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CLONAJE Y CARACTERIZACION MOLECULAR IN SILICO DE UN
TRANSCRITO DE FOSFOLIPASA A, AISLADO DEL VENENO DE LA
SERPIENTE PERUANA Lachesis muta

Karim L. Jimenez'?, Amparo |. Zavaleta'®, Victor Izaguirre'®, Armando Yarleque?°, Rosio R. Inga¢

RESUMEN

Objetivo. Aislar y caracterizar in silico un transcrito del gen de fosfolipasa A, (PLA,) aislado del veneno de Lachesis muta
de la Amazonia peruana. Materiales y métodos. Se amplifico el transcrito del gen sPLA, mediante la técnica de RT-PCR
a partir de RNA total utilizando cebadores especificos, el producto de DNA amplificado se insert6 en el vector pGEM para
su posterior secuenciacion. Mediante analisis bioinformatico de la secuencia nucleotidica se determiné un marco de lectura
abierta de 414 nucledtidos que codifica 138 aminoacidos, incluyendo16 aminoacidos del péptido sefial, el peso molecular
y el pl fueron de 13 976 kDa y 5,66 respectivamente. Resultados. La secuencia aminoacidica denominada Lm-PLA,-
Peru, contiene Asp49, asi como Tyr-28, Gly-30, Gly-32, His-48, Tyr52, Asp99 importantes para la actividad enzimatica. La
comparacion de Lm-PLA -Peru con las secuencias aminoacidicas de los bancos de datos mostr6 93% de similitud con las
sPLA, de Lachesis stenophrys y mas del 80% con otras sPLA, de venenos de la familia Viperidae. El andlisis filogenético
de la secuencia nucleotidica del transcrito del gen sPLA, indica que Lm-PLA -Per( se agrupa con otras sPLA, [Asp*]
acidas previamente aisladas del veneno de Bothriechis schlegelii con un 89% de identidad. El modelaje tridimensional de
Lm-PLA_-Peru, presenta una estructura caracteristica de sPLA, del Grupo Il formada por tres hélices-a, una lamina-8, una
hélice corta y un lazo de unién con calcio. Conclusién. La secuencia nucleotidica corresponde al primer transcripto del gen
de PLA, clonado a partir del veneno de la serpiente Lachesis muta, que habita en la selva del Peru.

Palabras clave: Fosfolipasas A,; Lachesis muta; Venenos de serpiente; Clonacion molecular; Biologia computacional
(fuente: DeCS BIREME).

MOLECULAR CLONING AND CHARACTERIZATION IN SILICO OF
PHOSPHOLIPASE A, TRANSCRIPTO ISOLATED FROM Lachesis muta
PERUVIAN SNAKE VENOM

ABSTRACT

Objective. Isolate and characterize in silico gene phospholipase A, (PLA,) isolated from Lachesis muta venom of the
Peruvian Amazon. Material and methods. Technique RT-PCR from total RNA was using specific primers, the amplified
DNA product was inserted into the pGEM vector for subsequent sequencing. By bioinformatic analysis identified an open
reading frame of 414 nucleotides that encoded 138 amino acids including a signal peptide of 16 aminoacids, molecular
weight and pl were 13 976 kDa and 5.66 respectively. Results. The aminoacid sequence was called Lm-PLA,-Peru,
contains an aspartate at position 49, this aminoacid in conjunction with other conserved residues such as Tyr-28, Gly-30,
Gly-32, His-48, Tyr52, Asp99 are important for enzymatic activity. The comparison with the amino acid sequence data
banks showed of similarity between PLA, from Lachesis stenophrys (93%) and other PLA, snake venoms and over 80%
of other sPLA, family Viperidae venoms. A phylogenetic analysis showed that Lm-PLA -Peru grouped with other acidic
[Asp*’] sPLA, previously isolated from Bothriechis schlegelii venom showing 89 % nucleotide sequence identity. Finally,
the computer modeling indicated that enzyme had the characteristic structure of sPLA, group Il that consisted of three
a-helices, a B-wing, a short helix and a calcium-binding loop. Conclusion. The nucleotide sequence corresponding to the
first transcript of gene from PLA, cloned of Lachesis muta venom, snake from the Peruvian rainforest.

