o tardia: Las mediadas por hipersensibilidad tipo Ill, que
aparece a los varios dias o semanas del emponzofiamiento con fiebre, artralgias,
linfadenopatias, angioedema y urticaria. Puede aparecer glomerulonefritis o
sindrome nefrético por depdsito de inmunocomplejos en glomérulos renales, o
vasculitis como la purpura de Shonlein-Henoch. (Mota, 2008)

4.9 Alternativas a la sueroterapia.

La busqueda de anti venenos con menores reacciones adversas ha sido intensa
en la ultima década. Asi de los anti venenos a base de Inmunoglobulina G total, se
ha pasado a la produccion de gammaglobulina digerida enzimaticamente:
obteniendo fracciones altamente purificadas Fab y mas recientemente la Fab2
dando lugar a una nueva denominacion farmacéutica, los faboterapicos. (Zavaleta-
Martinez-Vargas, 2004).

Varias alternativas se han planteado frente a la escasez de suero antiofidico
existente en Latinoamérica: la evaluacion cruzada de los sueros fabricados en
diferentes paises centro y sudamericanos a fin de determinar sueros de uso
potencial en zonas de escasez, (Estevez, De Roodt, & Otero, 2004) la busqueda
de otros agentes terapéuticos alternativos a partir de recursos naturales como las
plantas medicinales, algunos de cuyos componentes neutralizan in vitro las
fracciones hemorragica y letal de venenos botropicos, o el empleo de agentes
quimicos sintéticos capaces de neutralizar una o mas actividades del veneno.
(Rucavado,et al 2000 ), y la investigacion alternativa en este trabajo se proyectan
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como opciones en la busqueda de alternativas al clasico suero antiofidico
producido en la actualidad.

4.10 Diseiio de vacunas y prediccion de epitopes.

El disefio de vacunas efectivas y seguras basadas en proteinas terapéuticas
requiere conocimiento sobre epitopes de células T y células B. Mientras que los
meétodos de prediccidon de epitopes de células T estan disponibles, la prediccion de
epitopes de células B, es un poco mas complicada. (van de Weert & Maller, 2008)
Los epitopes de células B pueden ser lineales (continuos) o de conformacién
(discontinua). Los Epitopes lineales se construyen con residuos de aminoacidos
que son secuenciales en las secuencias primarias de la proteina.
Aproximadamente el 10% de los epitopes de células B puede contener un sitio de
unién lineal primaria. Los epitopes conformacionales no son secuenciales en la
secuencia principal. En las proteinas globulares, podria suponer el 90% de los
epitopes de células B (Bentley, 1996).

Los epitopes de células B fueron identificados a partir de una serie de proteinas
por combinaciones in vivo e in vitro en diferentes enfoques, por ejemplo ensayos
con animales, cristalografia de rayos X, ingenieria de proteinas, escaneo de
péptido ,deteccion inmune a la competencia de azar y bibliotecas de oligo-péptidos
(Roggen, 2008)

4.10.1 Enfoques de la Bioinformatica para la predicciéon de epitopes para
células B.

Con los afos, la bioinformatica ha permitido calcular y predecir diversas
caracteristicas de proteinas (incluyendo la estructura) estructura primaria de
aminoacidos.

Estas herramientas han establecid las bases para el desarrollo de una serie de
herramientas informaticas a fin de evaluar la antigenicidad de las proteinas. Lo
que ha permitido un gran avance en el desarrollo de medicamentos y
aproximaciones mas acertadas al disefio de farmacos.

Los métodos actualmente disponibles se pueden agrupar en seis tecnologias de
cada uno con la expectativa general de predecir antigenicidad de cualquier
proteina de importancia relevante.

Tecnologia 1:

Herramientas para Prediccion de epitopes de células B basado en las
caracteristicas de la misma proteina.
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Tecnologia 2
Herramientas para Prediccidon de epitopes de células B usando Herramientas de
prediccion basada en una combinacion de las caracteristicas de las proteinas.

Tecnologia 3
Usando herramientas de aprendizaje de maquinas o learning machines tools.

Tecnologia 4
Prediccion a partir de estructuras en 3 D

Tecnologia 5
Prediccién de inmuno-genicidad de proteinas desconocidas a partir de proteinas
conocidas.

Tecnologia 6.
Prediccion de epitopes de células B por mapeo de secuencia de aminoacidos y

motivos.

4.10.2 Herramientas Bioinformaticas para la prediccion de epitopes para
células T (T cell epitopes.)

La inmunidad se manifiesta como respuestas inmunes ya sean celulares o
humorales, la respuesta celular inmunitaria es dada por las células T, las células T
constantemente patrullan el organismo, a la la caza de las proteinas procedentes
de patégenos, microorganismos (como virus, bacterias, y parasitos), aunque en
las mordedura de serpiente se ha demostrado como algunas toxinas e inclusive
venenos inhiben la funcion de algunas células del sistema inmune, como por
ejemplo los macrofagos. Se ha demostrado también que algunos pacientes que
han sufrido mas de una mordedura por serpientes del mismos género, pueden
producir anticuerpos, sin embargo no es claro aun la capacidad neutralizante
sobre de dichos anticuerpos sobre todos los efectos provocados por los venenos
(Pereanez & Nufiez, 2009).

Las células T expresan una poblacion de diferentes receptores de células T (TCR),
que exhibe una amplia gama de selectividades y las afinidades de sus objetivos

Las TCR reconocen el complejo mayor de Histocompatibilidad (MHC), las
proteinas presentan en la superficie de otras células. Estas proteinas se unen
pequefos fragmentos peptidicos derivados tanto del anfitrion como las proteinas
de patégenos a formar complejos péptido-MHC (pMHC) (Flower & Brusic, 2004)
Un requisito esencial para generar linfocitos B de memoria y anticuerpos es la
presentacion de péptidos antigénicos a moléculas del CMH de clase I, este tipo

de presentacion origina lo que se denomina respuesta humoral. Estos péptidos
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pueden ser predichos por medio de programas computacionales. Para el presente
trabajo se utiliz6 ProPred, programa que hace parte de la suit de herramientas
on line del grupo Raghava, es un software de prediccion basado en un modelo
matematico/estadistico que utiliza matrices cuantitativas para predecir péptidos, en
este caso nonameros (péptidos de 9 aminoacidos (Singh & Raghava, 2001) se usa
para la identificacion de subunidades candidatas para el mejoramiento de un
posible suero, o en alguna forma en el profundizacién del conocimiento del
enorme numero de moléculas que hacen parte y componen el veneno de las
serpientes y que hace tan complicado su tratamiento farmacologico. A esta
herramienta se puede acceder via internet en la pagina web
http://www.imtech.res.in/raghava/propred o} desde su mirror site
http://bicinformatics.uams.edu/mirror/propred.
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5. ANTECEDENTES

En cuanto a la investigacion en venenos de serpientes los esfuerzos cientificos,
han sido numerosos, a continuacion se enumeran algunas investigaciones
relacionadas con la investigacion del veneno de B asper, asimismo como
esfuerzos encaminados a posicionar a la bioinformatica como una herramienta
importante en la investigacion de ciencias bioldgicas.

En el afno 2006, en el articulo titulado Bioinformatics and Multiepitope Dna
Immunization to Design Rational Snake Antivenom (Wagstaff, Laing, Papaspyridis,
& Harrison, 2006) se menciona una novedosa estrategia que pretende identificar
secuencias codificantes de epitopes estructural e inmunogénicos importantes, a
parir de una coleccion de cDNA expresada a partir de las glandulas venosas de
la serpiente Echis ocellatus. Esto se enfoca especialmente en las
metaloproteinasas (SVMPs) que son responsables por una severa Yy
frecuentemente letal hemorragia en las victimas de su mordedura. La importancia
de estudio fue proveer informacion valiosa acerca de la funcion de las secuencias
y estructura, de las hemorraginas, pero aun mas importante, de ofrecer una
novedosa forma de disefiar anti venenos especificos de toxinas; un gran cambio
en el concepto de disefios de anti venenos después de un siglo de produccion
(Wagstaff, et al 2006).

En el Instituto Clodomiro Picado de Costa Rica en el afio 2006, se realizd el
trabajo titulado Serina proteasas de lachesis stenophrys Y Bothrops asper:
produccion de anticuerpos mediante inmunizacion con adn y subclonaje, en el que
se propuso metodologias alternativas usando el subclonaje de una serina
proteasa del veneno de Bothrops asper en el vector de expresion eucariota:
pVAX1-UbC. Tras determinar el nivel de IgGs especificas para la serina proteasa
de L. stenophrys en el suero de ratones inmunizados, se determiné la ausencia de
una respuesta inmune especifica mediante inmunizacion intravenosa, lo cual
evidencia la necesidad de buscar nuevas estrategias para optimizar los
constructos de ADN a ser utilizados. El subclonaje realizado constituye una de
ellas, con el fin de estudiar a futuro el efecto regulador de un promotor muy
conservado en mamiferos (el gen de la Ubiquitina C) sobre la expresion de la
serina proteasa de B. asper (Madrigal-Villalobos, 2006)

En un contexto Nacional, en la universidad de Antioquia se encuentran reportado
el trabajo realizado por Jaime andres Pereariez titulado: Biochemical and
biological characterization of a PLA; from crotoxin complex of Crotalus durissus
cumanensis,
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Un trabajo en la Universidad del Cauca destacado en el campo de venenos es el
de Nancy Patricia Mosquera titulado “Efecto antiinflamatorio del extracto de la raiz
de la planta Polygala panicula en ratones inoculados con dosis subletal de
Bothrops asper (Serpentes: Viperidae)”, en 2008.

También en este mismo campo el trabajo realizado por Rafael Alejandro Camayo
titulado: “Evaluacion del efecto del veneno de bothrops asper (serpentes:
viperidae) sobre fibrinbgeno humano y la neutralizacion producida por sueros
antiofidicos polivalentes colombianos en el 2010”.

En la literatura, también se encuentra el estudio realizado en el campo de la
bioinformatica en 2006, en el que se hacen aportes al campo inmunoldgico para la
malaria, titulado “Busqueda de secuencias con actividad inmunogénica, utiles para
el disefio de un modelo de posible vacuna contra la malaria”, realizado por Roman
Yesid Ramirez (Ramirez, 2006) en el cual el autor propone, por medio de
herramientas bioinformaticas publicas y disponibles, obtener epitopes que van a
ser propuestos como componentes de una aproximacion tedrica de vacuna contra
malaria. Para éste se utilizaron las aplicaciones SRS (Sistema de Recuperacién
de Secuencias) para recuperar proteinas antigénicas de Plasmodium, y las
herramientas: TAPPred, ProPred, CTLPred, ProPred |, ABCPred para la
prediccidn de epitopes, todas estas herramientas bioinformaticas disponibles en
internet en /www.imtech.res.in/raghaval.

Y por ultimo, se encuentra en revision de la literatura, el trabajo titulado
“Aproximacion In Silico a la Estructura 3D de la Proteina Anti veneno DM64 de la
Zarigleya (Mammalia: Marsupialia: Didelphidae)”, como Trabajo de Grado
presentado como requisito parcial para obtener el titulo de Maestria en Ciencias
Basicas Médicas realizado en la Universidad del Valle por Juan Fernando Duque
Osorio. En éste proyecto se hizo una aproximacion in silico (Métodos
computacionales) y por homologia (basado en proteinas cuya estructura 3D esté
establecida por métodos experimentales) a la estructura 3D de DM64, con el
sistema Swiss Model- Deep View para la proteina DM43. Este proceso permitid
estandarizar el uso de Swiss Model- Deep View (SM-DV) como técnica de
modelamiento de proteinas, muy util en nuestro medio por su eficiencia y bajo
costo.
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6. METODOLOGIA

6.1 Busqueda en bases de datos biolégicas

Llamamos bases de datos bioldgicas a aquellas bases de datos que contienen
informacion de tipo bioldgica (proteinas, genomas, enzimas) .Estas son de acceso
publico; a continuacion se especifica cuales se usaran para los diferentes
objetivos de éste Ante-proyecto.

