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Abreviaturas

Glosario de abreviaturas

6xH, hexa-histidina. 6 histidinas en tindem que se usan como marca de afinidad por Ni*" para facilitar
purificacion de proteinas recombinantes.

ACN: acetonitrilo. Solvente orgénico usado en cromatografia de fase reversa.

AMBIC: Bicarbonato de amonio, sal utilizada como buffer para tratamiento de muestras a ser digeridas
con tripsina (pH=8.5).

Bd sPLA,, PLA, secretoria de Bothrops diporus clonada, la I posee serina en su N-terminal,
mientras que la II posee asparragina.

BL21(DE3): cepa E. coli utilizada para la expresion de proteinas codificadas en plasmidos que tienen el
promotor del fago T7, tienen en su cromosoma la polimerasa de ARN de éste con porcion de operdn lac, lo que permite
expresar esta polimerasa con galactosa o un analogo (IPTG). Son ademas, deficientes en algunas proteasas.

BPB: Bromuro de para-bromofenacilo, agente alquilante utilizado para anular la actividad
catalitica de fosfolipasas con histidina catalitica, por modificacion de ésta.

BrEt. Bromuro de etidio, molécula fluorescente utilizada para detectar por irradiacion UV fragmentos de
ADN o ARN en electroforesis en agarosa o poliacrilamida.

B-ME. B-mercaptoetanol, agente reductor utilizado en soluciones de proteina para formar tioles libres
(cadena lateral de cisteina) a partir de disulfuros, o evitar la formacioén de éstos. Uso similar al DTT, menor costo y
menor potencia reductora.

CAF: chemically assisted fragmentation, fragmentacion asistida quimicamente. Método de
modificacion de aminos libres, para obtener mejor fragmentacion en espectrometria con ionizacion tipo
MALDI.

CHAPS: 3-[(3-Colamidopropil)dimethylammonio]-1-propansulfonato (CAS 75621-03-3),
detergente zwitterionico utilizado para solubilizar proteinas.

CHCA. Acido a-Cyano-4-hidroxicindmico, usado como matriz para ionizacién por laser (MALDI).

DEPC: Dieti-lpirocarbonato, se utiliza en soluciones acuosas frescas para inactivar posible
contaminacion de ARNasas de material a ser usado con ARN. Se inactiva por autoclavado al descomponerse en didxido
de carbono y etanol.

DH5a: cepa de E. coli. Posee mutaciones que optimizan la preparaciéon de ADN plasmidico (por ejemplo
carencia de endonucleasa EndA y enzima de restriccion RecA). Se utiliza como cepa huésped en las transformaciones
de reacciones de ligado entre un plasmido y otro fragmento de ADN, por ejemplo, proveniente de clonacion.

DLPC, dilauroil fosfatidil colina (1,2, di-dodecanoil fosfatil colina), fosfolipido usado como
sustrato en forma de monocapa en ensayos de actividad fosfolipasa debido a que sus productos de hidrélisis se desorben

rapidamente de la interfase.
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dNTP: Nucle6tido desoxirribonucleétido tri-fosfato. Usualmente se refiere a los tri-fosfatos de

desoxi-guanosina, desoxi-timidina, desoxi-citosina y desoxi-adenosina. Sustrato necesario para la polimerizacion del
ADN (por ejemplo, por PCR), al proveer el mondémero activado para la reaccion de acople con la cadena creciente de

ADN.
D.O. : Densidad optica, absorcién aparente, por lo general a 600 nm, dada por la dispersion de particulas

en un medio. Se usa frecuentemente como medida de crecimiento de cultivos bacterianos. Esta absorcion aparente por

ser ocasionada por dispersion, es dependiente de la distancia de la cubeta al detector, por lo que no es independiente del
equipo que se use.

DTT: Ditiotreitol. Agente reductor mas potente que BME, utilizado para formar tioles libres de cisternas en
caso de soluciones de proteina, a partir de disulfuros, o evitar la formacién de éstos. Modificacion labil a la reoxidacion.

E. coli: Escherichia coli. Especie bacteriana de la cual se utilizan varias cepas mutadas con fines
biotecnoldgicos como expresion de proteinas recombinantes y amplificacion de plasmidos.

EDTA: Acido etilen diamino tetra-acético. A pH mayor o igual a 8 se halla deprotonado y se utiliza
como quelante de cationes divalentes como el ca®.

Gdn.HCI: Hidrocloruro de guanidinio. Agente caotropico desnaturalizante de proteinas, se utiliza,

junto con agantes reductores, en la solubilizacion de cuerpos de inclusién con multiples puentes disulfuro. Es mas

potente desnaturalizante que urea a concentraciones comparables y no tiene el riesgo de carbamilacion que presenta
ésta.

IAA: ITodoacetamida. Reactivo alquilante utilizado para modificar tioles libres en forma estable, por
agregado al azufre de un grupo carbamidometil. Origina un cambio de masa de 57 Da.

IMAC: Immobilized Metal Affinity Chromatography, cromatografia de afinidad por i6n metélico
inmovilizado. Método para separar muestras proteicas que poseen una marca con afinidad por algiin metal, usualmente,
cation divalente. Por ejemplo, la union de poli-histidina con el Ni*" a pH neutro o basico.

IPTG: Isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido. Molécula analoga a galactosa que no es hidrolizable,
permitiendo la induccion constante del operdn lac, y asi la expresion proteica en cepas de bacteria DE3 con plasmidos
con promotor del fago T7.

MALDI: Matrix assisted laser desorption ionization, método de ionizacién de muestras biologicas
(macromoléculas) asistido por matriz (compuesto organico pequefio como acido cinapinico) que permite una
transferencia suave de la energia del laser evitando la ruptura de la macromolécula.

MilliQ: nombre comercial de sistema de agua ultra pura de Millipore.

Origami (DE3): Cepa E. coli que permite induccion proteica en plasmidos con promotor del fago T7,

tiene la ARN polimerasa de éste codificada en su cromosoma asi como la porcion del operéon Lac UV inducible por
galactosa o un analogo (IPTG). Vendida por Novagen, actualmente (2014) reemplaza por Origami2, que posee

mutaciones en genes de la reductasa de tiorredoxina y la reductasa de glutation para facilitar formacion de puentes

disulfuro en el citoplasma bacteriano.

p.b. Pares de bases, medida minima de un monémero de nucleétido en el caso de ADN doble cadena.
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PBS: Phosphate buffer saline, buffer fosfato salino, pH=7.4 por lo general, isoténico con medio
fisiologico usual.

PC: phosphatidyl choline, fosfatidilcolina o glicerofosfocolina, cabeza polar de fosfolipido cuya
cabeza polar, unida al fosfato, es un grupo colina. Es eléctricamente neutro en pH fisiologico.

PCR. Polymerase chain reaction, reaccion en cadena de la polimerasa, procedimiento de
amplificacion enzimatica de acidos nucleicos.

PEG: Polietilenglicol; utilizado como agente reductor de volumen disponible (molecular crowding)

pHUE: vector de expresion (plasmido) que consiste en el vector pET15b con una secuencia codificante
para ubiquitina en marco para expresion.

P.I: Punto isoeléctrico, pH al cual una molécula es electroneutra. Es el principio de separacion de la
primera dimension en geles 2D.

PLA: Phospholipase, fosfolipasa, enzima que hidroliza uno mas tipos de enlaces, éster o
fosfoéster, de fosfolipidos.

PSA: Persulfato de amonio, utilizado en la iniciacién de la reaccion radicalaria para polimerizar, la
mezcla de arcrilamida — bisacrilamida en geles de poliacrilamida.

PSD: Post source decay, fragmentacion espontinea de iones moleculares excitados (por ej. péptidos
cationicos) vinculada a la ionizacion MALDI, muy qutil en secuenciaciéon de novo por MS/MS.

SDS: Sodium dodecyl sulfate, dodecil sulfato de sodio. Molécula anfipatica utilizada como

detergente io6nico a pH neutros o basicos, para otorgar una densidad de carga homogénea a soluciones de proteinas, al

desnaturalizarlas por unién no covalente a sus residuos, permitiendo una migracion diferenciada por tamafio en
electroforesis de geles de poliacrilamida (PAGE).

sPLA,, fosfolipasa A, secretada.

TEMED: Tetrametil-etilen-diamina, usado para catalizar la formacion de radicales libres a partir de

PSA, en la polimerizacion de acrilamida con bis acrilamida para lograr geles apropiados para la separacion de

macromoléculas por electroforesis. (PAGE).

TFA: trifluoro acetic acid, acido trifluoroacético, utilizado en espectrometria tipo MALDI para
otorgar carga positiva a través de un proton.

Tm: Temperatura de fusion (melting). En el contexto de oligonucleétidos de ADN es la temperatura a
la cual ocurre un cambio de fase de dimero a monémero, y se define como la temperatura a la cual el 50% de los
dimeros se han disociado.

TOF: time of flight, tiempo de vuelo. Método para calcular la relacion carga/masa de un i6n (fragmento
de macromolécula, en esta tesis, péptidos o aminoacidos cargados usualmente con 1 protdn extra) en espectrometria de
masas.

U, ubiquitina: Motivo proteico usado como marca en el N-terminal, escindible especificamente por una

proteasa especifica cuyo corte resulta en un N-terminal sin aminoacidos extra en la proteina deseada (fosfolipasa).
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Resumen general

El marco general del trabajo presentado en esta tesis fue el estudio de propiedades proteicas
claves en la interaccion con interfases lipidicas. El objetivo particular fue aportar informacion sobre
las causas de las diferencias de actividad lipolitica de isoformas de enzimas fosfolipasas A, de
veneno de Yarara Chica o Bothrops diporus. Este trabajo continua la linea investigativa
desarrollada en la tesis del Dr. José Julian Daniele, también dirigida por el Dr. Gerardo Fidelio. En
aquel trabajo se caracterizaron bioquimicamente tres isoformas de fosfolipasas A, de Bothrops
diporus, siendo notable la diferencia de hidrolisis de monocapas entre una de ellas (P3), respecto a
las otras dos (P1 y P2). P3 presentaba una presion lateral optima de hidrolisis de monocapas de
dilauroil-fosfatidil-colina (DLPC) mucho mayor que P1 y P2.

En la Parte 1 de esta tesis, se resumen los resultados concernientes al clonado, expresion y
renaturalizacion de dos isoenzimas de Bothrops diporus. Como primer paso se obtuvo la secuencia
completa de aminodacidos, deducida a partir del ADN codificante clonado para cada una de ellas.
Estas presentan gran similitud entre si, y se clasifican como de grupo II. Las dos primeras fueron
expresadas heterologamente (E. coli) y renaturalizadas, determinandose su perfil de velocidad de
hidrélisis de monocapas de DLPC respecto la presion lateral de esas monocapas. Para ambas
isoformas recombinantes, dicho perfil fue coincidente con los obtenidos para las isoformas
purificadas de veneno, cuya secuencia completa era desconocida en su momento. Ademas, se clond
el ADN codificante de una miotoxina con estructura simil a fosfolipasa.

A partir de veneno, se purificaron fosfolipasas, encontrandose las dos cuyas secuencias
proteicas coinciden con las expresadas en E .coli. Una tercera fosfolipasa fue parcialmente
secuenciada a nivel de proteina, siendo distinta de la reportada en el trabajo previo a este (P3), y
también diferente en su N-terminal a las dos clonadas. Su perfil hidrolitico en monocapas también
difiere aunque es similar al de P3, descripto en el trabajo fundador de esta linea. La informacion de
secuencia de esta nueva isoespecie, parcial, se logré a través del uso de espectrometria de masas de
péptidos post digestion triptica. La Parte 2 de este trabajo resume los puntos principales de este
enfoque.

Ademas, en la Parte 3 se presenta un estudio que relaciona los dptimos experimentales de
actividad hidrolitica de monocapas de sustrato (lipido) para una dada fosfolipasa secretada con su
energia libre de union a membrana, siendo esta ultima obtenida a partir de simulacion
computacional. Se evidencio una relacion directa entre el 6ptimo de presion lateral de hidrdlisis de

sustrato en monocapa con un mayor valor absoluto de energia de uniéon a membrana simulado. Por
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modelado molecular se generaron las posibles estructuras para las enzimas de Bothrops diporus y se
calculd su energia de unién a membrana simulada. Este valor fue coherente con la presion lateral
optima de hidrolisis predicha por la relacion obtenida con estructuras y optimos conocidos. Al
modelar una enzima quimérica consistente en la secuencia de una de las recombinantes con
porciones de sus secuencia reemplazada por los péptidos de la nueva fosfolipasa de alta presion, se
obtuvo una energia que se relaciona con un mayor 6ptimo de hidrolisis. Esto sugiere que esas
regiones modificadas in silico podrian ser claves para que una isoespecie se comporte como de “alta
presion” lateral.

En la Parte 4 se presenta un estudio sobre los cambios estructurales de una membrana
natural, la mielina, luego de la accidon de diversas fosfolipasas. La informacion estructural se obtuvo
a través de la metodologia de difraccion de rayos X a bajo angulo (SAXS). Pudo detectarse un
cambio en la estructura de mielina al ser incubada con fosfolipasas, evidenciandose una fase mas
expandida en coexistencia con la fase regular de mielina a la temperatura medida. No se hallaron
diferencias entre fosfolipasas de veneno de vibora y de pancreatica porcina.

Finalmente, en la Parte 5 se describe una modificacion al método usual para medir 6ptimos
de hidroélisis en monocapas. Esta permite mayor sencillez en la configuracion experimental respecto
del método de barostato. Consiste en hacer medidas de la caida de presion lateral de una monocapa
de dilauroil-fosfatidil colina y encontrar el punto de inflexion de la curva expresada como
moléculas superficiales vs. tiempo. El tiempo al que se da este punto de inflexion permite obtener la

presion lateral optima, es decir, a la cual es méaxima la velocidad de hidrolisis.

Durante el desarrollo de este trabajo de Tesis se publicaron los siguientes articulos:

Cloning and functional expression of secreted phospholipases A, from Bothrops diporus
(Yarara Chica), Biochemical and Biophysical Research Communications, vol.: 427 (2012), pp.
321-325. P.J. Yunes Quartino, J. L. Barra y G. D. Fidelio.

Thyroid hormones-membrane interaction: Reversible association of hormones with
organized phospholipids with changes in fluidity and dipole potential, Chemistry and Physics
of Lipids, vol: 175-176C (2013), pp.131-137. B.A. Issé, P.J. Yunes Quartino, G.D. Fidelio y R.N.
Farias.

El trabajo del método de area constante, el calculo de energias de unién a membrana y los

estudios sobre mielina estan en fase de escritura de manuscrito.
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Introduccion

1. Origen de la pregunta del trabajo de tesis

El interés de nuestro laboratorio en el estudio de componentes de veneno de vibora se
traduce en trabajo experimental desde inicios de los afios 1990, cuando se comenzo a investigar las
propiedades bioquimicas del veneno de Yarara chica. Esta vibora, cuyo nombre cientifico en esa
época era Bothrops neuwiedii diporus, se denomina actualmente Bothrops diporus (Carrasco y col.
2012) o, en algunas referencias, Bothropoides diporus (Fenwick AM y col. 2009). Es una vibora
predominante en el centro-norte de Argentina, con gran relevancia en casos de ofidismo (Bustillo y
col. 2009), perteneciente al grupo de viboras de fosetas (sub-familia Crotalinae).