Key words: Phospholipases A,; Lachesis muta; Snake venoms; Cloning, molecular; Computational biology (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION con invalorable potencial terapéutico, lo cual motiva con-

tinuas investigaciones para convertir estas sustancias
Los venenos de serpientes presentan una gran diversi- téxicas en modelos para el desarrollo de otras de inte-
dad de acciones bioldgicas y composicién quimica com- rés terapéutico y biotecnoldgico. Los venenos pueden
pleja, constituyen bibliotecas de compuestos bioactivos contener uno o mas compuestos toxicos en diferentes
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proporciones dependiendo de la familia, género o es-
pecie de serpiente, por lo que causan sintomas clinicos
caracteristicos del espécimen.

Por otro lado, los venenos de las serpientes constituyen
un serio problema de salud publica; en 1998, Chippaux
analizé la situacion mundial, basado principalmente en
los registros hospitalarios y las estadisticas de las auto-
ridades sanitarias y reportd que el numero total de mor-
deduras de serpiente supera los cinco millones con una
tasa de mortalidad por mordedura de serpiente a nivel
mundial de 125 000 por afio ().

En el Peru, las serpientes venenosas endémicas es-
tan representadas por los géneros Bothrops 'y Lachesis
@, La Lachesis muta, tradicionalmente conocida como
“shushupe” o “bushmaster” habita en diversas regiones
de la selva amazonica, su veneno presenta actividades
procoagulantes, proteoliticas y de fosfolipasa A, (PLA,)
de mayor magnitud que las especies del género Bo-
throps ©). La mordedura accidental por L. muta causa
dolor local, edema, hemorragia, necrosis y desérdenes
sistémicos como naulseas, vomitos, diarrea, hipoten-
sién, bradicardia, altera la coagulacién y la funcién
renal “). Las fosfolipasas A, han demostrado gran va-
riabilidad de acciones biolégicas dependiendo del tipo
de serpiente del cual provengan, asi se han descrito
neurotoxicas, miotdxicas, anticoagulantes, cardiotoxi-
cas o hemoliticas “.

Las PLA, del veneno de serpientes presentan alta si-
militud estructural con fosfolipasas de los mamiferos
pero difieren considerablemente en los efectos farma-
cologicos que producen. La purificacion y caracteri-
zacion bioquimica de estas enzimas es dificil, por la
gran diversidad de isoformas existentes en la glandula
salival ofidica y por la dificultad de obtener el veneno
de la fuente natural. Por tanto, el clonaje de los genes
a partir del RNA total es una metodologia alternativa
para la obtencion de cantidades adecuadas de estas
proteinas y su posterior caracterizacion, destacando el
hecho de que no es necesario sacrificar al espécimen
en estudio.

En los ultimos afios se ha incrementado la caracteriza-
cion y simulacion de proteinas a partir de la secuencia
nucleotidica del gen de interés mediante el uso de pro-
gramas bioinformaticos de libre acceso, este tipo de si-
mulaciones de estructuras complejas por medio de las
computadoras es denominado modelaje in silico.

Asi, en este estudio se presenta la secuencia del
transcrito de un gen de PLA, de L. muta proveniente
de la Amazonia peruana, y se compara con las isofor-
mas encontradas en la ponzofa de L. muta de Brasil

y de otras especies relacionadas, mediante el clona-
je del DNAc amplificado, secuenciacién nucleotidica,
analisis bioinformatico y modelaje estructural in silico
de la proteina.

MATERIALES Y METODOS
SINTESIS DE DNAc

Se obtuvieron 400 pL del veneno crudo de una serpiente
adulta de Lachesis muta procedente de Pucallpa, region
Ucayali, mantenida en el Serpentario Oswaldo Meneses
del Museo de Historia Natural de la Universidad Nacio-
nal Mayor de San Marcos. Del veneno recién extraido
se aislo y purificéd el RNA total usando el kit Total RNA
Purification (AMRESCO), de acuerdo con las instruc-
ciones del fabricante, al RNA total se afiadi6 DNasa e
inhibidor de RNasa y se incubé a 37 °C durante 30 min.
Después, se afadio el tampdn de reaccion, hexanucleo-
tidicos 20 pM, ditiotreitol 0,1 M, desoxinucleo6tidos 200
MM vy transcriptasa inversa MMLV 200U. La mezcla de
reaccion se incubé a 37 °C por una hora.