Para identificar las secuencias proteicas candidatas para un analisis bioinformatico,
se utilizara el SRS implementado en el European Bioinformatics Institute (EBI)
http://srs.ebi.ac.uk) y seleccionando la base de datos UNIPROTKB aplicando los
siguientes criterios de inclusion en la busqueda:

Busqueda Secuencias proteicas de |la especie Bothrops asper

Busqueda Secuencias de proteinas de Bothrops asper incluyendo el criterio
de busqueda “toxin”

Busqueda de secuencias que preferiblemente se encuentren completas con
criterio “toxin”

Busqueda de secuencias en fragmentos de proteinas con el criterio "toxin ~
Busqueda de secuencias fibrinbgeno humano cadenas: a, B,y

VV V VYV

Para la busqueda en la base de datos se usara el National Center for
Biotechnology (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con los siguientes criterios de
busqueda:

» Busqueda Secuencias proteicas de la especie Bothrops asper

» Busqueda Secuencias de proteinas de Bothrops asper incluyendo el criterio
de busqueda “toxin.

> Para obtener las imagenes tridimensionales de las moléculas, se usa la base
de datos llamada GENE 3D como motor de busqueda de posibles estructuras
tridimensionales de fosfolipasas A2 y sus respectivos homélogos.

6.2 Almacenamiento de datos:

Los datos de secuencias proteicas completas y fragmentos pertenecientes a la
especie Bothrops asper con los criterios de busqueda previamente explicados,
que se logren encontrar, en las bases de datos, se guardaran y seran puestos
en formato FASTA, -un programa disefiado para la busqueda de similitudes en
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secuencias proteicas descrito en 1988 (Pearson, 1988)- para su posterior analisis
con, la herramienta Bio Edit 7.0.5.3 (Hall, 1999). La estructuras tridimensionales
de las moléculas de interés al estudio, se obtendran de la base de datos GENE
3D, especializada en el almacenamiento de este tipo de informacion bioldgica, y
para su posterior analisis usando los programas de visualizacibn se hace
necesario guardarla con un formato PDB que es el apropiado para la correcta
interpretacion del software que se plantea usar para los analisis y conclusiones
finales.

6.3 Analisis de datos:

La herramienta Bio Edit se usara en primer lugar para encontrar las similitudes en
las secuencias proteicas encontradas en las bases de datos biolégicas publicas
en internet y posteriormente almacenadas en formato FASTA, usando el item
“shade identities and similarities in aligment in window", teniendo en cuenta que
un valor de juicio, igual o superior al 80 % de porcentaje de homologia entre las
secuencias analizadas. También se usaron la herramienta (conserved domains)
para la busqueda de dominios conservados en las secuencias de proteinas tipo
FLA, (Marchler-Bauer, 2009) vy asi poder identificar en qué posiciones de la
secuencia, segun el analisis de la herramienta pueden existir dominios con
actividad catalitica conservada. Lo anterior, para poder tener un criterio mas
acertado en la busqueda y en el analisis de la estructura tridimensional de la
molécula.

6.4 Visualizacion de estructuras:

Por ultimo las estructuras proteicas tridimensionales se analizaron, usando dos
softwares de uso publico cn3D y Swiss-PDBViewer 4.0.1, con el fin de lograr la
ubicacién espacial mas acertada de las secuencias de aminoacidos de interés o
cadenas de aminoacidos de interés para el estudio. De este modo, se obtiene una
vision completa de la orientacion espacial de estos aminoacidos, y se permite una
correcta seleccion de aminoacidos teniendo como principales candidatos, los que
presenten homologias previamente analizadas o bien tengan una orientacion
espacial de superficie dentro de la molécula, estas secuencias seran las
candidatas al posterior analisis inmunologico con el software especializado en
prediccion de epitopes. ya que se supone que los péptidos que son compatibles
con CMH |l se puede wusar el programa Propred disponible en:
http://www.imtech.res.in/raghaval/propred/, ya que no se conoce ningun programa
que haga predicciones de linf TH2 ( importantes por la naturaleza del veneno que
se tiene en cuenta en este estudio) se buscarian algunos epitopes mediante la
metodologia de busqueda de homologias en las estructuras tridimensionales y
después de que se realice esta busqueda se realizaria un BLAST de los
encontrados dentro del trabajo y los propuestos por el programa PROPED.
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6.5 Prediccion de epitopes a partir de secuencias en formato FASTA

Para las FLAs 2 usando BCE pred prediccion de B-cell epitopes usando propiedades
Fisico quimicas (B-Cell epitopes using Physico-chemical properties).

Este algoritmo emplea para el analisis Epitopes de células B se obtuvieron de la
base de datos de células B epitopo (BCIPEP), que contiene 2.479 epitopes
continuos, incluyendo 654 inmunodominantes de 1617 epitopes inmunogénicos.
Todos los epitopes idénticos y péptidos no inmunogénicos se retiraron, por ultimo
se tienen 1029 epitopes continuos de células B uUnicos experimentalmente
probados. El conjunto de datos cubre una amplia gama de grupos patdgenos
como virus, bacterias, protozoos y hongos. El conjunto de datos final se compone
de 1029 epitopes de células B y 1029 epitopes no pepiticos o Peptidos al azar (de
la misma longitud y la misma frecuencia generada a partir de SWISS-PROT).

Bases generales para la prediccion de epitopes:

Parametros generales para la prediccion como la: Hidrofobicidad, flexibilidad,
accesibilidad, superficie de exposicion, polaridad y propension antigénica de las
cadenas de los Poli péptidos han sido correlacionadas, con la localizacion de los
epitopes continuos en algunas proteinas muy bien caracterizadas que se usan
como modelo. Esto ha llevado a la busqueda de reglas empiricas que permitan
predecir la posicion de epitopes continuos a partir de ciertas caracteristicas de la
secuencia de la proteina. Todos los calculos de prediccion se basan en escalas de
propension para cada uno de los 20 aminoacidos.

6.5.1 Métodos para prediccion.

A continuacion se hace una breve descripcion de los métodos aplicados por los
algoritmos para la prediccién

Método de Parker:

En este método, la escala hidrdfilica esta basada en los tiempos de retencion del
péptido durante la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) en una
columna de fase inversa que se construyd. Una ventana de siete residuos se
utilizé para el analisis de la regidén del epitope. El valor correspondiente de la
escala fue introducida para cada uno de los siete residuos y la media aritmética
del valor de residuos siete fue asignado a la cuarta, (i +3), de residuos en el
segmento (Parker & Guo, 1986).

32



Método de Karplus:

En este método, la escala de flexibilidad se construyd basada en la movilidad de
los segmentos de la proteina en base a factores de temperatura conocida de los
carbonos alfa de 31 proteinas de estructura conocida .El calculo estd basado en
una escala de flexibilidad similar al calculo clasico, salvo que en el centro esta el
primer aminoacido de los seis amino acidos de longitud estandar, y hay tres
escalas para describir la flexibilidad en lugar de una sola escala. En el presente
algoritmo de estudio, la escala "3 Karplus™ se utilizé para la prediccion de la region
de los posibles epitopes (Karplus & Schulz, 1985).

Metodo Emini:

El célculo se basa en la escala de la superficie de la accesibilidad a un producto.
El perfl de la accesibiidad se obtiene usando Ila formula:
Sn_=(n+4 +) (0.37) -6, Donde Sn es la probabilidad de superficie, dn es el
valor de la superficie de probabilidad fraccional, entonces j varia de 1 a 6. Una
secuencia hexapéptido, con Sn igual a la unidad y las probabilidades mayores a
1.0, indican una mayor posibilidad de poder ser encontrado en la superficie de la
molécula. (Emini, 1985)

Método Pellequer:

Este método se basa en el andlisis de los plegamientos beta, el calculo se basa
en una escala de plegamiento, pero habia 3 escalas para describir plegamientos,
en vez de una sola. Una ventana de siete residuos es usada para el analisis de la
region de epitope. El valor correspondiente de la escala fue introducido para cada
uno de los siete residuos, y la media aritmética de los siete residuos es asignado
al cuarto (i+3) residuo en el segmento, se hizo una suavizacion de la curva
Gauss, que asigna los pesos a cada uno de los siete residuos los valores para los
pesos son (0.05/0.11/0.19/0.22/0.19/0.11/0.05). (Pellequer & Westhof, 1993)

Método de Kolaskar

En este método 156 determinantes antigénicos se usan (<20 aminoacidos) estos
se analizan en 34 diferentes proteinas, para calcular la propension antigénica (Ap)
de los residuos. Esta escala antigénica se utilizd para predecir los epitopes en la
secuencia.

6.5.2 Medida de precision de la predicciéon

Ambos umbrales tanto el de medidas dependientes como el de independientes
han sido usadas para evaluar el rendimiento de la prediccién.
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Umbral de medidas dependientes:

Tres parametros se utilizan para medir el desempefio de los métodos de
prediccion. Lo que sigue es una breve descripcion de estos parametros:

1. Sensibilidad (Qsens): la sensibilidad de los métodos de prediccion se define

como el porcentaje de epitopes que se predijo correctamente como epitopes.
Mayor sensibilidad significa que casi todos los posibles epitopes se incluiran en los
resultados previstos,

Qsens = (TP/TP+FN)*100
Donde TP se refiere a verdaderos positivos y FN a falsos negativos.

2. Especificidad (Qspec): La especificidad se refiere al de los métodos de
prediccion se define como el porcentaje de predicciones correctas de los no
epitopes.

Qspec = (TN /VN + FP) * 100.

Donde TN se refiere a verdaderos negativos y FP a falsos positivos.

3. Exactitud (Qacc) es una medida muy comun usada para medir el rendimiento e
un calculo con algoritmos.

Qacc =( TOTc/Total)*100

Dénde: TOTc es el numero de predicciones correctas incluidas TP (true positives)
positivos verdaderos y FN (false negatives) falsos negativos.

Todos los parametros utilizados sensibilidad, Especificidad, Exactitud en este
algoritmo fueron calculados con un umbral que va desde -1.5 a +3.0.

6.5.3 Umbral de Medidas Independientes

Un problema con las medidas de umbral dependiente es que ellos miden el
rendimiento de un determinado umbral. Ellos fallan en la utilizacion de toda la
informacion proporcionada por un método de evaluacién. ElI Receiver Operating
Characteristics (ROC) es una medida independiente de umbral que se ha
desarrollado como una técnica de procesamiento .Un grafico de ROC se obtiene
representando todos los valores de sensibilidad (fraccion de verdaderos positivos)
sobre el eje y en contra de su equivalente (1 - especificidad) valores (fraccion de
falsos positivos) para todos los limites disponibles en el eje "x".