Los estudios bioquimicos del veneno de esta vibora se centraron en actividad de enzimas
fosfolipasas A, secretadas (sPLA;). Asi, mediante fraccionamiento cromatografico se llegd a
describir tres variantes de ese tipo de enzimas o isoformas (Daniele y col. 1997; Daniele y col.
1995).

En el area de Biofisica del Instituto (CIQUIBIC) donde se desarrollo este trabajo, existia
experiencia en el estudio de los efectos de fosfolipasas (A, y C) de origenes diversos sobre lipidos
en sistemas modelos de membrana. En este sentido nuestro laboratorio ha puesto a punto el sistema
de medicion de actividad fosfolipasa sobre monocapas de fosfolipidos de cadena corta como el 1, 2
sn-dilauroil-fosfatidilcolina (DLPC). Con esta técnica se determino la presion lateral (IT) de estas
monocapas a la cual la hidrolisis se lleva a cabo en forma Optima (mayor velocidad) para cada
isoespecie (Figura I.1).

De las tres isoformas previamente descriptas, dos de ellas (P1 y P2) presentaban
aproximadamente el mismo valor 6ptimo de IT (13 mN/m), mientras que una tercera (P3) tenia un
optimo notablemente mas alto (27 mN/m, Figura 1.1). Ademas, poseian otras caracteristicas
diferenciales, entre ellas la que permiti6 separarlas facilmente por columna de exclusion molecular:
P3 era menos retenida por la columna respecto a P1 y P2. También se secuenci6 el extremo amino

terminal por degradacion de Edman, observandose gran similitud (Figura I.1) entre las tres enzimas.
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Figura L.1. Perfil de velocidad vs. II. Adaptada de Daniele y col. 1997. El cambio de area de la
monocapa (traducido a moléculas hidrolizadas por segundo y unidad de area por mg de enzima) a
una presion lateral (I1) dada. Se indican las secuencias de aminoacidos de P-1, P-2 y P-3 obtenidas

por degradacion de Edman. Los residuos subrayados indican la posicion variable.
De estos datos preliminares surge la pregunta inicial de este trabajo de tesis:

.Cual es el origen conformacional/estructural de la diferencia en comportamientos

entre las diferentes isoformas de enzimas?

2. Hipdtesis de trabajo

Dado que las tres variantes de fosfolipasas purificadas de B. diporus (yarara chica) poseen
secuencias muy similares en su extremo N-terminal, y suponiendo la misma escasa variabilidad en
el resto de la secuencia, estas diferencias sutiles en secuencia primaria podrian traducirse en efectos

notables en cuanto a la presion Optima de hidrélisis de DLPC en monocapas.

El primer paso fue ampliar el conocimiento de la secuencia primaria y al mismo tiempo
introducir herramientas y técnicas de biologia molecular en el laboratorio, con el objetivo final de
producir en forma recombinante las enzimas a estudiar y aportar conocimiento basico sobre la

relacion entre estructura y funcion de estas proteinas.
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3. Venenos y toxicologia

“El célebre médico Mead, de Londres, vio con el microscopio el licor que arrojan las encias
de las viboras irritadas, y sostiene que siempre lo encontré sembrado de laminas cortantes y
puntiagudas, cuyo namero infinito desgarra y rompe las membranas internas”. Voltaire (Primera
década, lib. VIII, extraido de http://www.e-torredebabel.com/Biblioteca/Voltaire/envenenamientos-
Diccionario-Filosofico.htm.)

La cita de Voltaire ilustra que la fenomenologia de los efectos de estos venenos particulares
(viboras) es conocida desde hace siglos. Las consecuencias dafinas e incluso fatales de los venenos
son apreciadas desde los comienzos de la humanidad. Por ejemplo es conocido su uso como arma
contra otras personas, aunque mas frecuentemente como medio para cazar animales. Existen
también usos directos sobre el ser humano con fines benéficos, como el veneno de abeja que se
propone para el alivio de ciertas enfermedades autoinmunes como la esclerosis multiple (Mirshafiey
2007), o el botox (neurotoxina botulinica) de origen microbiano.

En el ultimo siglo los venenos fueron objeto de estudios bioquimicos y biologicos intensos.
Esta rama de las ciencias quimicas-biologicas es conocida como toxinologia. A partir de fuentes
naturales surgieron preparaciones enriquecidas en un dado compuesto, y también se sintetizaron
estas mismas moléculas u otras similares en forma in vitro o con organismos distintos de su fuente
natural (método heterologo).

En general, los venenos de reptiles son mezclas de proteinas y péptidos principalmente, que
tienen una enorme diversidad de efectos biologicos, complejos y potentes, sobre las presas
(Mackessy 2010). En particular, los venenos de crétalos (viboras de fosetas o pit vipers) que
conforman la sub-familia Crotalinae a la cual pertenece Bothrops diporus, no presentan
componentes pequefios no proteicos como el caso de nucledsidos libres, cuya presencia si estd
establecida en otras serpientes (Aird 2005). Sin embargo, en crotalos se ha descripto la presencia de
nucleasas (Dhananjaya y col. 2010) que liberarian endégenamente en la presa esos nucledsidos
(notablemente, por sus efectos bioldgicos, la adenina). Se conoce que las purinas acentian la
hipotension inducida por veneno y la paralisis, a través de receptores de purina (Aird 2002). Por
otro lado, en el género Bothrops se han encontrado, incluyendo este trabajo de tesis, miotoxinas
similares a sPLA, Una miotoxina de Bothrops asper, constituye un ejemplo de un mecanismo que
se acoplaria a la accion de nucledsidos purina, pues al dafiar masculo provoca un influjo de ATP y
potasio, lo que a su vez activa receptores purinérgicos con el resultado de una generalizacion del

dafio muscular (Cintra-Francischinelli y col. 2010). Asi existe sinergia entre la miotoxina y
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nucleasas. Esto es un ejemplo de la generalidad de la accion de un veneno, que puede resumirse
como la actividad del veneno total no es la suma de las actividades de los componentes
individuales (Larreche y col. 2008).

Los venenos de los crotalos pertenecientes al género Bothrops, como la yarara chica son en
si mismos un coctel complejo de componentes. El envenenamiento humano debido a mordeduras de
viboras de este género, se caracteriza por una rapida formaciéon de edema con dolor, equimosis,
hemorragia, inflamacion, necrosis local de piel y musculo y una hemdlisis sistémica, junto con

perturbaciones en la coagulacion y un shock hipotensivo (Rodrigues y col. 2012).

A partir de la investigacion de los mecanismos de la hipotension inducida por péptidos de
veneno de Bothrops jararaca, surgié el Captopril, sustancia inhibidora de la peptidasa que convierte
angiotensina I en angiotensina II. Este medicamento logra la disminucion de la vasoconstriccion lo
que permite un control de la hipertension. Este medicamento fue desarrollado por el argentino Dr.
Miguel Ondetti y colaboradores basandose en estudios estructurales de péptidos inhibidores de
aquella enzima presentes en el veneno de la mencionada vibora (Ondetti y col. 1971) y (Opie y col.
1995).

La crotoxina, presente en la cascabel austral (Crotalus durissus terrificus), fue fuente de
estudios por sus posibles propiedades antitumorales. Se llegd a la fase 1 de prueba clinica en
Argentina con pacientes con cancer avanzado (Cura y col. 2002) obteniéndose una regresion en el
tamaifio de tumor aunque con presencia de neurotoxicidad.

En las ultimas décadas, en particular gracias a los avances en técnicas que generan gran
cantidad de datos, como lo son el secuenciamiento de ADN (gendmica y transcriptomica) y técnicas
de separacion proteica acopladas a espectrometros de masas de alto rendimiento (protedmica), se ha
hecho un salto cuali y cuantitativo en la descripcion de los venenos. La descripcion de toxinas de
diversas familias con actividades particulares es algo casi cotidiano. De esta investigacion bésica
han surgido productos farmacéuticos aprobados para uso humano, ademas del uso de distintas de
estas enzimas para analizar diversos procesos fisiologicos, como por ejemplo, aspectos de la
hemostasia, apoptosis o neurotransmision.

Existe variabilidad entre el transcriptoma y el proteoma, tanto a nivel de presencia o
ausencia de ciertos componentes, como también de las cantidades relativas entre ellos. Especies que
tienen transcriptomas similares pueden poseer proteomas muy disimiles, lo que evidencia que hay
un control a nivel de traduccion del ARNm que varia entre especies (Durban y col. ). Un ejemplo,
para el caso de Bothropoides pauloensis, vibora brasilefia, se resume en la Figura [.2. No existe gran

diferencia entre proteoma y transcriptoma, con algunas excepciones (Rodrigues y col. 2012).
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ARNm de toxinas en glandula de B. pauloensis Proteinas y péptidos en veneno de B. pauloensis

Lectinas tipo C-0.6%
BPP/CNP 12.4%)

Lectinas tipo C 8.61° BPP/CNP 17.4% (9
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Figura 1.2. Izquierda: Abundancia estimada de ARNm de toxinas identificables, a partir de

glandula de veneno de Bothropoides pauloensis. PLA, incluye las fosfolipasas A, asi como las
miotoxinas homoélogas K49 (hidroliticamente inactivas). LAO: L-amino oxidasa. CRISP: proteinas secretorias
ricas en cisteina. Minoritarias: ohanina, 5’nucleotidasa, BPP/NP: péptidos potenciadores de la bradiquinina y
péptido natriurético tipo C, hialuronidasa y factor de crecimiento de endotelio vascular. NGF: factor de
crecimiento nervioso. Derecha: Composicion estimada en masa de proteina (absorbancia a 215 nm y
densitometria de bandas proteicas SDS-PAGE, tefiidas con Azul Brillante de Coomassie) obtenida con
degradacion de Edman y técnicas de espectrometria de masas a partir de veneno liofilizado de Bothropoides

pauloensis

Se ha demostrado que ciertas toxinas, por ejemplo las PLA; de veneno de vibora, presentan
una evolucion acelerada en la porcion codificante para la proteina madura cuando se compara con
las porciones no traducidas e intrones del resto del gen (Nakashima y col. 1995). Esto se deberia a
la presion selectiva que ejerce el tipo de alimento que el animal tiene a su disposicion. Esta
hipotesis dietaria explicaria también la variacion geografica en la composicion del veneno de una
misma especie (Alape-Giron y col. 2008). Este ultimo estudio indica que también existen
variaciones ontogénicas (fase de desarrollo del animal) para algunos componentes.

La presencia de moléculas miotoxicas similares a PLA; en crotalos es otro ejemplo de la
diversificacion de estas moléculas por duplicacion génica posiblemente. Estas conservan el patron
de cisteinas y el tamafo total de la molécula, pero tienen una sustitucion clave del Asp49 (D49) por
Lys49 (K49) lo que las hace hidroliticamente inactivas (Lomonte y col. 2003). En este trabajo se

clono una de ellas.
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4. Fosfolipasas

Por definicion, las fosfolipasas son enzimas hidrolasas que catalizan la ruptura de
enlaces ésteres o fosfoésteres de fosfolipidos. Se denominan A1, A,, C o D si el enlace hidrolizado
es el sn-1, sn-2, sn-3 o el enlace hacia el sustituyente del fosfato, respectivamente (Figura 1.3). Se
denominan fosfolipasas B a las que hidrolizan ambos 4cidos grasos, es decir, las que presentan
actividad A, y A,. Las fosfolipasas A, (PLA;) son en general estéreo-especificas (carbono quiral del
enlace sn-2), siendo un enantiomero (L) hidrolizable, y otro no (D). Los productos de esta hidrélisis
son el acido graso libre y el liso-fosfolipido. De acuerdo al sistema internacional de clasificacion

(EC), pertenecen a la categoria EC 3.1.1.4.

PLA, . .
H,0 u
o  SHhA-o—C—R
L Ho, |
R,—C—0 Csl;lz
H,0 (”) H,0
PLA, CH,—{-0—p—O0-4Grupo
OH
PLC PLD

Figura 1.3. Hidrdlisis de enlaces de un fosfolipido catalizada por fosfolipasas. De acuerdo al enlace

hidrolizado, se indica el tipo de fosfolipasa que cataliza esa reaccion. El carbono 2 es quiral. En fuentes
naturales el sustituyente R1 suele ser saturado y el R2 mono-insaturado. El Grupo unido al fosfato puede ser un
proton (acido fosfatidico), colina (lecitinas), glicerol, etanolamina, serina. Cuando una enzima posee actividades

A,y A se la denomina fosfolipasa B.

Ademés de hemorragia y perturbaciones en la hemostasia, el envenenamiento debido a
viboras del género Bothrops se caracteriza por un dafo local prominente del tejido debido a
mionecrosis, edema e inflamacion ampliamente correlacionados con moléculas de fosfolipasas
secretadas o sPLA, (Rodrigues y col. 2012). La inhibicidn de la agregacion plaquetaria inducida por
ADP también se estudia para las nuevas sPLA, reportadas (Garcia Denegri y col. 2010).

Varias sPLA, de venenos de viboras son neurotoxinas potentes que actuan bloqueando la
transmision neuromuscular a nivel presindptico. Algunas son mondmeros (una sola cadena) y otras
heterodimeros (dos cadenas diferentes), como la ya mencionada crotoxina. Esta, posee una cadena
de fosfolipasa activa basica (Cb) levemente toxica en forma aislada, mientras que la otra cadena
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(Ca), posiblemente una fosfolipasa procesada proteoliticamente, 4cida y cataliticamente inactiva, no
presenta actividad biologica (neurotoxicidad) en forma aislada. Sin embargo, cuando estan unidas
se exacerba la accion farmacoldgica y por lo tanto letal de Cb al evitarse la adsorcion inespecifica

de la misma.

4.1. Generalidades y clasificacion de las PLA,

Una enorme familia de proteinas presenta actividad PLA,, y a medida que se fueron
describiendo sus propiedades cataliticas y caracteristicas estructurales se las fue clasificando en
diversos grupos. Hace mas de un siglo que se realizan experimentos con estas enzimas, siendo

modelo de enzimologia de lipidos, y paradigmas para el formalismo de catélisis interfasial.

) H M ° A
R QHS + HO 8] 4 + -
g —ﬂﬂv”é;ﬂﬂs E H B! _mem \f
3

o OH
PC H,0 Liso PC Carboxilato

Figura 1.4. Esquema de la reaccion catalizada por una fosfolipasa A,. Los reactivos son la

fosfatidilcolina (R indica acido graso) y el agua, siendo los productos el 1-acil 2-liso-glicero-fosfocolina y un

acido graso, usualmente como carboxilato (por el pH del medio en el que ocurre la reaccion).

Los acidos grasos producidos por la reaccion de hidrolisis (Figura 1.4), tales como el acido
oleico (18:1) o el araquiddnico (20:4) son fuentes de reserva energética. Ademas, este tltimo puede
funcionar como un segundo mensajero intracelular en caso de ser producido por la PLA, citosélica,
o bien como precursor de eicosanoides mediadores de inflamacion, si es el producto extracelular de
la reaccion catalizada por fosfolipasa secretada, como la del liquido sinovial humano (Baynes y col.
2004). El otro producto de la accion de la PLA,, el liso-fosfolipido, es importante en sefalizacion
celular y remodelacién o perturbaciones de membrana (Khan y col. 1995).