AMPLIFICACION DE GENES SPLA,

Aproximadamente 50 ng de DNAc se amplific6 me-
diante PCR en un volumen final de 25 pL. La mezcla
de reaccion contenia: KCI 50 mM, Tris/HCI (pH 9 a 25
°C) 10 mM, triton X-100 0,1 % (v/v), MgCl, 1,5 mM, de
cada desoxinucleotido 200 uM, cebadores 25 pmoles
descritos por Lisano et al. ®, y Tag DNA polimerasa
1,5 U. Las condiciones de cada ciclo de reaccion pro-
gramadas en un termociclador (Perkin Elmer 2400)
fueron: desnaturalizacion a 94 °C por 45 s, hibridacion
a 55 °C por 1 min y polimerizaciéon a 72 °C por 2 min.
Estas condiciones se repitieron durante 35 ciclos y al
final se incubd a 72 °C por 7 min. En todos los casos
se considerd controles negativos de la reaccion de
PCR sin afadir DNA molde. El producto amplificado
se separo6 por electroforesis en gel de agarosa al 1%
en buffer TAE 1X a 80 V; posteriormente, se colored
con bromuro de etidio y el fragmento de DNA amplifi-
cado de aproximadamente 450 pb se purificd con el kit
Cyclo-Pure-Gel Extraction (AMRESCO) segun instruc-
ciones del fabricante.

CLONAJE DEL DNAc AMPLIFICADO

Para la ligacion se utilizo el sistema de clonaje pGEM®-T
Easy (Promega) segun las instrucciones del fabricante y
se incubd a 4 °C durante 12 horas. Células competentes
de E. coli DH-5a se transformaron con 5 pL del producto
de ligacion y se sembraron en agar LB conteniendo
ampicilina/IPTG/X-Gal a 37 °C durante 24 horas.
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PURIFICACION DEL DNA PLASMIDICO
RECOMBINADO

Las colonias de color blanco se crecieron en 10 mL
de caldo LB con ampicilina 75 pg/mL a 37 °C, 180 rpm
durante 24 horas. Para la extraccioén y la purificacion de
los plasmidos recombinantes se utilizé el kit Cyclo-Prep™
Plasmid DNA PFurification (AMRESCO) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La concentracion del DNA
plasmidico se determiné mediante espectrofotometria a
260 nm.

SECUENCIACION Y ANALISIS

La secuenciacion de los clones obtenidos se realizd
utilizando los cebadores T7 y SP6 pertenecientes al
vector pPGEM®-T en el secuenciador ABI 3100 (Applied
Biosystems) de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia. Para el analisis de las secuencias clonadas se
utilizaron diferentes programas bioinformaticos de libre
acceso.

RESULTADOS

AMPLIFICACION, CLONAJE Y SECUENCIACION DE
GENES sPLA,

Utilizando la RT-PCR se amplificé un fragmento de DNA
de aproximadamente de 448 pares de bases a partir
del RNA total obtenido de Lachesis muta (Figura 1). El
producto amplificado se clon6 en el vector PGEM®-Ty se
obtuvieron 22 clones, seis de los cuales se secuenciaron
por ambos lados, sin obtener redundancias, lo que indica

448pb

Figura 1. Amplificacion de sPLA, a partir del DNAc obtenido de
la glandula salival de L. muta. Linea (muestra): 1, Hyperladder
II; 2-4, producto de la amplificacion de sPLA, a partir de 50, 25
y 5 ng de DNACc respectivamente.
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que el fragmento de DNA amplificado corresponde a un
unico producto. La secuencia nucleotidica del transcrito
del gen sPLA, obtenida se deposito en el Gene Bank, el
caodigo de acceso asignado es GQ265920.