34



Procedimiento de normalizacion:

Cada propiedad de la escala se compone de 20 valores, asignados a cada uno de
los tipos de aminoacidos sobre la base de su propension relativa como se describe
en el cuadro, se calculd la media de siete valores maximos y siete valores
minimos de una escala de propiedades fisco quimicas dada, y luego se calculé la
diferencia entre los dos. Los valores originales de la escala de cada uno se
establecen entre 3 a -3 utilizando las formulas

Puntaje de Normalizacion = AMS /DS * 6

Dénde: AMS se refieren al promedio de los siete valores maximos y minimos de la
escala de caracteristicas fisico-quimica, y DS se refieren a la diferencia entre el
maximo puntaje y el puntaje minimo. De esta forma se establece La puntuacién en
3 (maxima) y -3 (minima) para la normalizacién.

6.6 Algoritmo de Prediccion de epitopes no lineales:

Disco tope es un algoritmo matematico desarrollado de manera que permite la
identificacion de epitopes no lineales en moléculas de las cuales se disponga, una
estructura tridimensional definida en formato .PDB

El descubrimiento de epitopes discontinuos de células B es un reto importante en
el disefio de vacunas. Anteriores métodos de prediccion de epitopes han sido en
su mayoria sobre la base de secuencias lineales de proteinas y no son muy
eficaces. Con DiscoTope, un método para la prediccion epitopes discontinuos que
utiliza la informacion de datos estructurales de secuencias proteicas de las cuales
se dispone su estructura tridimensional en formato .pdb .El método se basa en
estadisticas de aminoacidos, la informacién espacial y el acceso a la superficie en
un conjunto de datos recopilados de epitopes discontinuos determinados por
cristalografia de rayos X de anticuerpos contra los complejos antigeno proteico
(Nielsen & Lund, 2006). DiscoTope es el primer método para centrarse
explicitamente en epitopes discontinuos. Se demuestra que el método basado en
la estructura nueva tiene un mejor desempefio para la prediccion de los residuos
de epitopes discontinuos que los métodos basados unicamente en informacion de
la secuencia y que puede predecir con éxito los residuos epitopes, que han sido
identificados por técnicas diferentes. DiscoTope detecta el 15,5% de residuos
situados en epitopes discontinuos con una especificidad del 95%. En este nivel de
especificidad, la escala convencional Parker hidrofibicidad para prediccion lineal
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epitopes de células B identifica solo el 11,0% de los residuos situados en epitopes
discontinuos. Predicciones por el método de asignacion DiscoTope puede guiar el
mapeo o identificacion de epitopes experimentales, tanto en el disefio de vacunas
racionales y desarrollo de herramientas de diagnostico y puede llevar a
identificacion de epitopes mucho mas eficiente. ( Nielsen & Lund, 2006)

Diferentes umbrales para la puntuacion Disco-Tope pueden traducirse en valores
de sensibilidad especificidad /. En un punto de referencia que contiene mas de 75
antigeno / anticuerpo, las relaciones se encontraron los siguientes porcentajes de
relacion.

Puntuacion Sensibilidad Especificidad

>-3,1 0,16 0,95
>-4,7 0,24 0,90
>-6,0 0,32 0,85
>-6,9 0,40 0,80
>-7,7 0,47 0,75

Una Especificidad de 0,75 significa que el 25% de los residuos no epitopes fueron

predichos como parte de epitopes.
Una sensibilidad de 0,47 significa que el 47% de los residuos epitopes fueron
predichos como parte de epitopes.

36



7. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

Después llevar a cabo una busqueda en las bases de datos publicas disponibles
via internet NCBI Y EBI (European Bioinformatics Institute) en la tabla 2 se
agrupan las secuencias proteicas encontradas, pertenecientes a la especie B
asper, necesarias para realizar el respectivo analisis de homologias, de las
secuencias que contiene moléculas nocivas, de naturaleza hemotoxicas, a
continuacion se presentan dichas secuencias proteicas

Tabla 2. Secuencias de la especie B. asper encontradas en bases de datos.

Codigo referencia Nombre de uniprot Descripcion de la Longitud de
uniprot proteina secuencia
P20474 PA21_BOTAS Phospholipase Fosfolipasa A2 137 aa

A2
P24605 PA2H2_BOTAS Fosfolipasa A2 homologo 137 aa
Phospholipase A2 homolog 2 2
Q9PVE3 PA2H3_BOTAS Fosfolipasa A2 homologo 138 aa
Phospholipase A2 homolog M1, 3-3
M1-3-3
Q9PRT7 PA2H4 _BOTAS Fosfolipasa A2 homologo 23aa (fragmento)
Phospholipase A2 homolog 4 4
P81077 BOTAS Myotoxin inhibitor Proteina inhibidora de 63aa
protein MIP Miotoxina
P0C616 PA2HA BOTAS Fosfolipasa A2 137aa
Phospholipase A2 homolog Homologo 4a
4a
Metaloproteinasas/ 477 aa
QO072L5 VM2_BOTAS Zinc desintegrina.
Metaloproteinasa / 63 aa
P84035 VMBAS_BOTAS Zinc basperin A (activador de
protrombina)
Metaloproteinasa Bap 1 408 aa
P83512 VMBP1_BOTAS Zinc
259 aa
QO072L6 VSPL_BOTAS Venom serine Proteinasa

Para realizar un estudio de las homologias hipotéticas, que se esperaban
encontrar en este trabajo se debian comparar las secuencias de la especie, B
asper con especies de similares caracteristicas tanto en la composicion de la
secrecion toxicas, asi mismo como de su distribucion geografica, se escogieron
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las especies: Lachesis muta muta y Crotalus durissus. A continuacion se muestran
las secuencias proteicas encontradas para cada una de estas especies.

Tabla 3 . Secuencias de la especie Crotalus durissus encontradas en las bases de datos.

Caodigo referencia Nombre de uniprot Descripcion de la Longitud de
uniprot proteina secuencia
Q90Y12 BNP_CRODU Bradykinin Péptidos natriureticos 181 aa
tipo C
Q719L8 CRCO_CRODU Crotocetin 148 aa
Crotocetin
Q719L9 CRC1_CRODU Crotocetin-1 158 aa
Crotocetin
093426 CVXA_CRODU Convulxin 158 aa
subunit alpha
093427 CVXB_CRODU Convulxin 148 aa
subunit beta
057540 MYC1_CRODU Crotamine Crotamina 65 aa
CRO1
QI9PWF3 MYC2_CRODU Crotamine Crotamina 65 aa
CRO2
MYC3_CRODU Crotamine Crotamina 64 aa
073799 CRO3
P01475 MYXC_CRODU Crotamine Crotamina 42 aa
POCAS5 PA215 CRODU Fosfolipasa A2 122 aa
Phospholipase A2 F15
POCAS6 PA216_CRODU Fosfolipasa A2 122 aa
Phospholipase A2 F16
P62022 PA2B_CRODU Fosfolipasa A2 138 aa
Phospholipase A2 CB1
MYX1_CRODU Myotoxin-1 Miotoxinas 65 aa
P24331
MYX2_CRODU Myotoxin-2 Miotoxinas 64 aa
P24332
MYX3_CRODU Myotoxin-3 Miotoxinas 65 aa
P24333
MYX4_CRODU Myotoxin-4 Miotoxinas 51 aa
P24334
P34182 HRTE_CROAT Zinc Metaloproteinasa 478aa
metalloproteinase/disintegrin;
Q90282 VM2B_CROAT Zinc Metaloproteinasa 609aa
metalloproteinase-disintegrin
C9E1R7 M2_CROAT Zinc Metaloproteinasa 486aa

metalloproteinase/disintegrin
VMP-II;
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Tabla 4. Secuencias Miotoxinas de especies varias encontradas en bases de datos.

Caodigo referencia Nombre de UniProtKB Descripcion de la Longitud de
UniProtKB proteina secuencia
P24330 CROAD Myotoxin; Miotoxin de la 45aa

especie Crotalus
adamantus
P12029 MYX2_CROVC Myotoxin-2; Miotoxinas de la 43aa
especie Crotalus
concolor.
P63175 [IMYX2_CROVV Myotoxin-2; Miotoxina especie 45aa
Crotalus viridis viridis
P01477 MYXC_CROVH Myotoxin Miotoxina Crotalus 43aa
viridis helleri

Para la especie Lachesis muta se encontraron reportadas en las bases de datos las
siguientes secuencias proteicas de naturaleza toxica:

Tabla 5. Secuencias de la especie lachesis muta encontradas en bases de datos.

Caodigo referencia Nombre de UniProtKB Descripcion de la Longitud de secuencia
proteina
P22796 HRL2_LACMU Factor hemorragico 200aa
Hemorrhagic factor 2
P0C942 PA2T1_LACMU Fosfolipasa A, 122aa
Phospholipase A, LmTX-
I
P33589 VSPA_LACMU Gyroxin | Serine Proteasa Giroxina 228aa
analog
P0C932 PA21_LACMU Fragmento de secuencia 50aa
Phospholipase A2 LM- Fosfolipasa A
PLA2-I
P0C943 PA2T2_LACMU Fosfolipasa A, 122aa
Phospholipase A, LmTX-
Il
P0OC933 PA22_LACMU Fragmento de secuencia 49aa
Phospholipase A2LM- Fosfolipasa A
PLA2-1l (Fragment)
Q27J47 VSPB_LACMU Proteinasas 258aa
Plasminogen-activating
proteinase
Q27J49 BNP_LACMU Peptidos natriureticos 239aa
Bradykinin-potentiating
natriuretic peptides
Q27J50 Q27J50_9SAUR Three Miotoxina 93aa
finger toxin-like
P31990 DISI_LACMU Disintegrin Desintegrina 73aa
lachesin
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7.1 Analisis con Bio-edit

De acuerdo con el analisis llevado a cabo con el programa Bio-edit se pudo
verificar las homologias, que se creian existian en las secuencias proteicas de
venenos de serpientes, de las que se tuvo a disposicion, y que fueron
encontradas en las bases de datos de acceso publico. Estas secuencias se
reportan en las tablas 2 a 5 de las paginas 37-39, y se debe aclarar que no todas
las secuencias reportadas, encontradas y descargadas desde las bases de datos
de acceso publico se tuvieron en cuenta para llevar a cabo el estudio y analisis
correspondiente. Se tuvieron en cuenta especialmente las de las especies B.
asper, y Crotalus.

7.1.1 Analisis con Bio — edit de Fosfolipasas A, B. Asper

En la figura 2 en la pagina 41,obtenida con la herramienta Bio-edit, se observa el
analisis realizado para las Fosfolipasas A, pertenecientes a B. asper, en la que se
muestra que estas comparten en gran medida una identidad quimica en la
secuencia de aminoacidos que han sido secuenciados, al realizar el analisis con
un umbral de identidad del 85 % porcentaje que se encontré 6ptimo para el
analisis, ya que con este porcentaje se observan las homologias compartidas de
las secuencias, con un porcentaje mas alto, si nos referimos a un porcentaje del
95% o superior las homologias existentes no serian tan notorias, por el contrario
con un porcentaje menor al 70 % las homologias dentro de las secuencias
proteicas serian uniformes y se resaltaria toda la secuencia como idéntica una de
la otra, por lo tanto no seria significativo tener en cuenta un analisis con la
herramienta Bio-edit, con un porcentaje menor al 70 y superior al 95% .