Una de las clasificaciones mas difundidas y aceptadas en la literatura es la propuesta por
Edward A. Dennis, y actualizada regularmente en diversas publicaciones. De acuerdo a las
revisiones de los afios 2000 y 2006 (Six y col. 2000), (Schaloske y col. 2006) hay 5 grandes
subconjuntos de fosfolipasas, que estan a su vez clasificadas en distintos grupos (indicados con
nimeros romanos) y subgrupos (letras). La asignaciéon de una dada enzima a uno de estos

subconjuntos o tipos esta basada en el mecanismo catalitico y los aminoacidos claves que participan
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en ¢l, pudiendo ser diadas o triadas de aminoécidos en el sitio activo (His/Asp, Ser/Asp o Ser/
His/Asp). También se tienen en cuenta caracteristicas funcionales (dependencia o no con Ca*") y
estructurales (tamafio, presencia de puentes disulfuro) para asignar un grupo a una nueva enzima.

Es requisito indispensable para asignar una PLA; a un grupo, que la proteina tenga actividad
PLA, y su secuencia completa de aminoacidos sea conocida. De esta forma puede buscarse
similitud con otras PLA, secuenciadas, para clasificarla en el mismo grupo o generar uno nuevo,
nombrandolo con niimeros romanos (I, II...), como se hizo en este trabajo con las isoformas
clonadas (ver Parte 1). Otro criterio propuesto por Dennis y col. para nombrar isoformas similares
del mismo organismo, es anadir letras mayusculas (A, B...) a continuacion del nimero romano para
distinguirlas. De existir proteinas alternativas por empalme diferencial de un mismo gen, se sugiere
el uso de numeros arabigos (1,2...). Si bien la actividad principal de la enzima tiene que ser
fosfolipasa A, para clasificarse como tal, es usual encontrar proteinas que pertenezcan a esta
superfamilia y presenten otras actividades de catalisis, como PLA, liso-fosfolipasa A; o A,, acil-
transferasa, o trans-acilasa A, o di o triacilglicerol lipasa. Finalmente, es necesario remarcar que
estas proteinas poseen actividades bioldgicas no hidroliticas, como se discute en la proxima seccion
para el caso de las PLA, secretadas.

Las fosfolipasas pueden ordenarse en los siguientes conjuntos:

* sPLA,, PLA; secretadas, pequefias (12 a 18 kDa), usualmente producidas en gran cantidad
por distintos organos (pancreas y tejido sinovial de mamifero, gldndulas de veneno de reptiles e
insectos, etc.). Poseen una diada catalitica histidina / aspartico, y requerimiento excluyente por
Ca’’. Pertenecen a este tipo los grupos I, II, III, V, IX, X, XI, XII, XIII y XIV, junto con una de
origen bacteriano. Las enzimas usadas en este trabajo son de este tipo.

* cPLA,, PLA, citosdlicas, grandes (61 all4 kDa) que utilizan una serina catalitica.
Inicialmente fueron descriptas en neutrdfilos y plaquetas. La primera que se secuencid era una
proteina de 85 kDa sin puentes disulfuro, no relacionada a las conocidas secretadas, clasificada
como grupo IVA. Alguno de sus miembros no requieren calcio para la actividad catalitica pero si
para su traslocacion hacia otro compartimento intracelular (ejemplo grupo IVA, posee diada Ser /
Asp). La mayoria posee un dominio C2 (funcionalmente relacionado a direccionamiento de
proteinas hacia membrana)

* iPLA,s PLA, independientes de Ca®" con una serina catalitica, entre 85y 88 kDa. El grupo
VIA (humano) es el primer ejemplo, posee multiples variables de empalme alternativo de ARNm y

7 a 8 repeticiones de anquirina. También pueden incluirse los grupos IVB, VI, VII y VIII por su
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independencia de calcio. Estos dos ultimos caen dentro de otra clasificacion, las PAF-AH (ver a
continuacion).Varios miembros poseen actividades lipasas y transacilasas.

* PAF-AH, acetil-hidrolasas de factor activador de plaquetas (grupos VII y VIII). Tienen
una triada catalitica serina/histidina/aspartico. La del grupo VIIA es secretada, las demas no. La
VIIA tiene ademads actividad di y triacilglicerol lipasa y también PLA,, pudiendo hidrolizar
fosfolipidos oxidados de particulas de LDL (lipoproteinas de baja densidad). Por esto ultimo
también se la conoce como PLA; asociada a lipoproteina. Las VIIB y VIIC son intracelulares, asi
como las del grupo VIII. Estas tltimas se hallaron expresadas solo durante la embriogénesis del
cerebro de mamiferos.

Puesto que no existe todavia gran cantidad de enzimas clonadas y estudiadas de los ultimos
tres tipos, las clasificaciones pueden solaparse en algunas caracteristicas.

* PLA;s lisosomales, grupo XV, triada catalitica serina / histidina / aspartico, su pH 6ptimo
es 4, y es independiente de Ca’". Posee también actividades de O-acil-ceramida sintetasa y

transacilasa.

En paralelo a la investigacion de la relacion de las fosfolipasas con diversos procesos
fisiologicos normales y patologicos, se impuls6 la busqueda y disefio de drogas que inhibieran
fosfolipasas especificas (Ali y col. 2013; Tawakol y col. 2014). Existen ensayos que permiten
distinguir grupos de fosfolipasas basados en caracteristicas distintivas de la enzima, como el
requerimiento de Ca®" o la sensibilidad a ciertos inhibidores. Por ejemplo un enantiémero de
bromoenol lactona, BEL, inhibe en forma irreversible a las enzimas del grupo VIA (Yang y col.
1999).

Se han encontrado aplicaciones industriales para las enzimas secretadas que incluyen el
desgomado de mezclas alimenticias, produccion de lisolecitinas para uso como emulsificantes (De
Maria y col. 2007), y la producciéon de fosfolipidos con baja abundancia natural o enantio-
seleccionados. Asi pueden usarse en la produccidon de enantiomeros no hidrolizables, a partir de una
mezcla racémica, por hidrélisis del enantiomero sustrato. Ademas, se ha probado que pueden
funcionar como sintasas, cuando se incuba un acido graso con liso-fosfolipido en una suspension
con baja cantidad de agua (Pernas y col. 1990). De esta manera se favorece la reaccion inversa a la

hidrolisis.
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4.2. Caracteristicas estructurales y funcionales de las PLA, secretadas

Este trabajo de tesis doctoral se focalizd, por la pregunta que le dio origen, en enzimas PLA,
secretadas o sPLA,. Estas fueron las primeras enzimas con actividad fosfolipasa conocidas hasta
1986 afio en que se describid una citosolica. Las sPLA; se encontraron primero en venenos de
serpientes y posteriormente en exudados pancredticos de vaca y liquido sinovial humano (Six y
Dennis 2000).

Ademas de su actividad hidrolitica, poseen otras actividades bioldgicas independientes de la
hidrolisis de fosfolipidos, como por ejemplo mio y neuro-toxicidad (Rodrigues y col. 2004), anti-
coagulacion por union al factor Xa, efectos similares a citoquinas mediante la unidén a receptores
celulares (Schaloske y Dennis 2006), formacion de edema (Daniele y col. 1997; Daniele y col.
1995), etc.

Como ya se menciond, las sPLA;, son proteinas entre 13 y 16 kDa que utilizan una histidina
catalitica, y como cofactor al Ca**, por lo que su actividad se ve anulada o disminuida notablemente
cuando éste se acompleja (con EDTA por ejemplo). En presencia de compuestos reductores como B
mercapto-etanol (BME) o ditio-treitol (DTT) su actividad se ve afectada o simplemente anulada por
disrupcion de la estructura proteica (reduccion de puentes disulfuro). Ademas, muestran gran
resistencia a solventes organicos, condiciones 4cidas y altas temperaturas (en presencia de Ca®" son
ain mas resistentes). Un procedimiento comuin para confirmar el mecanismo catalitico es la
anulacion de la actividad por alquilacion de la histidina catalitica con bromuro de p-bromofenacilo
(BPB).

Sus sustratos naturales usualmente poseen un acido graso insaturado de cadena larga en la
posicion sn2 del fosfolipido. Este al liberarse puede ser un segundo mensajero o también precursor
de sustancias involucradas en inflamacion, como es el caso del 4cido araquidénico. Esto sin
embargo no se traduce en una preferencia por el tipo de acido graso a escindir. En cambio, la
especificidad es notablemente variable respecto del tipo de cabeza polar del fosfolipido que le
confiere carga negativa o neutra a la molécula, como glicerol o colina respectivamente (Burke y col.
2009).

De acuerdo a los criterios de clasificacion de Dennis, como ya se mencion6, las PLA,
secretadas pertenecen a alguno de los grupos I, II, III, V, IX, X, XI, XII, XIII y XIV. Las
provenientes de vegetales y animales tienen entre 6 y 8 puentes disulfuro. Se han descripto también

en virus (parvovirus, grupo referencia), hongos y bacterias. La primera sPLA2 descripta en
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bacterias, pertenece a Streptomyces violaceoruber (Sugiyama y col. 2002) y en este trabajo de tesis
se estudid su comportamiento de hidrolisis en monocapas de DLPC (ver Parte 5).

Las enzimas de los grupos I, II, V y X son muy similares entre si, lo que podria justificar un
mismo grupo para todas, sin embargo se respeta la nomenclatura por tradicion historica. Ademas
del tamafio (119 a 124 a.a. para la gran mayoria) y la conservacion de la posicion de 6 pares de
cisteinas, tienen otros residuos conservados, como glicinas y tirosinas que participan en el sitio de
unidn a calcio y las redes de puentes de hidrogeno del sitio activo, junto con un segundo aspartato
(D49) que activa y orienta a la histidina catalitica (H48, Figura L.5).

Estos grupos comparten caracteristicas estructurales en el tipo de plegamiento, con tres
hélices alfa y giros B (Matoba y col. 2002), un canal hidrofébico por donde se desplazaria el
sustrato cuya entrada es contigua a parte de la llamada superficie de reconocimiento interfasial (ver
mas adelante). De la misma forma, poseen requerimientos funcionales similares, como lo son la

presencia Ca*" y un pH entre 6 y 9.

Grupo ITA

Figura L.5. Esquema estructural de esqueletos peptidicos de sPLA; de los grupos IA, IB y ITA
Tomado y modificado de Mackessy 2010. Se observa en la enzima del grupo IA (de Naja naja), el
bucle tipico de las sPLA, de elapidos (serpientes de la familia Elapidae). A su derecha se observa
una estructura de la enzima pancreatica de mamifero del grupo IB, que presenta el bucle
pancreatico. Se indica el puente disulfuro tipico de las enzimas del grupo I, entre cisteinas 11y 77
(numeracion pancreatica). También se presenta una estructura de una sPLA, de viboras (serpientes
de la familia Viperidae, como la yarara chica) donde se ve el puente disulfuro tipico entre cisteina
C50 y la C-terminal (122, o 134 segun la numeracion de alineado con la pancredtica porcina). Se
indica la presencia de la histidina catalitica en la posicion 48 para los tres casos (H48) y las tres

hélices alfa principales.
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Entre las sutiles diferencias entre las enzimas secretadas de los grupos I y II, son de destacar
la presencia o ausencia de un puente disulfuro dado caracteristico de los miembros de un grupo, o
en ocasiones, un bucle o loop. Por ejemplo, el bucle pancreatico es una extension de 5 a.a. que se
halla en la sPLA, de pancreas de mamifero (grupo IB) mientras que el bucle elapido se halla en la
PLA, de cobra (grupo IA, (Six y Dennis 2000).

Si bien son muy similares estructuralmente, existen notables diferencias en comportamiento
interfasial entre las enzimas de péancreas (porcino o bovino, por ejemplo), muy estudiadas por el
grupo de de Haas y colaboradores, y las enzimas de veneno de viboras, como la de cobra (Naja
naja), con gran aporte del grupo de Dennis. Estas tltimas tienden a hidrolizar sustratos tanto en
forma monomérica como en forma vesicular y micelar, y presentan Optimos de actividad sobre
lipidos mas empaquetados (medido por ensayos de monocapas lipidicas) que el caso de las
pancredticas. Tienen preferencia por lipidos zwitterionicos como fosfatidilcolina (PC) respecto de
los negativos. En cambio, las sSPLA, pancreaticas presentan mucha mayor actividad contra lipidos
anionicos que zwitterionicos. La sPLA; de cobra tiene un 6ptimo en monocapas de cadena corta de
PC a 18 mN/m e hidroliza lipidos de la membrana de globulos rojos, mientras que el optimo de la
sPLA, de pancreas porcino esta entre 8 y 9 mN/m y no produce dicha hidrdlisis (Demel y col.
1975). Estas diferencias motivaron la expresion de una mutante de sPLA, pancredtica con 5
aminoacidos removidos (el bucle pancreatico), y sustitucion de otros dos adyacentes a esta region
de tal forma que la secuencia primaria sea muy similar a la de Cobra (Kuipers y col. 1989). Se
observo que esta enzima mutante aumenta 16 veces su actividad frente a micelas zwitterionicas y
disminuye su actividad frente a lipidos anidnicos (posiblemente por remocién de una lisina),
acercandose asi al comportamiento de la de cobra. Cristalograficamente se observa que parte de este
bucle estd del mismo lado o cara que estudios quimicos asignaron como la cara de contacto con la
interfase lipidica (Kuipers y col. 1989). No se reportd en ese estudio la actividad de esa mutante
sobre monocapas.

La region hipotética que interactuaria con la fase lipidica se denomina sitio de
reconocimiento interfasial (Pieterson y col. 1974) o mas recientemente cara i o i face (Jain y col.
2006). Utilizando mutantes (Liu y col. 1995; Noel y col. 1991), y modificaciones quimicas (Dijkstra
y col. 1984; Van der Wiele y col. 1988; van Scharrenburg y col. 1984) se ha mapeado la zona que
corresponderia a este sitio y relacionado estructuralmente (cristalografia y RMN). Con mutagénesis
para incluir un solo triptofano en la secuencia, se logré hacer un mapa de desolvatacion en la region
de la i face para la enzima pancreatica porcina, demostrandose que el ambiente del triptofano en las

mutantes estudiadas esta desolvatado cuando la enzima estd unida a la interfase (Tsai y col. 2006).
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Ademas se reportaron estudios de monocapas (Van der Wiele y col. 1988) y otros para enzimas
pancreatica y de veneno. Parte de los aminoéacidos involucrados estd presente en la hélice alfa N-
terminal (ver préxima seccion).

La actividad hidrolitica de estas enzimas es de 2 a 3 6rdenes de magnitud mayor, (van den
Berg y col. 1995) cuando el sustrato se encuentra agregado (micelas, vesiculas, membranas o
monocapas) que cuando estd como mondmero en solucion acuosa. Este fenomeno se conoce como
activacion interfasial. La fosfolipasa pancreética cuando estd en su forma inmadura de zimégeno
no presenta este efecto y se comporta como una esterasa regular (curva hiperbdlica al graficar
velocidad vs. concentracion de sustrato, Figura 1.6) al no ser activada por la interfase agua / lipido

(Verheij y col. 1981).
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Figura 1.6. Ejemplo de activacién interfasial. Se indica con flecha la concentracion micelar critica para
el sustrato dHPC (diheptanoil fosfatidil colina). En el caso de ser incubado con fosfolipasa pancreatica madura
(PLA,, circulos) se observa un aumento notable de velocidad hidrolitica a mayor cantidad agregada de sustrato.

Ese aumento es casi nulo al agregar la misma cantidad de enzima en su forma inmadura o zimégeno (Pro-PLA,,

cuadrados), que posee una extension de 7 aminoacidos en su N-terminal. Tomado de Verheij y col. 1981.