ANALISIS BIOINFORMATICO DE LA SECUENCIA
NUCLEOTIDICA

La secuencia nucleotidica del transcrito del gen PLA,
analizada mediante el programa Blastn (http://www.
ncbi.nim.nih.gov/) mostré mas de 80% de identidad con
sPLA, acidas de serpientes de la familia Viperidae (Tabla
1). Las secuencias del Gene Bank que presentaron
mayor similitud con GQ265920, se alinearon empleando
el Clustal W (http://lwww.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.
html). En el alineamiento se observo que las regiones no
traducidas 5’y 3’ son mas conservadas que las regiones
codificantes, precisamente los cebadores FPLA, y
RPLA, utilizados en la RT-PCR estan disefiados a partir
de las regiones altamente conservadas, siendo utiles
para la amplificacion y el clonaje de transcritos génicos
de sPLA, de otras serpientes de la familia Viperidae.
Ademas, se observé un mayor nimero de substituciones
a nivel de la primera y segunda posicion nucleotidica
de cada codon, esta variabilidad podria explicar la
diversidad de isoenzimas de sPLA, con actividades
bioldgicas diferentes, caracteristica de estas proteinas
provenientes de serpientes.

Empleando el alineamiento obtenido por el Clustal W,
en formato (*.phy) y el método basado en caracteres de
maxima probabilidad del programa Phylip (http://evolu-
tion.genetics.washington.edu/phylip.html) se elaboré el
arbol filogenético con las ramificaciones mas probables
en funcion de los cambios en la secuencia de DNA. Se
uso la secuencia nucleotidica incluyendo la zona corres-
pondiente al péptido sefal. Al ser comparada con otras
sPLA, similares de la familia Viperidae, cuyos nimeros
de acceso se describe en la Tabla 1, se evidencio que

Tabla 1. Comparacion del porcentaje de identidad () de
la secuencia nucleotidica del transcrito del gen sPLA,
de L. muta con las de otras serpientes de la familia
Viperidae.

Valor |

Proteina Organismo dee (%) Acceso
CTgPLA-|  Trimeresurus gramineus 1e™3 90 D31774.1
Ts-A1 Trimeresurus stejnegeri 5e%2 89 AY211939.1
PLA,&cida  Bothriechis schlegelii 1e™ 89 AY764137.1
PLA,acida  Trimeresurus gracilis 6e™ 88 AY764141.1
PLA,4cida  Crotalus viridis viridis 2e™ 86 AY120875.1
PLA, Trimeresurus okinavensis 7e'* 85 D49388.1
PLA, Sistrurus catenatus tergeminus  2e'* 85 AY508692.1
PLA,acida  Trimeresurus borneensis 2e™ 85 AY355178.1
PLA, Bothrops insularis 1e'® 84 AF490535.1
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Phylogenetic tree

S. catenatu

— T. gracilis

T. gramineu
T. stejnege

T. okinaven

B. schlegel

L.muta

T.borneens

B.insulari

C.viridis

Figura 2. Arbol filogenético de la secuencia nucleotidica
GQ265920 de L. muta comparada con otras sPLA, de serpientes
de la familia Viperidae elaborado con el programa Phylip.

GQ265920 esta evolutivamente mas relacionada con
una sPLA, acida, aislada del veneno de Bothriechis
schlegelii, al presentar 89% de identidad de secuencia
(Figura 2).

ANALISIS BIOINFORMATICO DE LA SECUENCIA
AMINOACIDICA

La secuencia nucleotidica del transcrito del gen de sPLA,
fue traducida utilizando el programa Translate tool (http://
ca.expasy.org), se obtuvo una secuencia de 138 aminoa-
cidos. La secuencia aminoacidica denominada Lm-PLA -
Perd se comparo con otras reportadas en los bancos de
datos a través del programa Blastp. Esta secuencia pre-
sento similitud con la fosfolipasa secretora A, de Lachesis
stenophrys con 93% y mas del 80% con otras secuencias
de sPLA, de serpientes de la familia Viperidae. Las se-
cuencias aminoacidicas que mostraron mayor similitud
con Lm-PLA -Peru se alinearon con el programa Clustal
W. En la Figura 3 se presentan los aminoacidos conser-
vados descritos con asteriscos, los que conforman el sitio
de union al calcio y el centro activo asi como los residuos
Cys que forman los puentes disulfuro.