Por lo anterior, se comprueba su similaridad en caracteristicas quimicas, que se
supondrian por ser de la misma especie, especialmente se destacan las
homologias que se presentan entre los aminoacidos de posicién 1 a 6 (secuencia
MRTLWI), los aminoacidos entre la posicion 9 a 18 (VLLVGVEGSL) la posicién
23 a 26 (KMIL) 78 a 83 (DRYSYS), 101 a 107 (CECDKA) por lo que se infiere que
estas secuencias de aminoacidos encontradas en las diferentes secuencias son
las mas conservadas dentro de la especie y podrian dar algun tipo de evidencia
para el estudio asociado a la secreciones toxicas. Ademas valiéndose de este tipo
de caracteres tan unicos dentro de la especie, estas también podrian tener validez
para el estudio taxonémico y clasificacion del genero Bothrops.
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7.1 Resultados Analisis con herramienta Bio-edit

7.27.1.1 Andlisis de las secuencias de Fosfolipasa A; de B asper
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Figura 2. Comparacion de las secuencias de Fosfolipasa A; de B asper. Usando Bio-Edit.
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Figura 3. Anadlisis fosfolipasas A, de B.asper Vs crotalus con homologias.
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Analisis de secuencias Miotoxinas especie crotalus

En la figura 5 de la pagina 43 se hace un analisis de secuencias proteicas de
miotoxinas de diferentes especies de crotalus teniendo en cuenta las especies:
viridis viridis , helleri , y concolor, cuyas secuencias se tuvo a disposicion desde el
buscador del EBI (European Bionformatics Institute) , y que se enumeran en la
tabla 4 de la pagina 38, y se observa en la figura 4 de la pagina 41. En estas se
observa el alto porcentaje de homologia que comparten estas secuencias,
especialmente las de las tres especies diferentes a la Crotalus durissus terrificus,
ademas de diferir en longitud y en la composicion de aminoacidos presentes. Las
secuencias de crofalus durissus, y las otras tres especies con sus secuencias
reportadas y mencionadas arriba, comparten un alto porcentaje en la homologia
de su secuencia proteica para la molécula Miotoxina a diferencia de las
secuencias de Crotalus durissus en la que las secuencias reportadas para
miotoxinas de la misma especie no comparten un alto porcentaje de homologia.
Esto se hace llamativo, y al mismo tiempo explicaria el por qué es tan dificil el
combatir los efectos nocivos de esta molécula presente en las secreciones toxicas
de las serpientes, ya que al ser tan variable su composicion quimica dentro de una
misma especie se hace mas dificil de lograr que un suero sea eficaz y destinado a
contrarrestar el efecto nocivo de este y tener el éxito que deberia tener en el caso
de un accidente ofidico. La variabilidad de estas secuencias podria ser una de las
razones de su drastico y muchas veces variable efecto en el caso de una
mordedura.

Analisis de secuencias Miotoxinas especie crotalus

En la figura 4 de la pagina 43 se hace un analisis de secuencias proteicas de
miotoxinas de diferentes especies de crotalus teniendo en cuenta las especies:
viridis viridis , helleri , y concolor, cuyas secuencias se tuvo a disposicion desde el
buscador del EBI (European Bionformatics Institute) , y que se enumeran en la
tabla 4 de la pagina 38, y se observa en la figura 4 de la pagina 41. En estas se
observa el alto porcentaje de homologia que comparten estas secuencias,
especialmente las de las tres especies diferentes a la Crotalus durissus terrificus,
ademas de diferir en longitud y en la composicion de aminoacidos presentes. Las
secuencias de crotalus durissus, y las otras tres especies con sus
secuenciasreportadas y mencionadas arriba, comparten un alto porcentaje en la
homologia de su secuencia proteica para la molécula Miotoxina a diferencia de las
secuencias de Crotalus durissus en la que las secuencias reportadas para
miotoxinas de la misma especie no comparten un alto porcentaje de homologia.
Esto se hace llamativo, y al mismo tiempo explicaria el por qué es tan dificil el
combatir los efectos nocivos de esta molécula presente en las secreciones toxicas
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7.1.3 Analisis de miotoxinas de diferentes Crotalus

sp|P01476 |MY¥1 CROVV Myotoxin-Z OS=Crotalus wvi
uniprot|PF24331 |MYX1 CRODU Myotoxin-1;

uniprot |P24332 |MYXZ CRODU Myotoxin-2;

uniprot |F24333 |MYX3 CRODU Myotoxin-—-3;

uniprot |P1202% |MYXZ2 CROVC Myotoxin-2;

uniprot |PE3175|MYX2 CROVV Myotoxin-2;
uniprot|EPF24330 |MYX CROAD Myotoxing
uniprot|B201477 |MYXC CROVH Myotoxin;

Figura 4. Comparacion miotoxinas de diferentes especies crotalus

7.1.4 Analisis de miotoxinas de Crotalus durissus terrificus
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Figura 5. Analisis miotoxinas de crotalus durissus terrificus

7.1.5 Analisis de miotoxinas de diferentes especies y de MIP
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uniprot|P24331 |MYX1l CRODU Myotoxin-—1;
uniprot |P24332 |MYX2 CRODU Myotoxin-—2;
nniprot|P24333 |MYX3 CRODU Myotoxin-—3;
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Figura 6. Andlisis de secuencias Miotoxinas de diferentes especies y MIP inhibidor de miotoxina de B.asper
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de las serpientes, ya que al ser tan variable su composicién quimica dentro de una
misma especie se hace mas dificil de lograr que un suero sea eficaz y destinado a
contrarrestar el efecto nocivo de este y tener el éxito que deberia tener en el caso
de un accidente ofidico. La variabilidad de estas secuencias podria ser una de las
razones de su drastico y muchas veces variable efecto en el caso de una
mordedura.

Analisis Miotoxinas especies crotalus.

En la figura 5 pagina 43 se puede observar el resultado que muestra el alto
porcentaje de homologia existente en las 3 secuencias de las miotoxinas de
crotalus durissus terrificus que se lograron obtener en las bases de datos publicas.
Estas secuencias relativamente cortas de entre 64 y 68 aminoacidos, en la que se
puede observar la identidad quimica compartida por estas tres secuencias es muy
alta, solo observandose una inconsistencia en la identidad en los 4 primeros
aminoacidos de las secuencias. En el resto de la secuencia se observa la
coincidencia de los aminoacidos en 100 %, lo que demuestra la alta conservacién
que han mantenido estas moléculas en esta especie.

Analisis de secuencia Miotoxina y MIP

Al realizar un analisis con la herramienta Bio-edit que se muestra en la figura 6 de
la pagina 43 entre las secuencias de miotoxinas y la secuencia MIP (inhibidor
miotoxin protein) reportada para bothrops, se esperaria que esta tuviera o
compartiera en algun grado dominios en las secuencias de aminoacidos con las
secuencias de miotoxinas teniendo en cuenta su caracteristica como molécula
antagonista de las miotoxinas. Sin embrago, como se observa, no comparte
ningun tipo de homologia lo que se hace llamativo y seria interesante el realizar
nuevos estudios a nivel proteomico de las caracteristicas de estas secuencias.
Ademas se puede aclarar que de dicha proteina (MIP) no se pudo obtener un
modelo tridimensional modelado, ya que no se logré hacer un modelado por
homologia que seria la forma mas practica para obtener un modelo tridimensional
de dicha proteina, lo que impidié realizar un analisis mas detallado de la
estructura tridimensional de dicha secuencia que podria mostrar de forma mas
completa.
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7.1.6 Analisis de secuencias de metaloproteinasas
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Figura 7. Analisis de secuencias de metaloproteinasas

7.1.7 Analisis de metaloproteinasas ADAMS
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Figura 8. Andlisis de metaloproteinasas tipo Il (ADAMS)
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Analisis de SVMPs con Bio-edit

En la figura 7 de la pagina 45 se muestra el analisis realizado para las secuencias
proteicas de las moléculas metaloproteinasas también conocidas como SVMPs.
Estas secuencias proteicas de gran tamano mayores a 400 aminoacidos en sus
secuencias las SMVPs son los factores primarios responsables por el dafio local
y la hemorragia sistémica (Takeya & Iwanaga, 1998), y actuan especialmente
degradando los componentes de las membranas basales subyacentes, células
endoteliales vasculares causando asi la alteracion del vaso permitiendo el escape
de sangre al contenido del estroma. (Gutierrez & Rojas, 2005). Como se observa
en la figura 7 se analizan 5 secuencias que se encontraban disponibles, 3
pertenecientes a crotalus y 2 pertenecientes a bothrops. Alli se observa que el
porcentaje compartido por las 5 secuencias es muy alto entre las posiciones 1y
170 por lo que se creeria que dentro de estas posiciones se encontrarian los
dominios mas conservados de las secuencias y seria alli donde se esperaria
encontrar los dominios cataliticos de la molécula. A partir de la posicion 170 la
homologia de las secuencias es muy escasa, casi nula, por lo que se entenderia el
por qué se da la gran variabilidad en la composicion de los venenos. A partir de
este analisis se podria comprender por que se da la variabilidad en la composicion
de los venenos ya que al variar la composicion de aminoacidos y longitud de las
secuencias proteicas la alteracién de estas se reflejaria en el resultado de una
mordida que conllevaria complicaciones.

8.1.7 Analisis de SVMPs

El dominio catalitico M de las SMVPs esta en el rango de 200 a 210 residuos de
longitud (Fox & Serrano, 2005). El dominio M tiene una forma elipsoidal achatada
con una muesca en su parte plana que separa a un dominio relativamente
pequefio e inferior y a uno superior del cuerpo principal molecular, en donde
el sitio activo de la hendidura se extiende horizontalmente a través de la superficie
de dominio M donde se unen a péptidos sustratos de izquierda a derecha
(Takeda, 2011). Segun el analisis realizado en este trabajo, los datos encontrados
coinciden con los reportados en trabajos como los de Takeda (2011) en los que se
reporta como el dominio catalitico zinc ion que se encuentra localizado en la parte
inferior de la hendidura como se muestra en la figura 14, pagina 62 y esta
formado por atomos de Ne, de tres histidinas, posiciones HIS 143 , HIS 146 y HIS
152.Se relaciona esta evidencia, que se reporta con una estructura tridimensional
con la obtenida en el analisis con Bio-edit que es un analisis de la secuencia plana
que se observa en la figura 8 pagina 43 y a su vez, esto solo se reporta para las
metaloproteinasas del tipo adamalysin Il y se debe resaltar que este tipo de
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moléculas no posee un actividad hemorragica significativa. En la comparacion que
se hizo usando Bio-edit en la figura 9, pagina 46, se puede observar como este
tipo de moléculas comparten una homologia significativa y una muy escasa con
las del grupo Il

Figura 9. Estructura del dominio M de las metaloproteinasasse muestra la secuencia de 4 Histidinas
conservados en la estructura de la proteina tomado de (Takeda, Snake venom metalloproteinases:
Structure, function and relevance to the mammalian ADAM/ADAMTS family proteins, 2011)

8.1.7.1 Analisis de SVMPs tipo lll

El analisis de las metaloproteinasas del tipo SVMPs tipo Ill que se observa en la
grafica 7 en la pagina 48, las moléculas metaloproteinasas de este tipo, es decir
aquellas que tienen un mayor efecto nocivo en estudios previos, con el
alineamiento de 40 secuencias de SVMPs tipo lll, se ha encontrado que poseen
esta secuencia consenso: Q-D-H-S(N)-K, residuos 320-324 en VAP1 en el
dominio M (Takeda, et al 2006). En el analisis comparativo, se observa que en las
posiciones 320 a 324 de las secuencias encontradas en las bases de datos no se
encuentra una alta homologia como se esperaria,en lugar de ello, se observa una
tendencia a encontrar los residuos de estos aminoacidos pero en posiciones
corridas ya sea por uno o dos espacios. Sin embargo, en el analisis con la
herramienta Bce pred se encuentra una prediccion interesante relacionada con
una secuencia que presenta un grado apreciable de antigenicidad asi como de
accesibilidad . No obstante, la condiccion de exposicion en superficie no reporta
un valor significativo asi como de flexibilidad reportada en la figura 9, pagina 49,
por lo tanto seria adecuado produndizar en el estudio de esta secuencia de 4
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aminoacidos, como refiere la literatura. Las metaloproteinasas SVMPs por lo
general muestran una alta actividad hemorragica o mas actividad fisiologica que
otras metaloproteinasas de otras familias, sin embargo no es exacto como la
arquitectura del modelo se relaciona con sus funciones dafinas, este es un campo
aun por estudiar a profundidad.