El mecanismo propuesto para la hidrolisis del enlace éster consiste en una activacion y
orientacion de una molécula de agua por puente hidrégeno con la His 48 del sitio activo, lo que
explica la dependencia entre pH 6 y 9 para todas las PLA, que utilizan histidina. La union del agua
por puente de hidrogeno a la His 48, esta estabilizada por la presencia adyacente de Asp 99. Esta
molécula de agua es la responsable del ataque nucleofilico al carbonilo del enlace éster sn-2, siendo

el Ca*" estabilizante de la carga del oxianion generado (intermediario tetraédrico, Figura 1.5). En la
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coordinacion del Ca®" participa el Asp 49 conservado en las sPLA, y ausente en las miotoxinas
similares a éstas, inactivas cataliticamente, cuya posicion 49 tiene una Lys. Ademas los mismos
autores sefialan la existencia de un sitio de Ca*" secundario.

Las conclusiones anteriores se obtuvieron trabajando con estructuras cristalograficas de
sPLA, de cobra china sin sustrato junto con otra unida a un inhibidor (fosfonato, no hidrolizable)
considerado como un andlogo de estado de transicion. Ademas, se mostr6 que el esqueleto peptidico
no presentaba cambios entre el estado unido y no unido, evidencia a favor que no existen cambios
conformacionales drésticos en este tipo de enzimas que se den para hidrolizar el sustrato (Scott y
col. 1990). Por esto se enfatiza que la activacion interfasial se explica fundamentalmente por
accesibilidad al sustrato, y el hecho de encontrarse éste ordenado en una interfase. Este tipo de
enzimas no posee las caracteristicas de sistemas alostéricos, son extracelulares y muy rigidas

(muchos puentes disulfuro), lo que les da una gran robustez y estabilidad.

D39S

H,0

D4as

EA® N D99

Figura L.7. Mecanismo de hidroélisis. Aminoécidos del sitio activo con una molécula de fosfolipido (lineas
mas oscuras). Molécula de H20 nucleofilica por abstraccion del proton por parte de la H48 (izquierda)
iniciando el ataque al carbonilo sn-2, seguido de la formacion del intermediario tetraédrico (derecha) y ruptura
final del enlace donde se indican dos moléculas de HO que tomarian el lugar de coordinacion de Ca2+ que

dejarian el fosfato y carbonilos salientes (abajo). Tomado y modificado de Scott y col. 1990.
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Desde el punto de vista del efecto del sustrato sobre esta activacion interfasial hay
evidencias claras. Asi, el incremento abrupto en la actividad que se da en presencia de vesiculas o
de micelas, (ver Figura 1.6) de lipidos zwitteriénicos (neutros) puede ser reducido o eliminado al
modificar las propiedades fisicas del sustrato, por ejemplo, incrementando la carga anidnica
superficial de las membranas (Tatulian 2001).

En contraposicion a la postura que explica el fenomeno de activacion interfasial por
propiedades del sustrato y su presentacion, existen estudios que apuntan a caracteristicas propias de
la enzima. Por ejemplo usando sPLA, de pancreas porcino y estudios estructurales de resonancia
magnética nuclear, se observo que el extremo N-terminal es flexible y no posee estructura definida
en solucion, al contrario de lo evidenciado por cristalografia. Se hipotetizd que esta flexibilidad en
solucion estaria relacionada con la baja actividad contra sustrato monomérico (van den Berg y col.
1995).

Se ha descripto también regulacion de la actividad, ya sea una activacion o una depresion
utilizando sustrato en forma de monocapa y aplicandole un potencial eléctrico en forma transversal
(Thuren y col. 1987). Se observan cambios en la estructura del lipido pero también a menores
voltajes se postula un cambio en la estructura proteica.

Surge asi la vision sintética de las dos posturas extremas: la centrada en el papel del lipido y
su presentacion fisica y la centrada en los cambios estructurales de la enzima. Por ejemplo,
utilizando la técnica de de reflectancia total atenuada de infrarrojo (IR-ATR), se encontrd una
relacion reciproca entre las propiedades superficiales de la membrana, la fuerza de la union de la
sPLA; a ésta, y los cambios estructurales inducidos por la membrana en la proteina (Tatulian 2001).

Ademas de las evidencias que apoyan el papel de la enzima o el sustrato ya mencionadas,
existen consideraciones sobre la velocidad de desorcion del producto de la interfase, y también el
efecto de la concentracion como responsables de la activacion interfasial. Esta tltima hipotesis
sugiere que en la interfase lipido : agua la enzima efectivamente esta expuesta a una mayor
concentracion de sustrato estando practicamente saturada (Kuby 1990). Una revision sucinta sobre

aspectos a tener en cuenta en el estudio de la activacion interfasial es la de (Jain y Berg 2006).
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4.3. La importancia del extremo N-terminal en sPLA,s

La region amino terminal o N-terminal tiene una hélice alfa que constituye una de las
paredes del canal hidrofébico por donde se postula la entrada del sustrato en el caso de las enzimas
tipo I y II de veneno conocidas. Asi, en el caso de la enzima pancreatica, cuando el zimogeno se
convierte en la forma activa se genera una hélice terminal cuya primera mitad estaria involucrada en
la superficie de union interfasial (Scott y col. 1990). Esta se veria afectada por la extension de 7
aminoacidos en el N-terminal en el zimdgeno (pro-enzima) evitando la union a la interfase agua
lipido. Existen evidencias cristalograficas que el zimogeno presenta un N-terminal flexible,
mientras que la proteina madura tiene un N-terminal mas rigido (Kuipers y col. 1989).

El efecto sobre sPLA; pancredtica de tan s6lo un aminodcido extra puede ser critico, si este
es de naturaleza hidrofébica por ejemplo (van Scharrenburg y col. 1984). Esto fue observado en los
trabajos pioneros del grupo de de Haas, mostrandose que la extensiéon de un aminoacido
(duplicacion de la alanina terminal) causaba una gran disminucion en la catélisis de la enzima hacia
fosfatidilcolina (PC) de cadena corta presentada como micelas, y una menor actividad cuando el
sustrato se encontraba organizado en monocapas (Slotboom y col. 1977). Ademas, en el caso de la
enzima pancreatica porcina, se requiere un extremo amino libre. Si se anula, por ejemplo, por
transaminacion, la interaccion con interfases anionicas se pierde (Dijkstra y col. 1984).

En trabajos con fosfolipasas de veneno del grupo II, al cual se asignaron las SPLA; con que
se trabajo para esta tesis, también quedd en evidencia la importancia de un extremo N-terminal
nativo. Por ejemplo, usando enzima modificada quimicamente, y a su vez, estudiando un péptido
con los 10 aminoacidos del N-terminal en forma aislada, los autores concluyeron que la region N-
terminal cumple un rol mecanistico en la catdlisis y es un componente superficialmente activo del
sitio catalitico (Randolph y col. 1982) en la enzima de Crotalus atrox. También se comprobé este
requerimiento estructural en sPLA,s de otras especies expresadas en bacteria, como las sPLA;s
humanas. Se vio que al expresar en E .coli una fosfolipasa la metionina de inicio de traduccion no
era removida para la enzima que tenia una asparragina (Asn) en la posicion 1 de la secuencia de la
enzima. Esto es debido a que la aminopeptidasa terminal bacteriana no cataliza la remocion de la
metionina inicial si es seguida por Asn. La actividad lipolitica de esta proteina era muy reducida
respecto a la expresada con N-terminal nativo (Othman y col. 1996). En otro estudio, se observé en
forma similar, que la proteina con metionina (Met) extra en su N-terminal presentaba el mismo
optimo de pH y preferencia por sustrato que la que tenia el extremo nativo (sin Met), pero con una

dréstica reduccion en la actividad (Marki y col. 1993). La aminopeptidasa bacteriana remueve la
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Met inicial eficientemente cuando el segundo aminodcido es pequeiio y no cargado (ej. Ala, Gly,
Ser), pero falla cuando es mas voluminoso y cargado como Asn (Hirel y col. 1989). Debido a esto
los autores del primer estudio mencionado (Othman y col. 1996) expresaron una mutante puntual,
sustituyendo la Asn por Ala. Estd construccion permitiéo el procesado y la eliminacion de la
metionina inicial por parte de la bacteria, evitandose un paso posterior de remocion quimico o
enzimatico.

Una observacion similar fue hecha en mutantes de PLA, de cobra de Taiwan. La extension
de una Met en el N-terminal genera distorsiones estructurales, y se postula que afecta el sitio activo
a través de una red de puentes de hidrogeno. Una metionina extra disminuye la actividad respecto
de la que tiene extremo nativo (Chiou y col. 2008). Hay reportes de experimentos que apuntan a que
la hélice N-terminal de las sPLA, de los grupos I y II actuaria como un dominio regulador que
mediaria la activacion interfasial (Qin y col. 2005).

Debido a estas consideraciones, para el disefio de la expresion heterdloga de las enzimas
clonadas en nuestro trabajo, fue crucial tener en cuenta que la proteina a producirse debia tener su

extremo N-terminal nativo, es decir, sin extension de ningin aminoécido.

4.4. Modificaciones post-traduccionales de PL A, secretadas

Las sPLA; presentan dos modificaciones ubicuas, la remocion del péptido sefial que se
describe a continuacion, y la formacion de puentes disulfuro entre cisteinas.

Entre las modificaciones presentes en todas las PLA, secretadas conocidas esta el corte del
péptido sefial, entre 14 y 20 aminodcidos (a.a.) que convierte la enzima de pre-PLA; a PLA,,
durante el proceso de secrecion. En el caso de las pancredticas la remocion del péptido senal (15
a.a.), conduce a una forma pro-PLA, (zimdégeno) que no presenta activacion interfasial. Cuando se
remueve el pro-péptido (7 a.a.), la enzima muestra su actividad completa. Se ha descripto
procesamiento proteolitico extra al mencionado en sPLA; de escorpion (Valdez-Cruz y col. 2004).
La sub-unidad simil a fosfolipasa &cida de la crotoxina es también procesada proteoliticamente, lo
que brinda mayor diversidad de isoformas de crotoxina al veneno (Faure y col. 1994).

Se han hecho modificaciones artificiales, como la trans-glutaminacion enzimatica
intramolecular entre una glutamina terminal y una lisina que provoca la dimerizacién no covalente
de la enzima aumentando 10 veces su actividad (Cordella-Miele y col. 1990). También se ha

realizado acilacion quimica de lisinas de ciertas posiciones de fosfolipasa pancredtica porcina,
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observando en un caso, un aumento considerable de la hidrélisis de globulos rojos y poder
penetrante en monocapas (Van der Wiele y col. 1988).

Se reportd que la PLA; pancreatica se dimeriza y auto acila al hidrolizar un sustrato sintético
en Lys 56, ubicada en una zona que se postula estaria en contacto con la interfase lipidica durante la
catalisis (Tomasselli y col. 1989). Esta acilacion es concomitante con la dimerizacién y aumento de
actividad contra el sustrato sintético (NOB, 4-nitro-4-octiloxi-benzoato) por lo que se hipotetizd
como un paso catalitico. En un trabajo posterior se demostré usando la enzima bovina que la
acilacion en si misma no es un requerimiento esencial, puesto que también se ve activacion de
catalisis cuando esa lisina es reemplazada por un grupo hidrofébico o incluso negativo como el
acido glutamico (Noel y col. 1991). Se reforz6 la idea que la cadena lateral del sitio 56 tanto en la
sPLA, porcina como bovina es importante en la catélisis interfasial.

La glicosilacion de fosfolipasas secretadas fue reportada para el grupo III de veneno de abeja
(Lai y col. 2000) y escorpion (Valdez-Cruz y col. 2004). En 2009 se informo por primera vez la
deteccion de dos fosfolipasas acidas glicosiladas de veneno de vibora, que corresponderian al grupo
ITA (mismo grupo que se asignd a las sPLA, descriptas por nuestro grupo). El porcentaje de
glicosilacion por peso de proteina fue de 2.5 % para una isoespecie y 0.5% para la otra (Zouari-
Kessentini y col. 2009), de manera que las modificaciones post-traduccionales podrian tener

influencia en la interaccidon con interfases aunque no hay estudios concluyentes al respecto.

4.5. Ensayos de actividad fosfolipasa

Existen diversos métodos para cuantificar la actividad lipolitica de estas proteinas.
Idealmente, podrian dividirse en dos grandes tipos, los directos e indirectos. Los primeros
cuantificarian el producto formado (4cido graso o liso-fosfolipido) o reactivo consumido
(fosfolipido) con la menor cantidad de suposiciones posibles. Los llamados indirectos serian
aquellos que miden un efecto relacionado a la desaparicion de sustrato o aparicion de producto y
requeririan una calibracion previa con un método directo.

Por su utilidad histérica, y bajo costo, debe mencionarse el método del pHstat. Este consiste
en medir la cantidad de base utilizada para mantener el pH constante mientras ocurre la reaccion de
hidrolisis (produccion de 4cido graso). Es indirecto pues mide los protones liberados al producirse
la ionizacion del acido graso liberado tras la hidrdlisis del fosfolipido. Para garantizar esta

deprotonacion y por lo tanto la sensibilidad del método, el pH de la solucioén de reaccion debe ser
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mayor al pKa del acido que se libera. Por ejemplo, el 4cido palmitico liberado de la hidrdlisis de
dipalmitoil fosfatidil colina (DPPC), tiene un pKa ~4.8. Se debe evitar también la utilizacion de
soluciones con capacidad buffer y disminuir al maximo la exposicion a agentes acidificantes, como
lo es el dioxido de carbono del aire. El método acidimétrico mide en forma continua el cambio de
pH, lo que genera una desventaja pues al cambiar el pH del medio, cambia la sensibilidad
(Reynolds y col. 1991).

A continuacidn se exponen los ensayos que se usaron en este trabajo de tesis. Para lograr
reproducibilidad en medios heterogéneos (sustrato en forma de agregados), se deben controlar en
forma estricta la presencia de impurezas, la temperatura y la forma de preparacion (por ejemplo,
tiempo de sonicacién si es que se hiciere), de lo contrario puede notarse grandes cambios en la
velocidad de la reaccion entre repeticiones de ensayos. La pureza del lipido es crucial, por ejemplo
la presencia de acido graso en el ensayo de monocapas genera un corrimiento hacia mayores I1 en el

optimo de hidrolisis (confirmado con observacion propia).

Método de hemodlisis indirecta yema de huevo / sangre: consiste en incubar la solucion
problema con un sustrato de yema de huevo y globulos rojos en una suspension de agar al 1%. De
haber hidroélisis, se liberan 4cidos grasos y lisofosfolipidos. Estos ultimos, por su accion detergente,
alteran la integridad de la membrana eritrocitaria y conducen a una hemolisis evidenciada por un
halo descolorido. Existe una relacién aproximadamente lineal entre el diametro del halo formado y
el logaritmo de la concentracion de enzima. Es muy barato, robusto y sencillo para detectar
actividad enzimatica en varias muestras al mismo tiempo, por lo que es ideal para un analisis inicial
y general (screening), como analisis de condiciones de renaturalizacion (en nuestro caso) o de
fracciones cromatograficas. Debe incubarse a 37 °C por varias horas para ver el resultado

(Habermann y col. 1972), (Gutierrez y col. 1988).