Por otro lado, a partir de la secuencia aminoacidica
madura se determiné el peso molecular en 13 976
kDa y el punto isoeléctrico 5,66 mediante el programa
Protparam (http://ca.expasy.org/tools/protparam.html).
Con el programa SWISS MODEL (http://www.expasy.
org/swissmod/SWISS-MODEL.html)®  se  empled
modelos tridimensionales reales de proteinas similares

obtenidas por cristalizacion el cual nos permitio elucidar
la estructura de Lm-PLA,-Pert. Para ello, en primer
lugar se realiz6 una comparacion de la secuencia, la
cual mostré el 76,61% de identidad tridimensional con
la proteina monomérica de sPLA -Asp 49 del veneno de
Agkistridon piscivorus O,

A partir de de la estructura tridimensional de mayor
similitud seleccionada se propuso un modelo tedrico de la
proteina Lm-PLA,-Per, el cual se presenta en la Figura
4, en donde se observa la estructura secundaria formada
por tres hélices-a, una lamina-f3, una hélice corta y un
lazo de unién con calcio. La estructura terciaria contiene
un canal hidrofébico en la porcién amino terminal donde
se ubica el centro catalitico. Ademas, presenta la forma
elipsoide aplanada de dimensiones 45 x 30 x 20 A, que
se estabiliza por la presencia de siete enlaces disulfuro
altamente conservados, este patrén estructural es
caracteristico de las sPLA, del grupo II.

El conocimiento de la estructura tridimensional es crucial
para entender la funcion de una proteina y para algunas
aplicaciones como el disefio de nuevas drogas. Las
proteinas homodlogas son aquellas que comparten alto
grado similitud estructural y, por ende, la configuracion
espacial. Este tipo de proteinas con el transcurso del
tiempo, después de eventos de transferencia horizontal
o vertical, acumularon cambios en las secuencias de los
genes resultantes y, por tanto, en las secuencias de las
proteinas. Sin embargo, en las proteinas homologas,
la estructura espacial o plegamiento de la proteina se
conserva a pesar de cambios en su estructura primaria.
La estructura tridimensional de las sPLA, de clase |l es
muy conservada, de este modo se infiere que la enzima
es cataliticamente activa, este analisis es importante
para planificar una metodologia de expresion de la
proteina. Por ejemplo, podriamos utilizar la medicion
de la actividad catalitica para permitir determinar la
eficiencia de la expresion de la proteina.