3 Analisis con algoritmo de Bce-pred para epitopes de células B en FLA;

En el analisis individual de los resultados obtenidos con el algoritmo Bce-pred que
se realizé en la secuencia identificada con el numero de ingreso P 20474 que
corresponde a una Fosfolipasa A, de la especie B. asper. Usando este abordaje
se analizé el comportamiento para las variables: flexibilidad, accesibilidad,
exposicion en superficie, polaridad y propension a la antigenicidad de la
molécula, y se encontré que los picos mas altos para la variable accesibilidad se
encuentran en las secuencias ILEETKRLPFPYYTTYG, GGQGQPKDATDRC
,KLSNCKPKTDRYSYSRKSGV, EGTPCEKQ, FRENLRTYKKRYMAYPD,
CKKPAAEKC cuyo comportamiento se muestran en las graficas 1 a 3 en las
paginas 50 y 51 . De acuerdo a estos resultados se observan secuencias muy
largas, por lo que se hace necesario realizar una correlacion entre las otras
variables como exposicion a superficie y propension antigénica. En cuanto a la
exposicion en superficie se obtuvieron picos altos en las siguientes secuencias,
EETKRLP, PKDATDR, NCKPKTDRYSYSRK, ENLRTYKKRYMAY, CKKPAEKC.

Para la variable de propensidn antigénica se obtuvieron las siguientes secuencias
representativas observadas en los picos de las graficas 1 a3 y en la tabla 10 de
la pagina 50 que resume la tabulacion de resultados: TLWMVLLVGVEGSL,
RLPFPYYTTGCYCGW, TDRCCFVHDCCYGKLS, KSGVIICGEG,
PCEKQICECDK, VCFRENL, YPDLLCKKP.

A partir de estas observaciones se plantea hacer una correlacion entre estas
variables que se encuentran resumidas en la figura 9 de la pagina 53 y observar
cuales de ellas comparte fracciones o secuencias resumidas la siguiente tabla:
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Tabla 6. Prediccion de epitopes para células B con BCE —pred

Especie Epitope Posicion Longitud Accesibilidad Exposicion
Proteina célula de en
B secuencia superficie
B. asper FLAZ RLP°FEYYTTYG 31-41 137 Si Si
B. asper FLAZ TDRCC 56-60 137 5i No
B. asper FLAZ KSGV 85-88 137 Si No
B. asper FLAZ PCEEQ 96-101 137 5i No
B. asper FLA2 FRENL 112-117 137 Si No
B. asper FLAZ YCEEP 5i Si

FLA> = PA21_BOTAS Phospholipase A, (Fosfolipasas A reportada bajo el codigo P20474 en EBI (European
Bioinformatics Institute)

7.2 Resultados del Analisis de la FLA, Usando Bce-pred

GRAPHICAL RESULT :: SEQ@ 1 to 60O

Yalues

Amino Acid Sequence (Residue Mumber)

Hydrophilicity Turns Surface Flexibility Comb4 Combined

Grafica 1. Analisis de secuencia FLA, posicion 1 a 60
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GRAPHICAL RESULT :: SEQ 81 to 120

Yalues

Amino Acid Sequence (Residue MNumber)

Grafica 2. Analisis de secuencia FLA, posicion 61 a 120

GRAPHICAL RESULT :: SEQ 121 to 180

Yalues

Amino Acid Sequence (Residue Mumber)
Hydrophilicity Turns Surface Flexibility Combd Combined

Grafica 3. Analisis de secuencia FLA, posicién 121 a 138
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NRTLWIMVLLVGVEGSLIEFAKMILEETKRLEFPYYTTYGCYCGN, JGGGOPEDATDRCCFVHDC CYGEL NCEPK TDRY S Y SRESGVIICGEGTRCER QICECDEAAA VCFRENLRTYKERYMAYPDLLCKEPAEKC =

Sepace

S— I\RTLWIMVLLVGVEGSLIER AKMILEETERLPFPYYTTYGCY CGWGGOGIPKDATDR CCFVHDC CY GRLSNCK P TR Y SYSRE SGVICGEGTPCEK QICECDKAAAVCFREN RTYRKR YMAYPDLLCKKPARKC Y
[o— MR TLWIMVLLVGVEGSLIEF AKMLEETRRL PP Y YTV GCY CGWGG0G0PKDA TR CCFVHDC CY GRL SN CKPK TDR Y SV SRE SGVICGEG TRCEK QICECDE AAAVCFRENL RTYKKRYMAYEDLLCKKPARKC™
T I\RTLWIMVLLVGVEGSLIER AKMI EETERLPFPYYTTYGCY CGWGGOGQPRDATDR CCFVDC CY GRLSNCKPE TR Y S YSRE SGVICGEGTPCEK QICEC DK AAAV CFRENL RTYRKR YMAYPDLLCKKPARKC Y
o S I\RTLWIMVLLVGVEGSLIER AKMI EETRRLEFPYYTTYGCY CGWGGQGQERDATDR CCFVHDC CY GRLSHCK P TOR Y SYSRE SGVICGEGTPCEK QICEC DK AAAV CFRENL RTYRKR YMAYPDLLCKKPARKC Y
Rolsiy MRTLWIMVLLVGVEGSLEF AKMI EETRRLPRPYYTTVGCYCOWGGQGQPEDATDR CCFVHDCCYGRL SHCK P TDR Y SYSRK SGVICGEGTRCERQICECDRAAA VCFRENL RTYKKRYMAYPDLLCKKPARKC™
Anigeic gty INRTLWIMVLLVGVEGSLIER AKMI EETKRLPRPY Y TT¥GCY CGWGGQGQPKDATDR CCEVHDCCY GRLSNCKPK TDRY S YSRE S GVICGEGTPCEKQICECDK AAAVCFRENL RTYKKR YMA YPDLLCKKPARKC Y

Figura 10 .Resultado tabulado del analisis de B-cell epitopes para la secuencia FLA2 (P20474) en azul se muestran los posibles
epitopes predichos por el programa BCE pred
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Analisis con algoritmo de Bce-pred para epitopes de células B en SVMPs

Con respecto al analisis de la secuencia correspondiente a metaloproteinasa, se
debe tener en cuenta que al ser una secuencia proteica relativamente grande en el
orden de 478 aa, este analisis reporta un amplio numero de fracciones de
secuencia resaltadas como potenciales epitopes para células B por lo que en este
analisis solo se reportaran, al igual que en el punto anterior aquellas que poseen
una concordancia con las variables de accesibilidad, exposicion en superficie y
antigenicidad. Esto debido a que son estos tres parametros los mas importantes a
tener en cuenta al momento de una seleccion de posibles epitopes para células B
en la molécula de interés para posteriores investigaciones. EI comportamiento de
estas se muestran en las graficas 4 a 11 paginas 54 a 58 y su comportamiento se
resume en la figura 10 pagina 59 .En la secuencia EVIYPRK se reporta
coincidencia con accesibilidad y exposicion en superficie para Epitope B como se
muestra en la tabla 7 de la pagina 53.

La secuencia DQCRF**KGT se encuentra interrumpida por dos espacios en los
aminoacidos y se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 7. Prediccion de epitopes para células B con BCE-pred para C.d.terrificus.

Especie Epitope Posicion Longitud Exposicion

Proteina célula de Accesibilidad en

B secuencia superficie
Crotalus SMPVs EVIYPRK 30-38 478 Si Si
Crotalus SMPVs LHLEK 68-72 478 Si Si
Crotalus SMPVs KLENN 153-157 478 Si Si
Crotalus SMPVs HQRY 191-195 478 Si Si
Crotalus SMPVs VHQM 220-223 478 Si Si
Crotalus SMPVs LKKPL 386-390 478 Si Si
Crotalus SMPVs DQCRF*"KGT 441-450 478 Si Si

SMPVs = HRTE_CROAT Zinc metalloproteinase/disintegrin( Metaloproteinasa reportada con el cdédigo
P34182) en EBI (European Bioinformatics Institute,

Pareceria probable entonces afirmar que a pesar de la complejidad proteica del
veneno de serpiente, una seccion definida de estas proteinas (toxinas) y el estudio
a profundidad haciendo uso de la Protedmica, Bioinformatica e inmunologia, seria
un camino adecuado para la produccién de anti venenos terapéuticos mas
eficaces, profundizando mas en el estudio de dichas secuencias proteicas y
llegado el caso, secuenciar las propias secuencias con ejemplares de especies
locales colombianos o cercanos a la region geografica de interés.

Se han encontrado muchas evidencias de la variabilidad en la composicion de los
venenos de serpientes, aun entre individuos de la misma especie y la regién
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geografica, lo que dificulta el estudio, ya que estd comprobado que la composicion
del veneno de serpiente esta bajo el control genético. Por esta razon, los estudios
a nivel protebmico y genomico usando librerias de ADN, podrian proveer
informacion valiosa de tipo molecular para propdsitos de terapia antiofidica,
ademas de marcadores moleculares para clasificacion taxonémica (Calvette et al,
2009)

Claramente, el disefio de dichas mezclas inmunogénicas dependeria de un
conocimiento detallado del proteoma de los distintos venenos y por lo tanto la
caracterizacion Protedmica de dichos venenos. (Alape et al, 2009)

7.2 Anadlisis de Metaloproteinasa usando BCE-pred

Dado que esta secuencia proteica es de 478 aa

GRAPHICAL RESULT :: SE@ 1 to 60

Values

Amino Acid Sequence (Residue Number)

Hydrophilicity Turns Surface Flexihility Comb4 Combined
Grafica 4.Analisis secuencia proteica Metaloproteinasas posicion 1 a 60
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GRAPHICAL RESULT :: SEQ 61 to 120

Yalues

Amino Acid Sequence (Residue Mumber)
Hydrophilicity Turns Surface Flewxibility Combd Combined

Grafica 5. Analisis secuencia proteica Metaloproteinasas posicion 61 a 120

GRAPHICAL RESULT :: SE@ 121 to 180

Yalues

Amino Acid Sequence (Residue Number)

Combd Combined

Hydrophilicity Turns Surface Flewibhility

Grafica 6. Analisis secuencia proteica Metaloproteinasas posicién 121 a 180
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GRAPHICAL RESULT :: SE@ 181 to 240

Yalues

Amino Acid Sequence (Residue Mumber)
Hydrophilicity Turns Surface Flexibility Combd Combined

Grafica 7. Analisis secuencia proteica Metaloproteinasa posicién 181 a 240

GRAPHICAL RESULT :: SEQ 241 to 300

Values

Amino Acid Sequence (Residue Mumber)
Hydrophilicity Turns Surface Flexibility Combd Combined

Grafica 8. Analisis secuencia proteica metaloproteinasa posicion 241 a 300
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GRAPHICAL RESULT :: SE@ 301 to 360

Yalues

Amino Acid Sequence (Residue Mumber)
Hydrophilicity Turns Surface Flexibility Combd Combined

Grafica 9. Analisis secuencia proteica metaloproteinasas posicion 301 a 360

GRAPHICAL RESULT :: SEQ 361 to 420

Yalues

Amino Aclid Seguence (Residue Mumber)
Hydrophilicity Turns Surface Flexibility Comb4 Combined

Grafica 10. Andlisis secuencia proteica metaloproteinasa posicion 361 a 420

57



GRAPHICAL RESULT :: SEQ 421 to 480

Values

Amino Acid Sequence (Residue Mumber)

Combd Combined

Hydrophilicity Turns Surface Flexibility

Grafico 11. - Analisis secuencia proteica metaloproteinasa posicion 421 a 480
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Sequence /IYPREVTALPEGAVOPEYEDTMOYE LEVNGE PVVLHLEFKNEGLF SEDY SETHY SFDGREITTNPSVEDHCYYHGRIENDADSTAST SACNGLEGHFELQGEMYLIE PLELSD!