Método cuantificacion acidos grasos libres con reacciones enzimaticas acopladas. Es un
método indirecto y discontinuo desarrollado por la empresa Wako Pure Chemicals, Ltd. (Japon).
Consiste en cuantificar los acidos grasos liberados a través de su unidon a coenzima A (CoA),
reaccion catalizada por la acilCoA sintetasa. Este producto, el acil-Coenzima A (RCOCoA) se
oxida 2,3-trans-enoilCoA liberando peréxido de hidrogeno (H,O,) por medio de la acilCoA
oxidasa. En un segundo paso este peréxido participa en el acople oxidativo de 4-aminoantipirina
con 3-metil N-etil N’-(B-hidroxietil) dando un cromoforo violeta (pico de absorcion a 550 nm). Este

ultimo paso es catalizado por peroxidasa (Reynolds y col. 1991). El método fue adaptado y probado
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con diferentes fosfolipasas dependientes de calcio (Kasurinen y col. 1987). En nuestro medio
resulta caro comparado con otros métodos, pero esto es mas que compensado por su flexibilidad y
la casi nula preparacion previa para la titulacion de acido graso. El sustrato usado como estandar
para realizar la curva de trabajo es provisto por el mismo producto comercial (acido oleico), de tal
forma de determinar la concentracion de acidos grasos. Es discontinuo, lo que permite mayor
flexibilidad en las condiciones de reaccion respecto a pHstat (se puede usar buffer) y puede
adaptarse para utilizar volumenes muy pequefios (tanto como sea posible para la mezcla de reaccion
y el manejo volumétrico y medicion de absorbancia). Es sencillo y colorimétrico, requiriendo sélo
un espectrofotometro para medir absorbancia a 550 nm. Puesto que son reacciones enzimaticas se
debe prestar atencidon a sus inhibidores. Por ejemplo, la azida sdédica (conservante usado en la
suspension de yema de huevo del método anterior) inactiva la peroxidasa (Ortiz de Montellano y
col. 1988).

Método de monocapas lipidicas. Consiste en medir la tension superficial de una monocapa
de lipidos sustrato y seguir su hidrdlisis a través de cambios en la diferencia de potencial eléctrico
entre el aire y la fase acuosa (Colacicco y col. 1966), en tension superficial o presion lateral
(Lagocki y col. 1970), o bien, en caso de usarse un equipo que permita la técnica de barostato de
superficie (ver pag. 36) el descenso de area de la monocapa a I constante (Dervichian 1971). Es
sumamente sensible, se utiliza muy poco sustrato (10 a 100 nmoles, segin el area de la cuba) y
enzima (0.02 a 0.5 nmoles, segin el volumen del compartimento de reaccion). Permite ademas,
controlar la densidad superficial del lipido y registrar diversos parametros como la diferencia de
potencial eléctrico o radioactividad. Las desventajas incluyen un mayor requerimiento de tiempo
que un ensayo fotométrico y también la gran dificultad de hacer estudios en paralelo. A su vez, el
método del barostato requiere equipo especial, comercialmente costoso. Este método brinda la
posibilidad de estudiar la presion lateral optima de hidrélisis de un dado sustrato por cierta enzima,
y asi construir el perfil de velocidad vs. Il. Los sustratos se limitan a aquellos que formen
monocapas insolubles en tiempos razonables (mas de 1 o 2 horas sin cambio notable en I1 deseada
en interfases libres de enzima). Esto excluye acidos grasos de cadena corta (en caso de
fosfatidilcolina, sus acidos grasos deben ser de 8 o mas atomos de carbono). En la Figura 1.9 se

esquematiza una cuba de orden cero y otros detalles del montado para este método.
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5. Monocapas moleculares de fosfolipidos y su aplicacion al estudio de enzimas

lipoliticas

El punto de partida de esta tesis fue la observacion de diferente comportamiento entre
isoformas de sPLA; para la hidrolisis de sustrato en forma de monocapas o peliculas mono-
moleculares. Con el objeto de introducir el método por el cual se obtienen las presiones laterales

Optimas en monocapas de lipido se resumen los aspectos esenciales a continuacion.

5.1. Tension superficial (y) y presion lateral (IT)

La tension superficial y (gama) de una interfase se define como la cantidad de trabajo
necesario w (energia libre de Gibbs para el caso que sea trabajo reversible) para modificar su area,
ya sea expandiendo o comprimiendo su superficie. Por definicion es y = dw/dA = dF/dl, donde F es
la fuerza aplicada y 1 el perimetro del area. El agua es uno de los liquidos con mayor tension
superficial (y = 72 mN/m a 25 °C), lo que indica importantes fuerzas cohesivas intermoleculares.
Cuando un compuesto debilita estas, se requiere menos energia para modificar la superficie del
liquido. Este tipo de compuestos activos superficialmente son conocidos como surfactantes por su
contraccion en inglés de surface active reagents. Quimicamente son anfifilos o moléculas
anfipaticas, por tener una porcion hidrofilica (cabeza grupo polar en el caso de lipidos) y otra
hidrofobica (cadenas hidrocarbonadas de los acidos grasos de lipidos por ejemplo).

Las peliculas insolubles de un anfifilo sobre la superficie de un liquido se denominan
peliculas mono-moleculares o monocapas de Langmuir, y fueron las utilizadas en este trabajo,
formadas por deposicion o sembrado del lipido sobre la superficie acuosa. Para ser consideradas
insolubles deben permanecer en la interfase por largo tiempo (al menos para permitir un ciclo de
compresion en el que se vea una disminucion de tension superficial o aumento de presion lateral).

El empaquetamiento molecular, o densidad superficial de moléculas, es la cantidad de
moléculas que ocupa una determinada area superficial. El parametro reciproco es el area molecular
media de una molécula. La dependencia de y con el area molecular de un surfactante es
caracteristica de ese compuesto, y por supuesto, de las demas variables termodinamicas, de acuerdo
a la ecuacion de adsorcion de Gibbs dy = - Z(ni/A).pi+(nj/A).p; donde p es el potencial quimico de
un dado componente, A es el area de la superficie, y n es la cantidad de moles de un componente en

particular.
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Definicion de presion lateral de superficie: IT = y,-y
donde v, es la tension de la interfase del agua o buffer limpios antes de agregar el anfifilo, y

v luego de agregar una determinada cantidad de surfactante.

5.2. Medicion de tension superficial o presion lateral

El método de placa Wilhelmy consiste en registrar el peso resultante de poner una placa
rugosa (papel, platino, etc.) en contacto con la subfase limpia. A medida que disminuye la tension
superficial (aumento de IT) por adicion de un anfifilo, en nuestro caso el lipido sustrato DLPC, el
peso que registra la balanza disminuye pues hay menos traccion de la superficie del agua,
manteniéndose constante el empuje si el nivel de agua no varia considerablemente.

F = Peso placa + Fuerza por tension superficial - Empuje

La fuerza debida a la tension superficial depende del angulo de contacto de la subfase con la
placa y el perimetro total de la placa. Usualmente se utilizan placas rectangulares finas, por lo que
el perimetro que es 2 veces el ancho + 2 veces el grosor de la placa puede aproximarse a que sea
dos veces el ancho de la placa.

Fuerza por tension superficial = y.(Perimetro).(cos0)

Cuando se hace la medicion se tara la balanza con la medida de subfase sin anfifilo, de tal
manera que el resultado obtenido es la diferencia de fuerzas inicial menos final

II = -Ay = -|AF / 2(ancho+grosor)] =-AF / 2 ancho, si ancho >> grosor

Fase aire .
Fase aire

1
Fase acuosa |

Fase acuosa Fuerza por y

Figura 1.8. Esquema de placa de Wilhelmy. Placa en contacto con la fase acuosa, conectada por alambre

fino a la balanza (no mostrada). El angulo que se busca minimizar es 6. Se indica la direccion de la fuerza a

causa de la accion de la tension superficial (A). No se indican las direcciones de la fuerza de empuje ni el peso.
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Al usar el método de la placa de Wilhelmy, es critico que se consiga un mojado completo de
¢sta de tal forma de que el angulo de contacto sea siempre cercano a cero, pues en general no se

controla. Para esto se usan placas rugosas.

5.3. Uso del barostato de superficie para construccion de perfil de actividad hidrolitica

de monocapas

Una ventaja importante del método de monocapas es la posibilidad de medir en forma
continua la densidad superficial de moléculas (el empaquetamiento lateral) sin requerimiento de
otro compuesto no sustrato que actue como diluyente y homogeneizador de estructura (como es el
caso del triton en los estudios sobre micelas mixtas). Ademas, permite mantener constante esa
densidad superficial de moléculas por compresion en caso que los productos de la reaccion sean
solubles. Esto constituye el método de barostato de superficie (Dervichian 1971).

La pregunta del presente trabajo de tesis se origind en la observacion que diferentes
isoformas de veneno de Bothrops diporus presentaban 6ptimos de presion lateral para la hidrdlisis
de monocapas de DLPC que diferian para una isoespecie en particular (P-3, Figura 1.1, pag.15). El
método se basa en la medicion de la presion lateral IT en forma continua a la vez que se compensa
comprimiendo o expandiendo el area de la superficie para mantener I1 constante (Dervichian 1971).
Esta compresion o expansion de la superficie se logra mediante una barrera moévil (Figura 1.9),
usualmente controlada en forma automatica. Al emplear fosfolipidos de cadena corta cuyos
productos de hidrdlisis (4cido graso y liso-fosfolipido para el caso de PLA;) son solubles en agua y
con desorcion rapida, si no se modifica su area superficial (experimento isocorico). la I1 cae en
forma continua a medida que avanza la reaccion. En cambio, cuando el experimento se hace en
modo barostato, ocurre un descenso de area a medida que disminuye la cantidad de sustrato en la
superficie por hidrolisis y desorcion de productos, al tiempo que se mantiene constante la IT por
compresion. Es esta compresion lo que se cuantifica como cambio de area y se relaciona
directamente con la cantidad de enzima inyectada en la subfase.

Es usual en esta metodologia trabajar con agitacion continua de la subfase en el
compartimento de reaccidon, al menos durante los primeros minutos, pues se traduce en una mayor
velocidad de descenso de area que si no se agitara. Esto se explica por la facilitacion de la desorcion
de la interfase hacia el seno de la subfase de los productos de reaccion, y un equilibrio més rapido

entre enzima superficial y enzima en la subfase (Zografi y col. 1971). Con PLA; es usual encontrar
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cinéticas donde el logaritmo del area disponible decrece linealmente con el transcurso del tiempo de
reaccion (log A/Aq: = -k.t) al usar un compartimento y manteniendo la IT constante (Zografi y col.

1971).

A DLPC
H,O - %%

§Liso PC ;Ac. Léurico B

-_— * - Compartimento
. Iy
Balanza mg->11 K j de rea$c10n
_ B Reaccidn interfacial L, Onificio de nyeccion
Compartimento de reaccion o o~ de enzima
——— Ranura superficial
T

Monocapa de lipido sustrato (DLPC)

Barrera movil
«—

Subfase acuosa Reservorio Barrera movil

’

Cuba de Teflon (PTFE)

RP.M. . -
@ —* Agitador magnético

Figura 1.9. Arreglo experimental como cuba de orden cero usado en esta tesis. Esquema de los
componentes principales. A. Vista lateral de los dos compartimentos (el de reaccion donde se inyecta la enzima, a
la izquierda, y el mayor que actia como reservorio de sustrato, a la derecha), la barrera mévil que permite la
compresion, la placa de Wilhelmy para medicion de la presion lateral, y la barra magnética para agitacion continua
en el compartimento de reaccion (izquierdo). En la parte superior se esquematiza la reaccion catalizada por la
enzima. Los productos, el liso-fosfolipido y el acido graso se desorben de la interfase para el caso de DLPC.
Ademas, para medir la diferencia de potencial eléctrico AV perpendicular a la interfase puede agregarse un
electrodo ionizante o de plato vibrante sobre la subfase acuosa, en el aire, junto con uno de referencia inmerso en
subfase del reservorio (conectado con puente salino al compartimento de reaccion). B. Vista superior de la cuba y
la disposicion de los orificios de inyeccion de la enzima, el canal superficial que conecta los dos compartimentos y

la posicion de la barrera.

Verger y de Haas con colaboradores propusieron el uso de un segundo compartimento como
reservorio de sustrato conectado al compartimento de reaccién por una ranura superficial pequena
(Verger y col. 1973). Usando ese tipo de cuba (Figura 1.9), se mantiene constante la cantidad de
sustrato disponible para la reaccion cuando se mantiene I1 fija. La ranura superficial, al ser pequena,
minimiza la difusion de la enzima al compartimento reservorio pero permite suministrar sustrato
fresco desde el compartimento reservorio. A este tipo de cuba, se la llama cuba de orden cero
respecto de sustrato por no haber cambios en concentracion superficial del mismo, ni area ocupada

por éste en el compartimento de reaccion. Las cinéticas de reaccion obtenidas de este modo con
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barostato son, por lo general, lineales con el cambio de area, como se ve en . La ventaja que
presenta, mas alld de la linealidad, es que puede usarse en estudios de mezcla con un componente

no hidrolizable, como por ejemplo, el enantidmero D de un fosfolipido.

5.4. Perfiles de actividad y Il optima

Utilizando una cuba de orden cero, junto con la técnica de barostato, se puede construir
perfiles de velocidad hidrélisis de monocapas en funcion de la presion lateral a la cual fue medida
cada velocidad. De estos perfiles surge un valor de IT al cual se obtiene la mayor velocidad de
descenso de area (hidrolisis), denominado en este trabajo II 6ptima. Este perfil, en nuestro trabajo,
sirvi6 como elemento de comparacion entre distintas fosfolipasas, ya que las condiciones de
reaccion siempre se mantuvieron constantes (lipido, subfase y temperatura). En nuestros resultados
no dependio de la configuracion de la cuba (geometria).

Otro dato que surge de estudios de barostato, es el tiempo de latencia o tiempo de
induccion (lag time o induction time). Este se define en un experimento de barostato como el lapso
entre el momento de inyeccion y el punto de corte de la proyeccion de las rectas de cambio de area
previo a la inyeccidn y la recta obtenida del ajuste lineal post-inyeccion (Figura 1.10). El origen de
este retraso estaria influenciado por la penetracion de la enzima a la membrana (Pattus y col. 1979)
y por la cantidad de producto acumulado (Cajal y col. 2000). A mayor penetracion (de acuerdo al
tipo de lipido usado, su longitud de cadena y densidad superficial a la que se encuentra), se observa
menor latencia. Del mismo modo, cuando hay producto en la interfase hay también menor retraso

(se postula que se debe a la presencia de carga negativa que otorga el acido graso).
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Isoterma de compresion de DLPC
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Figura 1.10. Registro temporal tipico del area y presion de de monocapa de DLPC al ser
hidrolizada. Centro: monocapa de DLPC sobre subfase de tris 10 mM, NaCl 100 mM, CaCl, 20 mM pH=8
(25 °C). A t=0s, se inyect6 en el compartimento de reaccion sPLA, de pancreas porcino (30 nM final). Luego
de unos minutos se obtuvo una cinética lineal de descenso de area (cm?). Al dejar de compensar la presion
lateral IT (t=500s), se observo el descenso continuo de IT debido a la hidrélisis de la monocapa. La latencia en

obtener cinética lineal se define como el tiempo transcurrido desde la inyeccion hasta el tiempo de interseccion

de los dos ajustes lineales, pre y post inyeccion (lineas discontinuas). velocidad = 0.1972 moléculas™ s

Extremo superior derecho: isoterma de compresion (25 °C) de una monocapa de DLPC con el mismo
buffer utilizado para la reaccion de hidrdlisis. De esta isoterma se obtiene la cantidad de moléculas por unidad

de area a una dada I1.