DISCUSION

Las sPLA, del veneno de serpientes son enzimas que al-
canzaron la maxima diversidad evolutiva, muestran apa-
rente similitud estructural y difieren considerablemente
en los efectos farmacoldgicos que producen &', Estas
sPLA, no solamente constituyen un excelente material de
estudio, sino también poseen gran potencial farmacolo-
gico para el disefio de nuevas drogas, elucidacion de los
diferentes mecanismos de accion y tratamiento de diver-
sas enfermedades en las que estan implicadas ('>'6), Sin
embargo, la diversidad de isoenzimas de sPLA, en los
venenos de serpientes dificulta la purificacion y caracteri-
zacion por métodos bioquimicos convencionales (7).
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L.muta-Peru HLLQFGDLINKIARRN-GILYYSFYGCYCGLGGRGRPQDATDRCCFVHDCCYGKVTGCNPK 60
L.stenophrys HLLQFGDLIDKIAGRS-GFWYYGFYGCYCGLGGRGRPQDATDRCCFVHDCCYGKVTGCDPK 60
B.schlegelii DLLQFEGMIMTIAGRS-GIWYYGSYGCYCGAGGQGKPQDASDRCCFVHDCCYGKVTECNPK 60
T.gramineus HLMQFETLIMKVAGRS-GVWYYGSYGCFCGAGGQGRPQDASDRCCFVHDCCYGKVNGCDPK 60
T.stejnegeri HLMQFETLIMKVAGRS-GVWYYGSYGCFCGAGGQGRPQDASDRCCFVHDCCY¥GKVNGCDPK 60
B.erythromelas SLVQFETLIMKIAGRS-GVWYYGSYGCYCGSGGQGRPQDASDRCCFVHDCCYGKVTDCDPK 60
T.flavoviridis HLMQFENMIKKVTGRS-GIWWYGSYGCYCGKGGEGRPQDPSDRCCFVHDCCYGKVTGCDPK 60
S.miliarius HLIQFETLIMKIAGRS-GVFWYSAYGCYCGWGGYGRPQDATDRCCFVHDCCYGKVTGCNPK 60
S.catenatus HLIQFETLIMKIAGRN-GVFWYSAYGCYCGWGGYARPQDTSDRCCFVHDCCYGKVTGCNPK 60
C.viridis SLVQFEMLIMKVAKRS-GLFSYSAYGCYCGWGGHGRPQDATDHCCFVHDCCYGKVTDCNPK 60
T.gracilis SLMQFEMLIMKLAKSS-GMFWYSAYGCYCGWGGQGRPQDATDRCCFVHDCCYGKATGCDPK 60
* kK sk LKk ko, kKK L kk k% ckkk ok kkkKkKER KK AK | Kk kK
L.muta-Peru NDIYTYSEENGAIVCGGDNPCKKEICECDRDAAICERDNLDTYDNK-YWFLPRKYCKEES 119
L.stenophrys KDIYTYSEENGAIVCGGDNPCKKEICECDRDAAICFRDNLDTYDNK-YWLFPNKYCKEES 119
B.schlegelii KDSYTYTEENGAVVCGGDDPCMKEVCECDKNAAICFRDNLDTYDNK-YWFYPAKYCQEES 119
T.gramineus KDFYTYSEENGAIVCGGDDPCKKEICECDKDAAICFRDNKDTYDNK-YWFFPAKNCQEES 119
T.stejnegeri KDFYTYSEENGAIVCGGDDPCKKEICECDKDAAICFRDNKDTYDNK-YWFFPAKNCQEES 119
B.erythromelas ADVYTYSEENGVVVCGGDDPCKKQICECDRVAATCFRDNKDTYDNK-YWFFPAKNCQEES 119
T.flavoviridis DDFYIYSSENGDIVCGDDDLCKKEVCECDKAAAICFRDNMDTYQNK-YWFYPASNCKEES 119
S.miliarius KDFYSYTEENGEIVCGGDDPCKKQICECDRVAAICFRDNIPTYDDK-YWRFPTENCQEEP 119
S.catenatus KDFYSYSEENGEIVCGGDDPCKKQICECDRVAAICFRDNIPTYDDK-YWRFPTENCQEEP 119
C.viridis TASYTYSEENGEIVCGGDDPCKKQVCECDRVAAICFRDNIPTYDNK-YWRFPPENCQEEP 119
T.gracilis KDVYTYSEENGDIVCGGDDPCRKEVCECDKAAAICFRDNMDTYNSKTYWMFPAKNCQEES 120
* *:.*** :***.*: * *::****: * % * Kk k% **:.* * * * . *:**.
L.muta-Peru EPC 122
L.stenophrys EPC 122
B.schlegelii EPC 122
T.gramineus EPC 122
T.stejnegeri EPC 122
B.erythromelas EPC 122
T.flavoviridis EPC 122
S.miliarius EPC 122
S.catenatus EPC 122
C.viridis EPC 122
T.gracilis EPC 123
* * *

Figura 3. Alineamiento de la secuencia aminoacidica Lm-PLA-Per( de L. muta comparada con otras sPLA, de serpientes de la
familia Viperidae utilizando el programa Clustal W. Se representa en amarillo el sitio de unién al Ca**, en verde los aminoacidos
conservados que conforman el centro activo y en gris los 14 residuos Cys que conforman los siete puentes disulfuro.

Figura 4. Estructura terciaria teérica de Lm-PLAz-PerL’J, obtenida
mediante el servidor SWISS-MODEL.
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En este estudio se determin6 la secuencia completa
del gen sPLA, a partir del RNAm que codifica la sPLA,
aislada del veneno de Lachesis muta proveniente de la
Amazonia peruana, usando para ello las técnicas de RT-
PCR, clonaje, secuenciaciéon y analisis bioinformatico.
La secuencia nucleotidica (GQ265920) obtenida codifica
la proteina madura de una sPLA,, al respecto solo se
han descrito secuencias parciales del amino terminal
de algunas sPLA, de L. muta"®2". La proteina obtenida
por analisis bioinformatico denominada Lm-PLA -Perq,
contiene 138 aminoacidos, que incluye al péptido senal.
En base a los aminoacidos altamente conservados se
deduce que es una enzima dependiente de Ca*™ y que
pertenece a las sPLA,[Asp49] del grupo II.