Flexibility | MIQVLLVIICLAAFPYQGSSIILESGNVNDYEVIYPREVIALPKGAVQPKYEDTMQYELKVNGE PVVLHLEKNKGLE SKDYSETHY SEDGRKITTNPSVEDHCYYHGRIENDADSTAS I SACNGLKGHFKLQGEMYLIEPLKLSD!

Accessibility | MIQVLLVT ICLAAFPYQGSSIILESGNVNDYEVI YPREVTALPEGAVOPKYEDTMOYE LKVNGE PVVLHLEKNEGLFSKDYSETHY SFDGREITTNPSVEDHCYYHGRIENDADSTAS T SACNGLEGHFELOGEMYLIEFLELSD!

Turns | MIQVLLVTICLAAFPYQGSSIILESGNVNDYEVIYPREVIALPEGAVYPRYEDTMOYE LKVNGE PVVLHLEKNKGLF SKDYSETHY SFDGREITTHNPSVEDHCYYHGRIENDADSTAS I SACNGLEGHFKLOGEMYLIEPLKLSD!
Eii;zz: MIQVLLVT ICLAAFPYRGSSIILESGNVNDYEVI YPREVTALPEGAVQPEYEDTMYE LEVNGE PVVLHLEKNEGLFSEDYSETHY SFDGREI TTNPSVEDHCYYHGRIENDADSTAS I SACNGLEGHFELQGEMYLIEPLELSD!
Polarity | MIQVLLVT ICLAAFPYRGSSIILESGNVNDYEVI YPREVTALPEGAVQPEYEDTMOYE LKVNGE PVVLHLEKNEGLFSKDYSETHY SFDGREITTNPSVEDHCYYHGRIENDADSTAS I SACNGLEGHFELQGEMYLIEPLELSD!
:Ir‘z;:zzi :y MIQVLLVT ICLAAFPYRGSSIILESGNVNDYEVI YPREVTALPKGAVQPKYEDTMOYE LEVNGE PVVLHLEKNEGLFSEDYSETHY SFDGREITTNPSVEDHCYYHGRIENDADSTAS I SACNGLEGHFELQGEMYLIEPLELSD!

(SEAHAVFRELENVEREDEAPFMCGVIQNWE SYE PTIEKAS DLNLNPEHQRYVELFIVVDHGMY TEYNGDSDEIRQRVHOMVN IMEE SYT YMYIDILLAGIE INSHNGDLINVQPAS FNTLNSFGEWRETDLLERESHDNAQLLT STAFDEQIIGRAYIGGIC

SEAHAVFELENVEREDEAPRMCGVIQNWESYEPIKKAS DLNLNPEHQRYVELFIVVDHGMY TRYNGDS DRI RQRVAQMVN IMKE SYT YMYIDILLAGIE INSNGDLINVQPAS PNTLNSFGEWRETDLLERESHDNAQLLT STAFDEQIIGRAYIGGIC

SEAHAVFELENVEREDEAPRMCGVIQNWESYEP IKKAS DLNLNPEHQRYVELFTVVDHGMY TRYNGDS DRI RQRVAQMVN IMKE SYTYMYTDILLAGIE INSNGDLINVQPAS PNTLNSFGEWRETDLLERESHDNAQLLT STAFDEQIIGRAYIGGIC

(SEAHAVFEKLENVEKEDEAPFMCGVIQNWE SYE PIKKAS DLNLNPEHQRYVE LF IVVDHGMY TEYNGDSDEIRQRVHQMVN IMEE SYT YMY I DI LLAGIE INSHNGDLINVQPAS FNTLNSFGEWRETDLLERESHDNAQLLT SIAFDEQIIGRAYIGGIC

(SEAHAVFELENVEKEDEAPKMCGVIQNWE SYE PIKKAS DLNLNFEHQRYVELFIVVDHGMY TEYNGDSDKI RQRVHOMVN IMEE SYT YMYIDILLAGIE INSNGDLINVQPAS PNTLNSFGEWNRET DLLERKSHDNAQLLT STAFDEQIIGRAYIGGIC

(SEAHAVFELENVEKE DEAFKMCGVIQNWE SYE PIKKAS DLNLNPEHQRYVE LFIVVDHGMY TEYNGDSDEI RQRVHOMVN IMKE SY T YMYIDILLAGIE INSHNGDLINVQPAS PNTLNSFGEWRETDLLERESHDNAQLLT SIAFDEQIIGRAYIGGIC

(SEAHAVFELENVEKEDEAPFMCGVIQNWE SYE PIRKAS DLNLNPEHQRYVELF IVVDHGMY TEYNGDS DK I RQRVHOMVN IMEE SYTYMYIDILLAGIE INSNGDLINVQPAS FNTLNSFGEWRET DLLERESHDNAQLLT STAFDEQIIGRAYIGGIC

DPERSTGVVQDHSE INLEVAVIMTHELGHNLGIHHDTDSCSCGGYSCIMSEVI SDEPSKYFSDCSY IQUCWE FIMNOKPQCT LEKPLETDTVST PV SGNELLEAGIECDCGSLENPCCYATTCEMRPGSQCAEGLCCDCRFMEKGT VCRVSMVDRNDDTC

DPERSTGVVQDHSEINLEVAVIMIHELGHNLGIHEDTDSCSCGGY SCIMSPVI SDEPSKYFSDCSY IQCWEF IMNOKPQCILEKKPLRT DI VST PVSGNELLEAGIECDCGSLENPCCYATTCEMRPGSQCAEGLCCDOQCRFMEKGT VCRVSHVDRNDDTCC

DPERSTGVVQDHSEINLEVAVIMIHE LGHNLGIHADTDSCSCGGY SCIMSPVISDEPSKYFSDCSY IQCWEF IMNOKPQC I LEKPLRTDTVST PVSGNELLEAGIECDCGSLENPCCYATTCEMRPGSQCAEGLCCDQCRFMEKGTVCRVSHVDRNDDTCY

DPERSTGVVQDHSEINLEVAVIMTHELGHNLGIHEDTDSCSCGGY SCIMSPVISDEPSKYFSDCSY IQCWEFIMNOKPQCILKKPLRTDTVST PVSGNELLEAGIECDCGSLENPCCYATTCRMRPGSQCAEGLCCDQCRFMEKGT VCRVSHVDRNDDTC

DPERSTGVVQDHSEINLEVAVIMTHELGHNLGIHADTDSCSCGGY SCIMSPVI SDEPSKYFSDCSY IQCWEFIMNOKPQCI LKKPLRT DTV ST PVSGNELLEAGIECDCGSLENPCCYATTCEMRPGSQCAEGLCCDQCRFMEKGT VCRVSHVDRNDDTC

DPERSTGVVQDHSEINLEVAVIMTHE LGHNLGIHHDTDSCSCGGY SCIMSPVI SDEPSKYFSDCSY IQCWEF IMNOKPQC I LEKPLRTDTVST PVSGNELLEAGIECDCGSLENPCCYATTCEMRPGSQCAEGLCCDQCRFMEKGTVCRVSHVDRNDDTCC

DPERSTGVVQDHSEINLEVAVIMTHELGHNLGIHHDTDSCSCGGY SCIMSPVISDEPSKYFSDCSY IQCWEFIMN QK PQCTI LEKPLRTDTVST PVSGNELLEAGIECDCGSLENPCCYATTCEMRPGSQCAEGLCCDQCRFMEKGTVCRVSHVDRNDDT CC

TGRQSADCPRAGLYGY™E

TGQSADCPRNGLYG Y

IGRSADCFRNGLYGY®

TGRQSADCPRHAGLYGY™E

TGRQSADCPRHAGLYGY™E

TGRQSADCPRHAGLYGY™E

TGRQSADCPRHAGLYGY™E

Figura 11. Secuencia tabulada de metaloproteinasa de 478 aa
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7.3 Analisis de crodu miotoxin con BCE-pred

GRAPHICAL RESULT :: SEQ 1 to 6O

Yalues

Amino Acid Segquence (Residue Number)

Hydrophilicity Turns Surface Flewxibility Comb4 Combined

Grafico 12, Analisis secuencia proteica miotoxina posicion 1 a 60

GRAPHICAL RESULT :: SEQ 61 to 120

Yalues
[

Amino Acid Sequence (Residue Number)

Hydrophilicity Turns Surface Flexibility Comb4 Combined

Grafico 13, Analisis secuencia proteica Miotoxina posicion 61 a 68.

60



Analisis y correlacion entre Bce-Ped y Disco tope server.

Al relacionar los hallazgos encontrados con el algortimo de prediccion de epitopes
de celulas B,( BCE-pred y Disco tope) para la prediccion de epitopes lineales y
conformacionales (no lineales) respectivamente, se hacen importantes estos
ultimos, por el hecho que son los sitios de las moléculas que son reconocidos
por anticuerpos del sistema inmunologico. El conocimiento de epitopes de células
B puede ser utilizado en el disefio de vacunas, farmacos y pruebas de diagndstico
( Nielsen & Lund, 2006). Por lo tanto, es de interés hacer analisis mediante los
mejores métodos y haciendo uso de las herramientas disponibles para la
prediccion de epitopes de células B como son la Protedmica, y la
inmunogenomica. En el presente trabajo se describe un método para la prediccion
de dichos epitopes para células B con el algoritmo DISCO TOPE 1.2
desarrollado por Nielsen y colaboradores en el ano 2007, el cual permite la
ubicacién espacial de los epitopes conformacionales de las moléculas FLA,,
Metaloproteinasas y Miotoxinas. En las figuras 12, 13 (a,b) y 14 en las paginas
63,65,67 se muestran los modelos tridimensionales analizados de un miembro de
cada una de las familias de moléculas (Fosfolipasas A, Metaloproteinasas y
miotoxinas); dichos modelos se acompafan con la informacién en tablas que se
observa en las paginas 62,64,66 en las que se enumeran su posicion en la
cadena de proteina y los valores calculados por el algoritmo en la columna 4 en la
que se muestran los valores que corresponden a la propensiéon o predisposicion a
ser un epitope. En la columna 5 se observa esta misma caracteristica calculada
con los parametros unicos que posee el algoritmo.