De estudios como el de Verger y col. 1976, surge que la Il éptima de hidrdlisis de
monocapas para una enzima es el resultado del balance de la cantidad de enzima unida a la
interfase (Figura 1.11), el tipo de sustrato y su orientacion Optima para la hidrélisis, y no es un
pardmetro invariable para una dada enzima si no que depende del tipo de lipido y los demads

factores. Manteniendo las condiciones de medida (lipido, agitacion, cuba, temperatura, solucion
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acuosa, concentracion de enzima) constantes, se pueden encontrar notables diferencias entre

fosfolipasas A, (Figura I.1).
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Figura I.11. Perfil de velocidad y de cantidad de enzima absorbida en una monocapa de
acuerdo a su presion lateral. Figura tomada de (Verger y col. 1976) con modificaciones. PLA, pancreatica
0.3 nM en cuba de orden cero (descenso de area a Il constante curva rectangulos) y exceso de enzima

radioactiva en la superficie respecto del seno de la solucion, luego de 15 minutos de reaccion (circulos) a 25 °C.

Sustrato: di-nonanoil PC

Conociendo la dependencia de IT vs. la densidad superficial de moléculas, se estima asi la
cantidad de moléculas hidrolizadas en una dada area (cm?) en un segundo (s). Al mantener todas las
variables fijas, excepto la densidad superficial de sustrato, se puede construir un perfil de velocidad
o variacion de la tasa de hidrolisis respecto a la presion lateral a la cual se hace la medicion. Es este
tipo de figura la que suscito el interés por analizar isoformas de fosfolipasas de veneno (Figura .1,
pag. 15).

Una de las principales diferencias entre el ensayo de actividad enzimética con dispersiones
de lipidos en una fase acuosa (micelas mixtas de fosfolipido con algin detergente, o vesiculas por
ejemplo) es que en este caso puede llegarse a tener practicamente toda la enzima adsorbida a una
interfase, mientras que en el caso de la monocapa no. Esto es asi porque hay mucha méas area de
sustrato (fosfolipido) disponible cuando se presenta en forma de agregados como micelas que

cuando el lipido estd como monocapa (deberia tenerse un volumen de subfase mintisculo para llegar
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a ser comparables las mediciones, o directamente no tener subfase). La razén del area total de la
superficie lipidica respecto volumen total del compartimento acuoso (Atotal/Vac) es del orden de 1
cm” mientras que cerca de 10° cm™ para el caso de dispersion acuosa. La velocidad informada de
hidrélisis en monocapas es en general una medida aparente, pues no se mide la cantidad de enzima
unida a la interfase para calcular una actividad especifica. Si igualmente se normaliza por la
cantidad de enzima total agregada, se habla de actividad especifica minima, siempre teniendo
presente que la cantidad de enzima involucrada en la reaccion es muy pequeiia respecto del total
(Zografiy col. 1971).

La técnica mencionada permitié estimar la densidad superficial de lecitinas de cadena corta
en micelas. Se hizo por comparacion de los tiempos de latencia o lag times obtenidos en monocapas

con los de estas micelas (Slotboom y col. 1977).

5.5. Método isocorico o de area constante de monocapa lipidica

En la Parte 5 de la tesis, se describe brevemente un método simplificado para estimar el
optimo de hidrolisis de una monocapa de DLPC por parte de una enzima, y se lo compara con el
método de barostato. El método consiste en hacer mediciones isocdricas (area constante) inyectando
la enzima a valores levemente mayores que la IT 6ptima estimada y observar la forma de la curva
sigmoidea, para, a partir del punto de inflexion de la curva IT convertida a moléculas/cm?, obtener la

zona de mayor velocidad de decaimiento.

5.6 Otras medidas con sustrato en forma de monocapa

El uso de sustrato radioactivos ha sido reportado también en estudios donde se presenta
como monocapas en interfase agua / aire, para medidas de hidrdlisis por parte de PLA;, o PLC. Por
ejemplo, para seguir la actividad PLC en monocapas se us6 DPPC con el grupo colina marcado
radioactivamente, de tal forma que al desorberse hacia la subfase, se perdia cuentas de
radioactividad superficial (Demel y col. 1975). Ademds, como en el caso del sustrato anterior,
cuando no hay gran cambio de IT por la hidrdlisis, se puede también medir de diferencia de

potencial eléctrico AAV entre el aire y la subfase (Colacicco y Rapport 1966) y seguir asi la accion
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de una PLA,. En este trabajo se recurrié a este ultimo para estimar el grado de reaccion cuando se

incubd monocapas de mielina con PLA; (ver Parte 3).

6. Consideraciones finales sobre lipolisis interfasial

Para finalizar, es necesario apuntar que usualmente los valores informados de los pardmetros
cinéticos son aparentes (esencialmente la constante Ky del formalismo de Michaelis-Menten), pues
existen multiples equilibrios (por ejemplo, disociacion entre enzima, producto, y sustrato en la
interfase y el seno de la solucidn), y es metodologicamente complejo adjudicar la catalisis a una
cantidad conocida de enzima adsorbida.

En cuanto al formalismo para tratar reacciones interfasiales se han propuesto varios modelos
usando el paradigma de las fosfolipasas A, secretadas, basados en la extension del formalismo de
Michaelis Menten y agregando los pasos de adsorcion y desorcion de la enzima a la interfase
(Verger y col. 1973). Se entiende por enzimas interfasiales a aquellas proteinas solubles (fase
acuosa) que deben asociarse a sus sustratos presentes en una interfase (Gelb y col. 1995).
Considerando esto existen, hipotéticamente, dos modos extremos de accidén de estas enzimas. El
modo en el que esta permanentemente unida la molécula de la enzima a un agregado (conocido en
la jerga de estas enzimas como modo “scooting’) o bien, cuando la enzima realiza su ciclo catalitico
cambiando o saltando de agregado en agregado (modo “hopping”). El primero es deseable para
obtener parametros cinéticos como la constante de catélisis y la Ky en la interfase, pues simplifica
los parametros a tener en cuenta. Ademads, usualmente los productos de estas catalisis tienden a
quedar en la vesicula, siendo despreciable su intercambio con el seno de la solucion. Si este no
fuera el caso, puede presentarse el sustrato sobre un anfifilo no hidrolizable que retenga a los
productos por un tiempo mayor al de la catalisis. Con estas y otras consideraciones experimentales
que apuntan a medir en modo “scooting”, se puede hacer una comparacion mas fina entre los modos

de accion de las distintas enzimas (Gelb y col. 1995).
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7. Espectrometria de masas

En este trabajo se utilizo la técnica de espectrometria de masas para obtener informacion de
secuencia de fosfolipasas de veneno y a su vez lograr la confirmacion de las secuencias de
fosfolipasas expresadas heterdlogamente (Parte 2 y 1, respectivamente). A continuacion se hace una
somera descripcion de la mencionada metodologia.

Durante la década de 1990 hubo avances técnicos que permitieron una ionizacion suave de
macromoléculas y poder realizar espectrometria de masas sin fragmentacion extensiva. Asi se
consiguid adaptar esta técnica, historica y esencial en el campo de la quimica, a compuestos de gran
peso molecular, como lo son las proteinas. Se disefiaron estrategias que permitieron obtener
informacion especifica de secuencia de tal forma de identificar proteinas a partir de sus espectros de
masa. Con el conocimiento del patron de fragmentacion de los enlaces peptidicos y los tipos de
iones comunmente observados se evidenciaron reglas que permiten adjudicar una secuencia
especifica de aminoacidos a un dado péptido con muy buena confiabilidad en algunos casos, lo que
permite obtener secuencia de novo al estilo de degradacion de Edman. Esto, sumado a la creciente
disponibilidad de base de datos gendémicas y transcriptomicas, estimul6 el desarrollo de algoritmos
informaticos que analizan el mapa de péptidos o huella peptidica proveniente de digestion con
proteasa de una proteina (usualmente tripsina) y lo comparan en forma estadistica con digestiones
tedricas de las proteinas en base de datos. Ademads, cuando se afiade a esto la informacion de
fragmentacion de algunos de los péptidos, se puede aumentar notablemente el poder estadistico de
la identificacion. Un ejemplo de tales algoritmos esta implementado en el servidor MASCOT, cuya

version gratuita en linea fue utilizada en este trabajo de tesis (www.matrixscience.com). El poder

analitico de la técnica depende de la pureza de la muestra, por lo que usualmente las proteinas a
analizar provienen de pasajes por columnas cromatograficas y finalmente por gel SDS-PAGE, o atin
mejor, por un gel 2D.

Otros equipos ademads, poseen un cromatografo liquido (HPLC por lo general) acoplado con
el espectrometro de masa (usualmente con ionizacion del tipo de electroaerosol o ESI) que permite
ir separando los péptidos tripticos y analizando su fragmentacion a medida que van eluyendo de la
columna del HPLC.

El principio basico de la espectrometria de masas es la generacion de iones (en nuestro caso
péptidos catidnicos por protonacion) de la muestra a ser analizada y su andlisis (e incluso seleccion)

de acuerdo a su relacion masa/carga (m/q).
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Un espectrometro de masa apropiado para macromoléculas biologicas consiste en una
fuente que logra la gasificacion e ionizacion de la muestra en forma lo suficientemente suave (baja
energia) como para evitar su fragmentacion antes de ser analizada. Actualmente las dos técnicas
mas extendidas para hacer esto son MALDI (Ionizacién Desorcion por Laser Asistida por Matriz) y
ESI (ionizacion por electroaerosol o electrospray), obteniendo la primera por lo general fragmentos
cargados con un proton extra (carga +1), y para la segunda una poblacion de iones con diversa
cantidad de protones (desde +1 hasta +10 o quizds mas). En este trabajo la técnica empleada fue
MALDI. La matriz es un compuesto usualmente aromdtico que absorbe luz UV (de un laser
pulsado) y transfiere en forma suave esta energia a la macromolécula. Por cada pulso de laser se
genera una nube de iones de distinta relacion g/m. Seguido a esto se enciende un voltaje acelerante
en un electrodo cercano a la camara de ionizacién que expulsa los iones positivos en direccion
opuesta a éste y hacia el detector, todo en alto vacio (unos pocos mili Torr).

El analizador de masa es la parte del equipo que logra la discriminacion de los iones de
acuerdo a su relacion masa/carga (m/q). Un ejemplo es el TOF, o medicion por tiempo de vuelo.
Esencialmente consiste en registrar el tiempo para cada i6n que llega al detector y de esta forma
calcular su masa. Esto es asi porque la energia potencial eléctrica (Ep=qAV, carga por diferencia de
potencial) que se aplicé se convierte en energia cinética (Ec=1/2m.v?) apenas empieza a moverse el
16n, por lo que dos iones con la misma carga, llegaran a distintos tiempos si su masa es diferente
(ver ecuacion Figura 1.12).

El grafico de intensidad de cuentas vs. m/q es lo que se conoce como espectro de masa.

La técnica que involucra la seleccion de un péptido en particular (llamado i6n precursor) y
su fragmentacion para asi obtener informacion de secuencia, se denomina MS/MS, pues se realizan
dos espectrometrias de masa en tandem. En esta tesis se utilizo MS/MS basado en dos detectores
TOF con una cadmara de colision (para fragmentar los iones) interpuesta, de aqui el nombre de
MALDI-TOF-TOF.

El flujo de trabajo (workflow) usual es determinar la masa total de la proteina en el modo
lineal del espectrometro. Ademas, y en paralelo, la misma muestra, usualmente en una banda de gel
de poliacrilamida, se trata con tripsina para digerirla y extraer sus péptidos. Estos ultimos se
analizan en el modo reflector y se obtiene la huella peptidica (F) para elegir el grupo de péptidos
que se quiere fragmentar. En este paso se descartan aquellos provenientes de la matriz, y residuos
de tripsina por ejemplo. Una vez seleccionados, se hace una segunda ronda de extraccion con laser,

esta vez en modo reflectron (para poder elegir un péptido y fragmentarlo). En este modo participa el
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selector de masas (Figura 1.12), un dispositivo que permite el paso solo de iones con la relacion

m/q deseada.

[ G Jd*m/(2qAV) -t

12
K.(m) "=t
_{ , Espejo de iones (reflector)
— s Alto vacio d: distancia fuente a el detector

m: masa
——t—>Fuente AV+ .
| — Camara de colision t: tiempo de vuelo

— Selector de iones AV: diferencia de potencial
Detector 2 «—

(reflector)

™ Fuente AV+

A
Placa de muestras

Figura 1.12. Esquema de un espectrometro MALDI-TOF-TOF y principio de calculo de masa,
Panel izquierdo inspirado a partir de imagen de difusion del 4800 MALDI-TOF TOF Plus de Ab SCIEX. Se
muestra en azul (linea 1) la via de los iones generados en la Fuente inferior hacia el detector 1 (modo lineal,
para determinar masa de proteinas enteras, usualmente entre 5000 y 200.000 Da, con errores cerca de 15Da). El
camino 2 indica la via de grupo de iones reflejados hacia un detector 2 (reflector) lo que permite determinar
masas con mayor precision, ideal para la hacer huella peptidica, con un error de 0.1 Da o menos. Cuando se usa
el modo MS/MS, al indicar la seleccion de un valor de m/q, (en general desde 500 hasta 2500 Da) se obtiene en
el detector reflector el patron de fragmentacion (desde unos pocos Da, hasta la masa del precursor, usualmente
inferior a 3000 Da, con errores de 0.3 Da o0 menos). En ¢l panel derecho se observa la relacion entre diferencia

de potencial, masa del i6n y tiempo de vuelo.

Cuando se selecciona un i6n de interés (péptido triptico por ejemplo) puede obtenerse el
espectro de masa de su fragmentacion. Esta, en MALDI-TOF ocurre en forma espontanea, lo que se
conoce como fragmentacion post fuente o PSD (Post source decay). También puede hacérselo
fragmentar de forma asistida con un gas inerte en la camara de colision. Luego se hace la segunda
deteccion de masa (MS2 por el segundo detector TOF) y se obtiene el patron de fragmentacion. Es a
partir de éste que se obtiene informacion de secuencia de novo (Figura 1.15) de acuerdo a
conocimiento previo de los puntos de fragmentacion (Figura 1.14) y la diferencia en masa entre los

iones.
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4700 Reflector Spec #1 MC[BP = 920.4, 18473]
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Figura 1.13. Huella peptidica post tripsinizacion de muestra con actividad fosfolipasa a alta
presion obtenida en este trabajo. Ejemplo de péptidos extraidos luego de incubar una banda de proteina en

gel con tripsina. Cada péptido puede seleccionarse para una fragmentacion (MS/MS), FiguraI.15.
En MALDI-TOF-TOF, los iones de mayor intensidad que se observan son los de la serie b

(iones de péptidos que conservan el N-terminal), los de la serie a (como los b, pero sin el carbonilo

C-terminal), o los iones y, que poseen el carboxilo C-terminal (Figura 1.14).

J\ ,H\ JL 4 OH

Figura 1.14. Puntos de fragmentacion usuales de un péptido. Se esquematiza con un subindice que

aminoacido se fragmenta, y su posicion de corte los clasifica en iones tipo a, b, ¢ y sus pares correspondientes X,

y, z. Imagen extraida de Wikipedia, Kkmurray, en http://en.wikipedia.org/wiki/Peptide sequence tag.

Nomenclatura propuesta por (Roepstorff'y col. 1984).
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4700 MS/MS Precursor 1048 Spec #1 MC[BP = 802.5, 3337]
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Figura L.15. Espectro MS/MS. Fragmentacién de un péptido seleccionado (z/m=1048, Figura 1.15)
obtenido por digestion triptica. A partir de las diferencias entre picos observados se propuso una secuencia

para ese péptido.