El alineamiento multiple de la secuencia aminoacidica
Lm-PLA,-Pert con otras sPLA, de la familia Viperidae,
muestra los aminoacidos altamente conservados tales
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como los 14 residuos de cisteina involucrados en la
formacioén de siete enlaces disulfuro en las posiciones:
27-117, 29-45, 44-96, 50-122, 51-89, 58-82, 76-87; los
cuales son necesarios para estabilizar la estructura
terciaria de la enzima. La conformacion tridimensional
se caracteriza por la presencia de dos a-hélices largas y
antiparalelas que definen el canal hidrofébico a través del
cual se conduce al sustrato fosfolipidico hasta el centro
activo (Figura 4). Este ultimo esta formado por cuatro
residuos clave His48, Asp49, Tyr52 y Asp99, que son
importantes para la actividad enzimatica. El hidrégeno
de His se une a una molécula de agua para la hidrdlisis,
mientras que el Asp49 coordina y posiciona al Ca** que
se une para polarizar tanto al grupo fosfato como al
sn-2 carbonilo del fosfolipido durante la hidrdlisis. Se ha
descrito, que la sustitucion del Asp49 por Lys, Arg, Ser,
GIn, o Asn entre otros disminuye la afinidad por el calcio,
con la consecuente pérdida de la actividad enzimatica
@223 Otra region altamente conservada en las sPLA,
es el lazo de union al calcio formado por Tyr28, Gly30
y Gly32, el grupo carboxilo de estos aminoacidos en
conjunto con dos moléculas de agua completan la esfera
de coordinacién del calcio, formando una bipiramide
pentagonal necesaria para la actividad enzimatica ?*. El
reemplazo de Ca** por iones como Sr** u otros cationes
divalentes inhiben la actividad enzimatica 526),

De las secuencias aminoacidicas de sPLA, homdlogas
a Lm-PLA,-Peru que se muestran en la Tabla 1, solo
se han realizado estudios de la actividad bioldgica en
Ts-A1 correspondiente a la fosfolipasa de la serpiente
Trimeresurus stejnegeri proveniente de Taiwan-China,
esta enzima presenta 79 y 88% de identidad y similitud
respectivamente con respecto a Lm-PLA,-Peru. Ts-A1
es una proteina acida con un p/ de 4.8, in vitro presenta
actividad catalitica alta en presencia de diversos
sustratos y es dependiente de Ca** @), estos datos
apoyan las caracteristicas de la actividad catalitica
determinada in silico de Lm-PLA-Peru.

Por otro lado, varios estudios relacionan el caracter acido
de sPLA, del grupo Il con ciertas actividades bioldgicas.
Asi tenemos: LM-PLA -l y Il aisladas de Lachesis muta
de Brasil ®2%), BE-I-PLA, de Bothrops erythromelas %'y
Bp-PLA, de Bothrops pauloensis ®%. Asimismo, Roberto
y col. 2004 elaboraron una genoteca de DNAc de de
Bothrops jararacusu, aislando clones conteniendo una
sPLA, acida cuya secuencia mide 366 pb, presentando
actividad inductora de edema, efecto inhibitorio de la
agregacion plaquetaria y actividad hemolitica ¢". Por el
caracter acido de Lm-PLA,-Peru (p/ 5,66) es probable
que presente alguna de estas actividades. Al respecto,
diversos estudios indican que el caracter acido es
importante para presentar este efecto; pero ademas se
requiere los residuos Glu6, Asp114 o Asp115, Trp20,

Trp21, Tyr113 y Trp119 @2, la substitucién de uno o
mas de estos disminuye la actividad antiagregante
plaquetaria. En el caso de Lm-PLA -Peri no contiene
estos residuos en las posiciones indicadas, por tanto,
no deberia presentar dicha actividad, esta hipotesis se
debe confirmar mediante la expresion de la enzima y la
evaluacién de la actividad in vivo.