Los principales valores obtenidos con el algoritmo Discotope server 1.2 son
destacados en las tablas 6,7,8 y en las figuras 12,13,14 . Al correlacionar los
resultados obtenidos en las tablas de las dos herramientas y al observar el analisis
en cada molécula individualmente, se pueden observar coincidencias escasas
pero llamativas; en los casos del analisis de la secuencia de Fosfolipasa A, se
pueden observar coincidencias en la prediccion en 2 puntos de la secuencia que
se pueden ver en la tabla numero 6 de la pagina 50 y en la tabla numero 8 pagina
62 al obtener coincidencias en la prediccion entre la posiciones 31-41
especificamente en las posiciones 34-35, y, 56-60 y exactamente en las
posiciones 55-56-57. Estos resultados, permiten admitir la validez de los métodos
de prediccion de los 2 algoritmos ya que ambos tienen diferentes métodos de
prediccién, y aunque se debe aclarar que tienen diferentes propodsitos de
prediccion, es alentador el observar los resultados obtenidos por las coincidencias
que se obtuvieron. El analisis y la correlacién de los resultados obtenidos en las
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tablas 9 de la pagina 64 del algoritmo disco tope server y de la tabla 11 de la
pagina 70 permite observar las coincidencias en la prediccidén entre las posiciones
191-195 y 220-223 de la secuencia proteica de Metaloproteinasa. En las figuras
16,17 y 18 se muestran esquemas de ubicacion espacial de los epitopes
encontrados.

7.4 Analisis de secuencias con Disco Tope server para busqueda de
epitopes no lineales

7.4.1 Prediccion para modelo de FIA; con umbral de -7.7 el maximo

Tabla 8. Epitopes no lineales para FLA;

Residue number amino acid contac number propemsity scorediscotope score
30 LYS 12 -1.354 -7.354
34 PHE 11 -1.381 -6.881
35 PRO 13 -0.709 -7.209
77 THR 11 0.026 -5.474
78 ASP 14 -1.013 -8.013
79
85 LYS 9 -1.266 -5.766
86 SER 9 -1.266 -5.766
87 GLY 10 -1.656 -6.656
95 THR 10 -2.632 -7.632
117 ARG 11 -0.784 -6.284
118 THR 11 1.592 -3.908
120 LYS 14 1.672 -5.328
121 LYS 12 0.872 -5.128
122 ARG 11 -0.203 -5.703
134 PRO 11 -0.840 -6.340
136 GLU 12 -1.106 -7.106
137 LYS 7 -3.552 -7.052

Identified 16 B-Cell epitope residues out of 121 total residues.
A continuacion se muestra en la figura la posicidn espacial de los aminoacidos
especificados en la tabla anterior mostrando su exposicion en superficie.
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Figura 12. Modelo tridimensional de la molécula Fosfolipasa A2 en rojo se muestran los 16 epitopes no lineales

Predichos por el algoritmo Disco-tope server 1.2.
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7.4.2 Prediccion para modelo de Metaloproteinasa con porcentaje con
umbral de -6.9

Tabla 9 epitopes no lineales para metaloproteinasa

Residue number amino acid contac number propemsity score discotope score
193 GLN 8 1.642 -2.358
194 ARG 9 1.553 -2.947
195 PHE 14 1.998 -5.002
196 SER 10 1.473 -3.527
215 ASN 12 1.386 -4.614
216 SER 16 0.700 -7.300
217 ASN 14 1.589 -5.411
218 LEU 15 1.536 -5.964
219 ASN 10 1.534 -3.466
220 THR 14 2.137 -4.863
223 THR 11 1.212 -4.288
253 LYS 10 -1.213 -6.213
257 ILE 13 0.307 -6.193
258 LYS 12 0.815 -5.185
265 LYS 14 0.983 -6.017
273 TRP 16 1.202 -6.798
276 ARG 14 1.185 -5.815
277 ASP 12 1.553 -4.447
280 PRO 11 1.374 -4.126
281 ARG 10 1.353 -3.647
282 ILE 15 -1.518 -9.018
297 GLY 10 -1.083 -6.083
298 ASN 11 -1.087 -6.587
299 THR 16 -1.524 -9.524
323 LYS 9 0.607 -3.893
376 ASN 13 -0.182 -6.682
377 GLN 19 1.422 -8.078
378 TYR 22 1.115 -9.885
379 GLU 19 2.937 -6.563
380 THR 16 2.301 -5.699
382 LEU 16 2.197 -5.803
383 THR 11 1.512 -3.988
384 ASN 10 1.683 -3.317
385 HIS 14 1.075 -5.925
386 ASN 14 1.622 -5.378
392 ASN 10 -0.102 -5.102
393 LYS 7 -0.146 -3.646

394 PRO 4 -0.464 -2.464



b. Figura 13. Modelo tridimensional de metaloproteinasa en rojo se muestran los epitopes no lineales predichos

por el algoritmo disco tope server 1.2. a. vista posterior; b .vista anterior
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7.4.3 Analisis para Myotoxin con umbral de -6.0

Tabla 10. Epitopes no lineales para myotoxin.

Residue number amino acid Contac number Propemsity score Discotope score

22 TYR 13 0.815 -5.685
23 LYS 10 0.105 -4.895
27 ILE 11 -0.124 -5.624
28 LYS 14 0.474 -6.526
36 GLU 10 -0.532 -5.532
37 LYS 9 -1.425 -5.925
40 ILE 10 0.380 -4.620
41 PRO 11 0.734 -4.766
42 PRO 11 0.399 -5.101
43 SER 9 0.397 -4.103
44 SER 12 1.340 -4.660
46 PHE 16 2.516 -5.484
47 GLY 17 2.436 -6.064
48 LYS 16 2.258 -5.742
52 PRO 13 1.084 -5.416
53 TRP 12 0.506 -5.494
54 ARG 12 0.000 -6.000
61 GLY 11 0.966 -4.534
62 SER 8 0.260 -3.740
63 GLY 12 0.555 -5.445

Identified 18 B-Cell epitope residues out of 42 total residues



ILE40
PRO41

Figura 14 . Vista de modelo tridimensional miotoxina B .asper en rojo se muestran los
epitopes de prediccion .
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Células T, Epitopes de células T y relacion con el envenamineto.

El aspecto inmunoldgico asociado al envenenamiento por mordedura de serpiente
aun tiene muchas incognitas, es tanto asi que se reporta que como el veneno, a
pesar de ser un agente extrafo al cuerpo, este no se comporta como un antigeno
cuando entra al cuerpo; lo que ha hecho complicado su entendimiento y
tratamiento a nivel inmunoldgico, en la figura 15 pagina 74 se muestra un
esquema del comportamiento de este en los tejidos y sus acciones a nivel
intracelular. Una aproximacion desde la teoria inmunoldgica podria hacerse si se
explica como se relaciona la reaccion inmunoldgica mediada por las células T: La
fuerza que vincula a los epitopes de células T a las moléculas del complejo mayor
de Histocompatibilidad (MHC o HLA), es un factor determinante en la
inmunogenicidad de los epitopes de células T. Esto permite que los epitopes con
mayor afinidad de uniéon puedan tener mas posibilidades de aparecer en la
superficie de la célula (en el contexto de moléculas MHC) donde son reconocidos
por su correspondiente receptor de células T llamado (T Cell Receptor) (De Groot
& Martin, 2009). Si se tiene en cuenta que el destino de un potencial farmaco de
proteinas puede ser determinado por su componente en nonameros (9-meros) de
secuencias de 9 aminoacidos y sus correspondientes HLA afines al complejo de
histocompatbilidad. Esta seria una buena estrategia de busqueda; por lo tanto
observar el comportamiento de las secuencias proteicas de las diferentes
moléculas de veneno y hacer las correspondientes predicciones de su
comportamiento podria ser una opcion valida, si se tienen en cuenta las anteriores
deducciones, y se observa cuales sitios de las molécula tienden a tener una mayor
afinidad inmunoldgica y con qué clase de HLAs.

Segun los resultados encontrados y reportados en la tabla 11 de la pagina 70-71
se puede decir que se encontraron 47 potenciales nonameros que varian en sus
porcentajes de afinidad, ademas en las figuras 17 ,18,19 se muestran esquemas
de sus posiciones tedricas en la cadena plana de aminoacidos. Estos podrian ser
sugeridos para un estudio de mayor complejidad por cuanto estos en su mayoria
presentan caracteristicas de alto porcentaje de afinidad al MHC lo que permite
decir que podrian ser potenciales péptidos mejoradores de antidotos especificos
por su alta afinidad a los diferentes HLA propuestos por el algoritmo Pro-ped.

Afortunadamente, después de anos de desarrollo y validacién, los epitopes de
células T ya se pueden predecir con relativa exactitud con el uso de herramientas
in silico, dicho de otra forma, con el uso de herramientas bioinformaticas, o en
este caso inmunoinformaticas, como resultado de esto, las herramientas
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inmunoinformaticas se estan aplicando al estudio de potenciales proteinas
terapéuticas clasificandolas desde el riesgo mas alto al mas bajo antes del
desarrollo clinico en funcion de su contenido epitopes en células T. Por lo tanto,
la busqueda de secuencias de péptidos que pueden provocar o suprimir,
alternativamente, una respuesta de células T puede ser el paso mas importante a
tener en cuenta en el desarrollo preclinico de un medicamento basado en
proteinas y de blanco especifico.

Sin embargo, el conocimiento del potencial de union HLA no se traduce en el
conocimiento del tipo de respuesta de células T que pueden derivarse.
Potencialmente, pueden ser efectos de inflamacién o de supresiéon a la inmunidad
de células T que puede ser activada. Esto complica un proceso de deteccion de
inmunogenicidad (Webber & Arditto, 2009). La presencia de epitopes de células T
puede contribuir a la inmunogenicidad, pero no es suficiente. El factor de control
parece ser el "Contexto" en el que se reconoce un epitope de células T por una
célula T, esto justificaria lo complicado que podria llegar a hacer un suero de
amplio cubrimiento para diferentes especies si se tiene en cuenta la amplia
distribucion geografica y variaciones en el componente del veneno de cada
especie. El "concepto" de la respuesta inmune es el factor mas importante que
determina el rol de células T (Webber & Arditto, 2009) y las respuestas que dan
estas ante un antigeno cuando estd dentro del organismo lo que muestra la
importancia que podria llegar a tener la prediccion de epitopes para células T y un
posterior analisis con pruebas in vitro o in vivo. Asi los Epitopes de células T
reguladoras pueden ser una caracteristica clave de los medicamentos bioldgicos,
pero su existencia y su papel en la respuesta inmune a agentes bioldgicos dafinos
en este caso el veneno de una serpiente que seria un antigeno especifico, no
podria ser predicho con seguridad.

A continuacion, se muestran las tablas con los hallazgos logrados con el analisis
de la herramienta Pro-pred para la prediccion de epitopes de células T en las
secuencias de aminoacidos obtenidas de las bases de datos para tres tipos de
moléculas involucradas en el dano sistémico ocasionado en una mordedura; estas
son fosfolipasas Ay, metaloproteinasas y miotoxinas, de diferentes especies.
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Tabla 11. Prediccién de nonameros con Pro-ped para FLA, Metaloproteinasas, Miotoxinas.