La gran ventaja de la espectrometria de masas frente a la degradaciéon de Edman es su
velocidad y costo, lo que permite tratar gran cantidad de muestras y obtener informacion de
fragmentacion en pocos minutos. Existen casos para los cuales es necesario un ciclo de degradacion
de Edman en caso que la asignacién del aminoécido inicial sea incierta. Ademas, la técnica de
Edman permite obtener informacion de secuencia solo cuando el N-terminal no esta bloqueado. Por
lo general se obtiene entre 15 y 40 aminoacidos de secuencia, lo que obliga a la separacion de
péptidos si se quiere tener informacion mas alld del N-terminal de la proteina. Se requiere mayor

cantidad de masa para el método de Edman que para la espectrometria tipo MALDI-TOF-TOF.

8. Uso de difraccion de rayos X a bajo angulo (SAXS) para estudio estructural de

membranas

En la Parte 4 del trabajo se describen los resultados obtenidos por la accion de sPLA;
secretadas sobre mielina y sus lipidos, como ejemplo de membrana natural. La mielina es la
envoltura membranosa del axon de las neuronas de mamiferos. Dentro de las técnicas estructurales

empleadas para su estudio en el area de Biofisica de nuestro instituto, se encuentran aquellas de
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monocapas, desde medicion de I1 y parametros de compresibilidad, hasta estudios de reflectividad
para estimar espesor, y morfologia utilizando sondas en microscopia fluorescente o microscopia de
angulo de Brewster (sin sondas). Las técnicas estructurales mas directas y potentes utilizadas son
las de dispersion de neutrones y rayos X, en particular dentro de esta ultima, los estudios a bajo
angulo o SAXS (Small Angel X-ray Scattering).

El método de SAXS consiste, brevemente, en hacer incidir un haz de rayos X de cierta
longitud de onda (en nuestro caso A = 0.1488 nm) sobre una muestra, colectando el haz difractado a
un angulo pequefio q (usualmente de 0.1 a 0.17 radianes) con un detector. Este se protege del haz
no difractado, muy intenso, con una pieza metalica conocida como tapén del haz directo o beam

stopper (Figura I.16).

Haz no difractado
Muestra

Tapon del
Haz incidente & haz directo
—
- '/ Detector

Haz difractado

Figura 1.16. Esquema simplificado de la disposicion de muestra y haz en un experimento de

SAXS. La distancia tipica entre muestra y el detector es del orden del metro, siendo q entre 0.1y 10 °

Las ventajas de esta técnica incluyen la posibilidad de tener informacién estructural de
muestras no cristalinas (por ejemplo, suspensiones acuosas de lipidos o soluciones de proteina).Se
puede calcular el espaciamiento (a partir de los picos de difraccion, si los hubiere) entre estructuras
repetitivas de la muestra, asi como la geometria de la fase repetitiva (a partir del llamado factor de
forma, la porcion de la curva sobre la que usualmente estd montado el pico). No requiere una
preparacién especial de muestra que puede afectarla como es el caso de la microscopia electronica.

Cuando una estructura presenta periodicidad los rayos difractados generan un patrén de
interferencia. De la relacion de picos (si los hubiere) puede conocerse el tipo de arreglo o fase
lipidica que hay en la suspension. La relacion entre el angulo q (variable del “espacio reciproco™) y
la separacion d entre estructuras con alta densidad electronica, dispersantes (variable del “espacio

real”) esta dada por q = 2I1/ d.
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Figura 1.17. Anillos de difraccion de muestra de mielina. A. Foto obtenida por el detector. Se puede observar
el anillo principal, de menor diametro (menor q) y un anillo secundario, de mayor q, correspondiente a su armonico.
Se obtienen anillos porque la muestra no tiene una orientacion preferencial de dispersion. B. Integracion radial de la

intensidad de A en funcion de q. Se observa el armonico en el doble de su valor (g=1.60 nm™).

Es decir, la técnica de SAXS permite estudiar la forma y la organizacion espacial de objetos
con tamafios entre 1 y 100 nm. Es una técnica de baja resolucion comparada con la cristalografia de
rayos X, sin embargo es util para obtener informacidén estructural en muestras periddicas no
cristalinas, en solucion o polvo, donde la cristalografia es inttil. En comparacion con otra poderosa
técnica, la resonancia magnética nuclear (RMN), presenta la ventaja de permitir la obtencion de
informacion de agregados de mayor tamafio (Svergun y col. 2003), ya que RMN tiene actualmente
un limite entre 30 y 40 kDa para proteinas.

El trabajo realizado consistid, (ver Parte 4), en analizar los efectos de fosfolipasas en
cantidades cataliticas (concentraciones de proteina muy bajas, invisibles a la técnica) sobre la
estructura de la mielina vista por SAXS, junto con estudios complementarios de medicion de acidos

grasos liberados y cambios de potencial eléctrico (AV) en monocapas.
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Parte 1. Enfoque recombinante. Clonado, expresion recombinante funcional y

perfil hidrolitico de monocapas de DLPC de sPLA2 de Bothrops diporus.

1. Objetivo

Obtener la secuencia completa de las isoformas de PLA, de Bothrops diporus partir de su
ARNm, y a su vez lograr la produccién recombinante de las enzimas en forma activa para verificar

su perfil de velocidad. Esto permitiria, a su vez, futuros estudios de mutagénesis dirigida.

2. Resumen

Se clonaron dos isoformas de fosfolipasa A, y una miotoxina a partir de ARNm de glandula
de veneno de Bothrops diporus. Las secuencias de fosfolipasa fueron expresadas en su forma
madura, sin péptido sefial, en una cepa de E. coli mediante fusion a ubiquitina. Esta construccion se
hall6 sobre-expresada en cuerpos de inclusion, que fueron solubilizados. La proteina de fusion se
renaturalizé y se activd por incubado con peptidasa especifica de ubiquitina, que escindid este
motivo de la fosfolipasa. Se confirmé la secuencia por espectrometria de masas. El perfil de
actividad obtenido frente a monocapas de DLPC es semejante a las isoformas P1 y P2 purificadas
previamente de veneno (Daniele y col. 1997), no mostrando actividad a presiones mayores a 18

mN/m en monocapas de DLPC.

3. Estrategia de clonado de isoformas de sPLA,

El material de partida, fuente del ARNm codificante para las sPLA; se obtuvo de glandula
de veneno de especimenes de Bothrops diporus. Los ejemplares de esta especie fueron previamente
(3 a 4 dias antes) estimulados a producir veneno mediante la extraccion del mismo.

Para clonar el ADN codificante para las isoformas de sPLA, y asi obtener su secuencia
completa, se opté por un enfoque dirigido de retrotranscripcion de ARNm a ADNc usando ARN
total como molde junto con Oligo dT15 (especificidad por poli A, caracteristico de ARNm).

Seguido a esto, se amplificé el ADNc por PCR usando oligos apropiados (ver a continuacion).
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3.1. PCR. Diseiio de oligonucledtidos y amplificacion

El punto de partida para el disefio de los oligonucledtidos a usar como iniciadores de PCR
fue la busqueda en base de datos de secuencias sPLA;, a partir de las secuencias de proteina
obtenidas por degradacion de Edman (Daniele y col. 1997). Del conjunto de secuencias detectadas
con la busqueda, aquellas que presentaron mayor detalle fueron de genes de sPLA, de viboras
asiaticas (por ejemplo, Trimeresurus gramineus). Puesto que la region no traducida del ARN (UTR)
posee menor variacion que la proteica para este tipo de enzimas (Nakashima y col. 1995;
Nakashima y col. 1993; Ogawa y col. 1992), se disenaron oligonucle6tidos basados en esos genes

que hibridizaran tanto en la region 5’UTR como en la 3’UTR (Figura P1.1).

A Gen PLA, de Trimeresurus gramineus — GB: D31780 - 2387 pb

Exén 1 Ex6n 2 Exé6n 3 Exo6n 4
— > H )
Oligo1 (F) —— . .
go 1(F) . Oligo 2 (F) — « —Oligo 4 (R)
Oligo deg. (F)
598 pb e
. 1703 pb
B ARNm deducido— 713 pb
Exén 1 Exén 2 Exo6n 3 Exén 4
> > > \ }Completo
Péptido sefial —_L - > 7_ }Codiﬁca proteina
\ Oligo deg. () O‘ligo 2 (F) Oligo 4 (R)
ol (F)
—» 339pb
508 pb
526 pb

Figura P1.1. Estructura de gen completo (A) y de ARN empalmado (B) de una fosfolipasa
secretada de vibora. A: se observa la disposicion general de intrones y exones de un gel de Trimeresurus
gramineus. Sobre la informacion de esta secuencia y otra similares se disefiaron los oligonucleétidos para clonar las
secuencias codificantes de las PLA2 de Bothrops diporus. B: se muestra la estructura final del ARNm esperable
luego del empalme de los intrones. Con flechas se indican los lugares de hibridizacion de los oligonucledtidos

empleados en la PCR post-transcripcion reversa.
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En todos los casos, el oligonucleodtido reverso fue el mismo (oligo 4) siendo diferentes los
oligonucleotidos sentido (F), Figura P1.1. El oligo 2 se utilizd como deteccion de una posible
contaminacion con ADN gendmico que interfiriera con amplificacion de ADNCc, al poder amplificar
una banda de 598 pb, (Figura P1.1 A) a partir de ADN gendmico u otra de 339 pb al usar ADNc
como molde (Figura P1.1 B). Se logré amplificacion para ambos casos (Figura P1.2).

En general estas proteinas tienen entre 119 y 122 aminoacidos en su forma madura, con un
péptido senal de 16 a.a. que incluye la metionina inicial, por lo que se esperaba 138 a.a. a partir de
fragmentos de ADN de entre 408 y 417 p.b. (incluyendo un codén de finalizaciéon). Se obtuvo
amplificacion y las migraciones de las bandas en electroforesis de gel de agarosa coinciden con los
tamanos esperados (Figura P1.2). Estos fragmentos de ADN se clonaron, obteniéndose la secuencia

completa codificante para proteina con su péptido senal.

deg deg oligo2 oligo2 oligo2 oligol oligol
[KbPlus 2 3 4 C IKbPlus 5 6 7

13 a
— 000 - -
%%% - %%% ,.-.450(‘
300 -— 200

. . 100

Figura P1.2. Analisis electroforético de los productos de PCR. Se muestra un gel agarosa tefiido con
BrEt donde se sembraron alicuotas de fracciones de PCR. El superindice indica el oligo sentido de cada
reaccion. El C es el tnico donde el molde fue ADN gendmico, en los restantes el molde fue ADNc. Las bandas
de los carriles 6 y 7 se escindieron y se purifico su ADN para sub-clonarlo en vector de expresion. Los tamafios
de las bandas obtenidas coinciden con lo esperado de acuerdo a estructura de gen de viboras asiaticas (Figura

PL.1).
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El tamafio esperado de los fragmentos se calcul6 de acuerdo a los genes completos de sPLA,
de Trimeresurus gramineus (GenBank D31778, D31779, D31780, D31781), esto y los detalles de
las mezclas se resumen en la Tabla M.1 (pag. 114, parte Métodos). Trimeresurus flavoviridis

también tiene una estructura sumamente similar en los genes de sPLA,.

3.2. Secuencias de sPLLA; y miotoxina obtenidas

Los insertos clonadas en plasmidos de amplificacion fueron secuenciados. Se obtuvieron al
menos 4 secuencias de isoformas putativas de sPLA; y una miotoxina. Las que se informan (Tabla
P1.1 A) fueron las dos con que se trabajo en su expresion heterdloga, siendo éstas las que se
obtuvieron en experimentos independientes en forma repetida, de dos individuos diferentes, y en
mas de un clon (esto disminuye probabilidades que las diferencias sean artefactos inducidos por
errores en la transcripcion reversa o en la secuenciacion, respectivamente). La diferencia entre las
dos isoformas sPLA; clonadas es de 4 residuos, 3 de ellos en la porcion madura (96.7% de
identidad, Tabla P1.1 A ). La mayoritaria en los clones fue nombrada como Bd sPLA2-I o S-PLA,
por su serina inicial en la secuencia madura, y fue depositada en GenBank (JQ661499). La
minoritaria fue la Bd sPLA,-Il o N-PLA; por su aminoacido inicial (asparragina), también
depositada en GenBank (JQ661500). Son proteinas acidicas, con unos puntos isoeléctricos (P.1.)
teoricos de 4.66 y 4.90 respectivamente, calculados como contribuciéon individual de residuos de
aminoacidos. Las secuencias de sPLA; son ricas en cisteinas y muy similares a otras sPLA, de
veneno agrupadas como tipo II en la superfamilia de fosfolipasas (Schaloske y Dennis 2006). Cabe
destacar que la secuencia de la proteina madura de Bd sPLA,-I es idéntica a la reportada para
Bothrops erythromelas (vibora brasilefia, GenBank DQ359953) (de Albuquerque Modesto y col.
2006). Estas secuencias tienen un 76% de identidad de posicion de aminoacidos respecto a la sSPLA,
de Crotalus atrox (GenBank AF269131), clasificada como de grupo II A (Arni y col. 1996;
Schaloske y Dennis 2006; Six y Dennis 2000).
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C50-C132

I
1 10 20 30 40 50 60

SLVQFETLIMKTAGRSG-VWYYGSYGCYCGSGGQGRPQDASDRCCEVHDCCYGKVTDCD———————-
NLVQFETLIMKIAGRSG-VWYYGSYGCYCGSGGQGRPODASDRCCEVHDCCYGKVTGCN--——————
Gl | ATWOFRSMIKCAIPGSHPLMDENNY GCYCGLGGSGTPVDELDRCCETHENCYRDAKNLDSCKELVDN

tt

unién Ca* Bucle pancreatico

GII |

Extension

70 80 90 100 110 120 1 132\
FKADVYTYSEENGVVVCGG—DDPCKKQICECDRVAATCFRDNKDTYDNKYWFFPAKNCQEESEPC

(=]

I PKADTYTY SEENGVVVCGG-DDPCKKQICECDRVAATCFRDNEKDTYDNKYWEFPAKNCOEESEPC
GI |PYTE SYSYSCSNTEITCNSKNNACEAF ICNCDRNAAICES——KAPYNKEHKNLDTRKYC——————

t

C11-C77

Figura P1.3. Ejemplificacion de diferencias de secuencia primaria entre sPLA, de grupo I y II.
Se compara las sPLA, clonadas, pertenecientes al grupo II (GII), con la enzima pancreatica, perteneciente al
grupo 1. Se muestra el bucle (loop) pancreatico del grupo IB y la presencia de la extension C-terminal del grupo
II. Se observa la conservacion de la diada H48 y D99, y el D49 (flechas), asi como una region conservada el
sitio de unién a Ca®" y los puentes disulfuro unicos para cada grupo. Las demds cisteinas estan conservadas en

su posicion.

Las sPLAjs de este grupo tienen 7 puentes disulfuros y un tamafo tipico de 122 a.a. con un
disulfuro unico entre las posiciones 50 y 122 (132 si se sigue la numeracion con la pancredtica, ver
Figura P1.3). Ambas secuencias clonadas tienen el par tipico H48/D49, el D99 dentro del sitio
activo D-CC-HD-CY, y el sitio de union a Ca" YGC-CG-GG. Ademas, se observa la extension C-
terminal caracteristica del grupo II.