De todas las secuencias publicadas de Lachesis muta
se encontraron seis provenientes de serpientes de
diferentes areas geograficas, estas son: fraccion 16 ¢y
fraccion 18 de Peru y Bolivia respectivamente, LM-PLA,-|
y LM-PLA-II de Brasil ?; y LmTX-l y LmTX-Il descritas
por Sigma-Aldrich 29, Al comparar los 22 aminoacidos
del amino terminal de las secuencias antes mencionadas
mediante el programa Clustal W (Figura 5) se observé
que Lm-PLA,-Peru presenta mayor identidad con las
fracciones 16 y 18 aisladas de especimenes de Peru
y Bolivia respectivamente. Con respecto a las sPLA,
provenientes de Brasil y de Sigma Aldrich se observa
mayor numero de substituciones aminoacidicas; lo que
demuestra el alto grado de variabilidad intra-especifica
de sPLA, en el veneno de Lachesis muta. Similares
resultados se han reportado en Vipera palestinae 4,
Bothrops asper®)y Trimeresurus flavoviridis ©°).

Estavariabilidad se harelacionado con las caracteristicas
ambientales del area geografica donde habitan y al tipo
de dieta disponible ®%"), Las variaciones intra-especificas
reflejan la adaptacion dinamica y la evolucién a la que
han sido sometidas las sPLA, del veneno de serpientes,
diversos estudios han descrito que las proteinas de los
venenos de serpientes se han adaptado a una evolucion
Darwiniana positiva y a mutaciones aceleradas. En
principio, en la estructura del RNA mensajero de
proteinas funcionales se espera encontrar mayor
similitud en las zonas codificantes que en las UTRs, en
el caso de las sPLA,, sucede lo contrario, en la region
codificante existe una baja similitud. Las regiones

Lm-PLA2-Peru HLLQFGDLINKIARRNGILYYSF 23

Fraccion-16 HLLQFGDLINKIARRNGISYYG 22
Fraccion-18 HLLOFEQLIRKIAGRSGFRYYG 22
HLLOFGDLIDKIAGRSGFWYYG 22

HLLOFEQLIRKIAGR-GFRYYGE 22

LM-PLA2-1I
LM-PLA2-1IT
LM-TX-1I HLLOENKMIKFETRKNAIPFYAF 23

LM-TX-ITI HLLOFNKMIKFETRKNAIPFYAEF 23

Figura 5. Comparacion de la secuencia aminoterminal de Lm-
PLA,-Peru con las de otras isoenzimas aisladas de Lachesis muta
provenientes de diferentes fuentes. Fraccion 16 y 18 (Iquitos-Peru
y Santa Cruz de la Sierra-Bolivia) ?°. LM-PLA2-1, y LM-PLA2-II
(Brasil) ™®. LmTX-l and LmTX-Il (Sigma-Aldrich) (1921,
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UTR 5’ y 3’ estdn mas conservadas que las regiones
codificantes, presentan una identidad de nucleoétidos de
95, 67 y 89% en las regiones 5’'UTR, codificante y 3’'UTR
respectivamente. En la region que codifica la proteina
madura se analizo las sustituciones nucleotidicas en la
primera, segunda y tercera posicion de los codones y
se determin6 32,1; 30,0 y 28,6% respectivamente. El
alto porcentaje de substituciones nucleotidicas en la
primera y segunda posicion comparado con la tercera
es inusual, en la mayoria de casos la tercera posicion
es mas variable que la primera y segunda posicion. Las
substituciones en la primera y segunda posicion originan
numerosas isoenzimas que contienen actividades
biolégicas diversas ¢739. Las secuencias nucleotidicas
que codifican las sPLA, presentan regiones de alta y
baja variabilidad por lo que podrian ser consideradas
como cronémetros moleculares para estudiar las
relaciones filogenéticas intraespecificas, esto permitiria
encontrar patrones de secuencias especificas para la
identificacion de género e incluso especie, ya que la
determinacion precisa de la especie de serpiente que
ocasiona una mordedura accidental es crucial para la
eleccion del suero antiofidico apropiado.

El clonaje y caracterizacion molecular in silico de una
sPLA, del veneno de L. muta abre nuevas alternativas
de estudios de otros especimenes de zonas geograficas
distintas para confirmar la variabilidad de secuencia
aminoacidica, las diversas actividades bioldgicas que
producen, asi como encontrar relaciones estructura-
funcion entre los diversos procesos que desencadenan
estas toxinas, asimismo encontrar prototipos
moleculares para el disefio de nuevos farmacos
para sPLA, La obtencion de sueros antiofidicos
mas especificos y del mismo modo, el clonaje de las
diversas isoenzimas facilita la expresion y el estudio
amplio de la proteina.
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