Especie Tipo de proteina Secuencia de Posici | Longitud de | Coincidenci % de
epitopes on cadena as Coincidenci
aminoacido a
s
B. asper FLA; (P20474) MRTLWIMVL 1-9 137 47/51 92.15%
| FVYHDCCYGK 59-68 137 14/51 27.45
B. asper FLA>(P24605) MRTLWIMAVL 1-10 137 46/51 90.19
YRYYLKPL 122- 137 32/51 62.74
130
B. asper FLA2(Q9PVE3) MRTLWIMAVVL | 1-11 137 47/51 92.15
L
YVHKCCYKK 61-68 137 12/51 23.52
B. asper FLA; (POC616) YKIYPKFFC 123- 137 28/51 54.90
131
YYHKCCYKK 61-69 137 12/51 23.52
IVCDENNPCL 89-97 137 17/51 33.33
B. asper Zinc YGYCRKIPC 37-45 68 18/51 35.29
Metalloproteinase
basparin (P84035)
B.asper SMPVs (Q072L5) | LLVTICLAVS 5-13 477 28/51 54.90
YRSVNVTAS 236- 477 37/51 72.54
244
LQVAVAMAH 226- 477 31/51 60.78
234
B.asper SMPVs (83512) IELAVVADH 200- 23/51 45.09
208
LWVAVTMAH 66-74 18/51 35.29
Crotalus Myotoxin (P24331) | WRRKCCKKG 54-62 65 21/51 41.17
durissus MKILYLLFA 0-8 65 44/51 86.27
YKRCHIKGG 23-31 65 10/51 19.60
Crotalus Myotoxin(P24332) LYLLFAFLF 33-41 64 23/51 45.09
durissus WRRKSLKKG 54-62 64 25/51 45.09
Crotalus Myotoxin(P24333) MKILYLLFA 0-8 65 44/51 86.27
durissus WRRKCCKKG 54-62 65 21/51 41.17
Crotalus Myotoxin(P24334) YKQCHKKGG 9-18 51 12/51 23.52
durissus WRWKCCKKRS | 40-48 51 11/51 21.56
G
Crotalus Myotoxin (P01477) | YKRCHKKGG 19-27 45 21/51 41.17
viridis
helleri
Crotalus Myotoxin (P63175) | YKRCHKKGG 19-27 45 21/51 41.17
viridis
viridis
Crotalus Myotoxin( P12029) | ¥KRCHKKGGH | 0-8 43 13/51 25.49
concolor
Crotalus Myotoxin (P24330) | YKRCHKKGGH | 0-8 45 13/51 25.49
adamantu WRWKCCKKG | 34-42 45 16/51 31.37
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Crotalus FLA, (POCAS5) YRYSLKSGY 64-72 122 28/51 54.90
durissus | LRRSLSTYK 96-104 122 16/51 31.37
YMFYPKSRC 109- 122 16/51 31.37
116
Crotalus FLA, (POCAS6) YRYSLKSGY 65-72 122 24/51 47.05
durissus | LRRSLSTYK 95-104 122 17/51 33.33
Crotalus FLA( P62202) MRALWIVAN 0-8 138 35/51 68.62
durissus  FUEDEENER | 61-68 138 13/51 25.49
LRRSLSTYK 112- 138 17/51 33.33
121
Crotalus SMPVs (P34182) IQVLLVTIC 0-8 478 31/51 60.78
durissus MYLIEPCKL 135- 478 33/51 64.70
143
YMYIDILLA 233- 478 40/51 78.43
241
LRVAVTMTH 321- 478 44/51 86.27
328
Crotalus SMPVs (Q90282) IQVLLVTIC 2-10 609 31/51 60-78
durissus ' MYLIEPLKL 135- 609 33/51 64.70
143
YRYMYIHVALV | 236- 609 47/51 92.15
244
LVVAVIMAH 325- 609 41/51 80.39
333
Crotalus SMPVs (COE1R7) | [GVEINGIG 2-10 486 33/51 64.70
durissus " MYLIEPLEL 0-8 486 33/51 64.70

Segun literatura consultada se reporta a la
aminoacido de importancia por su alta tasa de conservacion en las secuencias
reportadas, siendo parte de un péptido corto insertado en la cadena YVHK y
FVHD lo que le ha atribuido un rol importante en la actividad catalitica. Como se
observa en la tabla 11 de la pagina 70 y 71, dichas secuencias se encuentran
reportadas como predichas por el algoritmo Pro-ped; aunque con un bajo
porcentaje del 27.45% y el 23.52%, la literatura valida los resultados dando la
importancia con previos estudios, en ese mismo sentido, y los resultados
obtenidos por los algoritmos deberian de tenerse en cuenta como base en
estudios bioquimicos de mayor profundidad para el entendimiento del complejo

mecanismo de actuacion de las mezclas de veneno de las serpientes.

Histidina-48 en FLA, como un

Lo que se prentende con este trabajo, es mostrar las herramientas que se tienen
a disposicion para llevar a cabo un analisis basico de secuencias proteicas de

venenos, asi como mostrar los resultados obtenidos, e intentar validarlos atraves

de la revision bibliografica de trabajos previos, muchos de ellos llevados a cabo en
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laboratorio. Lo resultados de este trabajo de investigacion ofrecen una
aproximacion teorica al conocimiento inmunoquimico de secuencias especificas de
venenos de serpiente de especies con alta presencia en la geografia nacional

CONSIDERACIONES FINALES.

Segun la literaratura es ampliamente aceptado que la reactividad cruzada
inmunologica de venenos de serpiente esta mediada por anticuerpos que
reconocen los componentes del veneno, ya sea teniendo una homologia de
secuencia de aminoacidos o de la funcion biologica similar. En trabajos previos
como los de Stabeli & Pimenta Magalhaes se ha demostrado que el antidoto
poliespecifico Bothrops es una fuente de anticuerpos de reaccion cruzada que
interactuan con los rasgos distintivos las proteinas, estas son las estructuras
primarias involucradas en funciones bioldgicas.

Nuestro conocimiento de la reactividad cruzada de venenos de serpiente se ha
desarrollado a partir de las evidencias que se han podido conocer, por distintos
meétodos experimentales, la contribucion es de alguna manera limitada, pero por
una combinacion de al menos tres factores se ha logrado entender de forma
basica algunos de los mecanismos. (Stabeli & Pimenta Magalhaes, 2005)

La fuente de anticuerpos, como el llamado suero mono y/o polivalente, o
anticuerpos de toxinas especificas.

La naturaleza del objeto de estudio que van desde los venenos en crudo a bien
caracterizados, los componentes aislados.

Los ensayos inmunoquimicos para evaluar las reacciones cruzadas, tales como
pruebas de precipitacion, ELISA, Western blot, y la accion de los antivenenos
medida por neutralizacién cruzada de los venenos de todo o toxinas aisladas.

En previos estudios se ha logrado hacer aislamientos de anticuerpos especificos
contra secuencias. Como ejemplo, se conoce la secuencia IQRWSLDKYAM
undecapéptido (lle1-Hse11) que tuvo un papel decisivo en revelar de reactividad
cruzada entre proteinas no relacionadas del veneno.

En resultados previos se indica que en todos los venenos de prueba hubo por lo
menos tres componentes reactivos hacia la anti-lle1-Hse11 (anticuerpos), entre los
que se identificaron dos proteasas de serina, una Fosfolipasa A, homdloga. La
hipétesis mas aceptada es que la reactividad cruzada de los anticuerpos anti-lle1-
Hse11 a las proteinas que no tienen relacion se deriva de su mecanismo de
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reconocimiento de antigenos, por el que la complementariedad se logra a través
de la adaptaciéon reciproca de conformacién de las moléculas que reaccionan.
Ademas, se cree que estos resultados tienen implicaciones tanto en el desarrollo
de anti venenos mejorados y de la preparacion de reactivos de inmunoquimica
para el diagndstico y la investigacion cientifica en el campo de los venenos de
serpiente.

Las dificultades en estudios previos para la interpretacion de los resultados de
estudios inmunoquimicos de venenos de serpiente son ilustradas por resultados
paradojicos obtenidos con crotoxina, neutralizada con anticuerpos monoclonales,
la cual podria neutralizar aproximadamente 1.6 mol de toxina purificada, por mol
de anticuerpos pero, sorprendentemente fue inefectiva contra la letalidad del
veneno crudo de C. d. terrificus (Kaiser & Middlebrook, 1988). Asi pues, lo que se
pretende en el presente trabajo es hacer una aproximacién al conocimiento de las
relaciones estructurales y quimicas de las moléculas presentes en el veneno de
estas especies, haciendo uso de las herramientas inmuno-informaticas disponibles
para recolectar informacion de posibles péptidos de los que se podria creer
poseen algun indicio de ser agentes causantes del dafo que este tiene, y lograr
asi obtener la informacién para futuros estudios de aislamiento y produccion de
anticuerpos especificos contra dichos péptidos.
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Esquema de ubicacidn espacial de epitopes en secuencias proteicas de Fosfolipasas
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Figura 16. Ubicacion espacial de epitopes de Fosfolipasas A2

Figura 17.Ubicacion espacial de epitopes de secuencias proteicas de Metaloproteinasas.

Esguema de ubicacidn de epitopes en secuencias proteicas para Miotoxinas
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Figura 18.Ubicacion espacial de epitopes de secuencias proteicas de Miotoxinas.

Esquema de ubicacion espacial de epitopes en secuencias proteicas de Metaloproteinasas.
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9. CONCLUSIONES

El analisis bioinformatico que se realizé a las secuencias proteicas de fosfolipasas
A, de diferentes especies confirmo una variacion notoria en su composicion en la
cadena de aminoacidos. De igual modo el estudio se extendid hacia otras
moléculas como metaloproteinasas y miotoxinas que componen los venenos de
serpientes, hallando diferencias significativas en la composicién de su estructura
quimica en diferentes especies.

Los programas usados como herramientas Bioinformaticas como Bio-edit
mostraron eficiencia en el analisis de las secuencias proteicas, ademas el uso de
algoritmos con un propdsito de predicciéon inmune como BCE-pred, PRO- Ped Y
Discotope server 1.2 descritas como herramientas inmunoinformaticas dieron
resultados satisfactorios en cuanto al analisis de los diferentes tipos de moléculas
que se querian estudiar.

La realizacidon de este trabajo permite mostrar una forma innovadora de llevar a
cabo estudios en el area de la ciencias biologicas; combinando dos campos de la
investigacién al tener en cuenta la Bioinformatica como pilar en la busqueda de
respuestas a interrogantes bioldgicos, sin embargo la Bioinformatica debe estar
apoyada por el trabajo de laboratorio ya que es una parte fundamental.

Mediante el analisis de las secuencias proteicas encontradas reportadas en las
bases de datos (EBI y NCBI) se lograron obtener un total de 53 secuencias
proteicas de diferentes tipos en las que se incluyen metaloproteinasas, Fosfolipasa
A, y miotoxinas de diferentes especies de serpientes de las cuales se emplearon
21 Para el analisis inmunoinformatico.

El analisis Bioinformatico e Inmunoinformatico basico que se realizd, se empelaron
21 secuencias de las obtenidas en las bases de datos de acceso publico,
obteniéndose de estas secuencias un total de 47 nonameros para células T y
para células B un total de 13 en las secuencias completas con codigos P20474
una fosfolipasas A, de la especie B. asper y para la secuencia P34182 una
Metaloproteinasa secuencias encontradas se reportan como posibles blancos de
estudio.

La Bioinformatica se encuentra a la vanguardia entre las nuevas disciplinas del
conocimiento cientifico, y junto a esta las disciplinas que se derivan de ella como
la Inmunoinformatica, es muy considerable el aporte que en la actualidad y en el
futuro daran a la investigacion en ciencias biolégicas.
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