También se clond la totalidad del marco de lectura de una miotoxina putativa simil a SPLA,,
de caracteristicas basicas (P.I. = 9.10,.Tabla P1.1 B), denominada BdMyo-II (JQ661501), con la
presencia tipica de una lisina en posicion 49 (K49) en vez de un aspartico (Lomonte y col. 2003).
En base de datos se encontrd una identidad del 87.7% con una miotoxina de Bothrops moojeni
usando busqueda BLAST-p.. Las miotoxinas similares a fosfolipasas son tipicas de los venenos de
crotalidos (viboras de los géneros Agkistrodon, Bothrops y Trimeresurus) y no se han descripto en
otras serpientes (no viboras) como por ejemplo, elapidos (cobras,(Heinrikson 1991). Poseen una
sustitucion clave en la posicion 49, encontrandose una lisina (K) en vez de aspartato (D), de aqui el

nombre de miotoxinas K49 (Maraganore Heinrikson 1984).
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A

P-1° SLVQFETLIM MIAGR
P-2? SLVQFETLIM MIAGR
p-3° NLVQFETLIM KIAGR

Pro-Bd sPLA,-I

MRTLWI MAVLLVGVKG SLVQFETLIM KIAGRS-GVW YYGSYGCYCG SGGQGRPQDA SDRCCFVHDC CYGKVTDCDP KADVYTYSEE NGVVVCGGDD

Pro-Bd sPLA,-II

MRTLWI MAVLLVGVEG NLVQFETLIM KIAGRS-GVW YYGSYGCYCG SGGQGRPQDA SDRCCFVHDC CYGKVTGCNP KADVYTYSEE NGVVVCGGDD

Pro-C.atrox

MRTLWI VAVLLLGVEG SLVQFETLIM KIAGRS-GLL WYSAYGCYCG WGGHGLPQDA TDRCCFVHDC CYGKATDCNP KTVSYTYSEE NGEI1CGGDD

Pro-Bd sPLA,-1

PCKKQICECD RVAATCFRDN KDTYDNKYWF FPAKNCQEES EPC

Pro-Bd sPLA,-II

PCKKQICECD RVAATCFRDN KDTYDNKYWF FPAKNCQEES EPC

Pro-C.atrox

PCGTQICECD KAAAICFRDN IPSYDNKYWL FPPKNCREEP, EPC

B

Pro-Bd-Myoll

MRTLWI MAVLLVGVEG NLWQLGKMIL LETGKI-PAK SYAAYGCNCG LGGRGKPKDA TDRCCYMHKC CYKKLTGCDP KKDRYSYSWK DKTIVCRENN

Pro-B.Asper MRTLWI MAVLLVGVEG SLVELGKMIL QETGKN-PVT SYGAYGCNCG VLGRGKPKDA TDRCCYVHKC CYKKLTGCNP KKDRYSYSWK DKTIVCGENN
Bd-Myoll SCLKELCECD KAVAICLREN LDTYNKKYRY NYLKPFCKKA DPC
B.Asper SCLKELCECD KAVAICLRKN LDTYNKKYKN NYLKPFCKKA DPC

Tabla P1.1. Secuencias de aminoacidos de fosfolipasas y miotoxinas. Se indica en itélica el péptido sefial. Se introdujo un espacio en el alineamiento para

mantener la numeracion usual. En negrita se marcan las cisteinas, que estan conservadas tanto en las miotoxinas como en las fosfolipasas. A. P1,P2 y P3 son las

secuencias obtenidas por degradacion de Edman a partir de veneno (Daniele y col. 1997). Bd sPLA2 I y II son las deducidas obtenidas por duplicado en experimentos

independientes (GenBank JQ661499 y JQ661500 respectivamente). Se incluye la secuencia de Crotalus atrox como modelo del grupo IIA (GenBank AF269131) B.

Secuencia deducida de una miotoxina putativa simil a PLA2, Bd Myoll. Se muestra la secuencia de una miotoxina (IV) de Bothrops Asper (Swiss-Prot: AF109911)

como referencia, idéntica a la porcion de Bothrops diporus descripta por degradacion de Edman (Geoghegan y col. 1999). Notar el cambio de D por K, en la posicion 49,

tipico de estas moléculas. 55
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La secuencia madura deducida tienen un punto isoeléctrico teorico de 9.10 y una identidad
de 78% con la porcion N-terminal (41 residuos) de la miotoxina Bneu I, reportada por primera vez
para Bothrops diporus (Geoghegan y col. 1999). Nuestra secuencia de Bd Myo-II también tiene la
misma distribucion de cisteinas de las isoformas Bd sPLA; (Tabla P1.1 B). Comparada con otras
miotoxinas de viboras del género Bothrops, se obtuvo la mayor identidad con aquellas de las

especies Bothrops asper y Bothrops moojeni.

4. Expresion heterologa

Se eligio empezar los estudios de expresion heteréloga con Bd sPLA2-I debido a su
identidad en la secuencia de proteina madura (dos aminoacidos distintos en secuencia de péptido
sefial), con una enzima probada a nivel de veneno y funcional de una vibora brasilefia, Bothrops
erythromelas, B-E-I-PLA, (de Albuquerque Modesto y col. 2006). Luego de hacer pruebas
infructuosas de expresion de proteina con secuencia nativa, es decir, sin proteina de fusion (vector
pET11a, no mostrado), se recurrié a un enfoque de fusiéon con ubiquitina en el N-terminal y la
utilizacion de una peptidasa especifica de ubiquitina (Catanzariti y col. 2004), cuyo corte no deja
aminoacidos extras en el extremo C-terminal a la ubiquitina, requerimiento esencial para la catalisis

interfasial (ver Introduccion, pag.29).

4.1 Construcciones de ADN

Para introducir la secuencia codificante de la proteina madura en el plasmido de expresion
con ubiquitina, se excluyd la secuencia del péptido sefial haciendo una PCR con iniciadores con
sitios de clonado del nuevo vector de expresion (plasmido). Este fue un vector pET15b con una
secuencia de ubiquitina en marco, (Catanzariti y col. 2004). Luego del clonado (detalles en seccion
de Métodos) se obtuvo una proteina de fusion con seis histidinas en tdndem, seguidas de un sitio de
corte de trombina, una metionina, ubiquitina y finalmente la sPLA, Esta construccion se denomina
aqui como pHUE- Bd sPLA2-I y su producto de expresion proteica como 6xH-Ub- Bd sPLA,-I
(Figura P1.4).
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6xHis Ubiquitina Sitio de corte USP2cc SPLA,
b ————
Y Y
96 a.a., 10.7 kDa 122 a.a, 13.6 kDa

Figura P1.4. Esquema de proteina de fusion para expresar Bd sPLA, I y II. El tamafio total
esperado es de 218 a.a con un peso de 24.3 kDa. Al producirse la proteina con un N-terminal no nativo se
reduce las posibilidades de que sea activa y toxica a la bacteria huésped (E. coli). Este sistema permite escindir
el motivo ubiquitina utilizando el nucleo catalitico de una peptidasa especifica de ubiquitina (USP2cc), y
obtener N-terminal nativo de la proteina de interés. Las 6 histidinas en tandem (6xHis) facilitan la remocion de

la ubiquitina, incluso en condiciones desnaturalizantes, por cromatografia de afinidad por Ni*".

4.2 Induccion de la expresion proteica

La induccion de los cultivos de E.coli transformados con el plasmido con la construcciones
se realizo con IPTG 0.01 mM (ver Métodos) por 4 h a 37 °C . En geles de SDS-PAGE se observo
una banda migrando como de 24 kDa, peso molecular esperado (Figura P1.5). El uso de mayores
concentraciones de IPTG no mostrd un aumento significativo de rendimiento de expresion a las 4h.
La proteina de fusion se observd solo en la fraccion de pellet, en forma insoluble a condiciones
suaves (sin agentes caotropicos ni reductores). Las pruebas de sobre-expresion a menores
temperaturas no resultaron en una banda en la fraccion soluble en geles de SDS-PAGE y tampoco
se vio banda purificada al ser pasada esta fraccion por columna de afinidad por Ni*". También se
estudio la posibilidad de una renaturalizacion durante el proceso de expresion in vivo al co-expresar
la proteina de fusion con chaperonas dnaK, dnal, grpE o chaperonas groES and groEL, o bien las
cinco al mismo tiempo, utilizando el vector plasmidico pG-KJES, ya sea en cepa BL21 (DE3) o en
la cepa deficiente en reductasas Origami (DE3) a diferentes temperaturas. Esto no mostro
diferencias notables respecto del protocolo usual en BL21 (DE3) y tampoco hubo una apreciable

purificacion de banda a partir de sobrenadante en ninguna de las condiciones probadas.
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6H-U-SPLA, C- M
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Figura P1.5. Gel SDS-PAGE 12% de pellets de homogeneizado bacteriano post induccién con
IPTG. La flecha indica la banda de sobre-expresion proteica para el caso de cultivo con IPTG (0.01mM, 4h a
37°C). El carril C- es una fraccion del mismo cultivo sin agregado de IPTG, incubado en las mismas

condiciones. El peso aparente de la banda proteica es entre 25 y 27 kDa. M: es marcador comercial Rainbow

(GE).

4.3 Renaturalizacion, corte con peptidasa y actividad

Los cuerpos de inclusion se lavaron, disolvieron y renaturalizaron, usando la estrategia usual
para otras sSPLA;s expresadas en E. coli (ver Métodos). La renaturalizacion consistio en dializar la
solucion proteica en desnaturalizante (limpia de agente reductor) contra una soluciéon a pH bdasico
con L-cisteina para promover la oxidacion y formacion de puentes disulfuro en concentraciones
bajas de desnaturalizante (Gdn.HCI 0.6M o urea 2M) en. El corte con peptidasa se prob6 en la
solucion post dialisis, asi como también en una solucién de proteina de fusion que fue diluida en
forma répida contra urea 2M o guanidinio 0.6M. No hubo una diferencia notable en la eficiencia del
corte de la peptidasa, si bien si se observé gran cantidad de proteina agregada en la dilucion rapida.
Por esta razon se prefirio la opcion de renaturalizacion seguida de corte con peptidasa y pasaje por
columna de afinidad para el protocolo rutinario. La otra opcion fue el corte con peptidasa acoplado
a una dilucion rapida, seguido de un segundo paso de desnaturalizacion, pasaje por columna de
afinidad en las mismas condiciones y renaturalizacion final. La presencia en el buffer de dialisis de
L-cisteina, usado como reactivo de intercambio de disulfuros, permitié obtener actividad en forma
reproducible.

Luego del paso de didlisis, la porcion soluble de proteina de fusiéon no mostré actividad
(Figura P1.6, pocillo C1G). La actividad de hemdlisis indirecta por PLA; se detectd en cambio en la

alicuota tratada con peptidasa deubiquitinante USP2cc (1G). Curvas de concentraciones crecientes
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de desnaturalizante mostraron que esta peptidasa es activa al menos hasta urea 2M o Gdn.HCl 1 M
(no mostrado). Cuando la solucion con actividad que habia sido incubada con peptidasa se corrid en
geles sin reductor (BME), no se observo la banda de proteina de fusion, lo que sugiere que esta, no
digerida, estaba formando parte de un agregado multimérico conectado por puentes disulfuro.. La
presencia de B-ME hasta 250 mM no afectd drasticamente la actividad de USP2cc luego de 3h a
37°C de incubado con proteina de fusidon (no mostrado).

Luego de incubar con peptidasa USP2cc, se hizo un segundo pasaje de purificacion pasando

. D+ . .
por resina con Ni~ para retener la peptidasa y ubiquitina marcada.

M  C- +USP2cc

Figura P1.6 Anailisis por SDS-PAGE de proteina de fusién pre y post corte, deteccion de
actividad y limpieza por IMAC. Izquierda: muestra solucion de proteina de fusion post solubilizacién y
didlisis incubada con peptidasa (carril +USP2c) y su control negativo (C-). M marcador de peso molecular
(Benchmark). La flecha vertical muestra la banda atribuida a SPLA,-I, mientras que la horizontal al residuo N-
terminal que contiene ubiquitina. Centro: foto de placa de Petri del ensayo de hemolisis indirecta, 15 pL de
solucion por pocillo. 1G, (flecha vertical) solucién con proteina de fusion con peptidasa, C-1 control sin
peptidasa. En C-3 se sembro6 la solucion de renaturalizacion con peptidasa sin proteina de fusion, y en Panc se
depositod 15 pg de sPLA, pancreética porcina como control positivo. Derecha. Gel SDS-PAGE de la fraccion

no retenida por columna de afinidad de Ni*". IMAC.

59



Parte 1. Enfoque recombinante

5. Confirmacion de secuencia y extremo N-terminal por espectrometria de masas

Se determind la masa molecular total de las proteinas recombinantes con la metodologia de
MALDI-TOF, obteniéndose valores acordes a los tedricos de proteinas con sus cisteinas formando
cistinas para ambas isoformas. Las masas moleculares medias esperada para Bd sPLA2 Iy II serian
de 13651.3 Day 13621.2 Da respectivamente. La diferencia entre ellas estd en el limite del error de
la determinacion por el equipo MALDI en modo lineal (TOF) utilizado. En la figura siguiente se

ejemplifica un espectro lineal para la isoespecie SPLA; -1

4700 Linear Spec #1 MC=>BC[BP = 9378.7, 7971]

100 13680.5 seosr

80

Intensidad %

50

14313.7

0
11131 12676 14221 15766 17311 18856
masa/carga

Figura P1.7. Estimacion de la masa molecular proteica, ejemplo con Bd sPLA2 I. La relacion
masa/carga promedio de la proteina recombinante Bd sPLA2 I +1 H+ calculada es 13666.3, con sus 14
cisteinas en puente disulfuro (7 cistinas) seria de 13651.3. La observada es 13681 + 15 (error calculado como
ancho a la mitad del pico). Si se considera que la tnica metionina es sensible de oxidacion (confirmado por
MS/MS, ver abajo) coincidiria con la masa esperada. Se observa un segundo pico a 14313.7 no explicado. En
ocasiones, se observo también un pico a 9379 + 52. Este pico podria corresponder al i6n del fragmento de
ubiquitina con corddn alternativo, cuya relacion carga masa calculada seria de: 9198.55 (ver texto para mas

detalles).

Para confirmar que la peptidasa especifica de ubiquitina haya generado el corte y secuencia
esperados, se hizo un analisis por espectrometria de masas de una digestion triptica de las dos
isoformas recombinantes (ver Parte 2 para detalles), de tal forma de obtener una huella peptidica y
seleccionar péptidos para su fragmentacion (MS/MS). Asi se identificaron los péptidos N-terminal
de ambas isoformas, lo que sumado a la evidencia de actividad en monocapas (considerando el

requerimiento estricto de un N-terminal nativo de estas enzimas), constituyen pruebas que la

peptidasa fue especifica.
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2562.0454 2561.0381 2561.1050 -0.0669 1 e8 0.00062 1 u K.ADVYTYSEENGVVVCGGDDPCEK.Q + 2 Carbamidomethyl (C)
2950.1689 2989.1616 2989.2144 -0.0528 o 15 34 1 U R.SCVWYYGSYGCYCGSGGQURPQDASDR.C + 2 Carbamidomethyl (C)

Figura P1.8 Region diagnéstica de N-terminal de Bd sPLA2 I, espectrometria de masas
MS/MS. A: Ampliacion de la huella peptidica post tripsina de la proteina previamente reducida y
carbamidometilada. Se observan varios fragmentos correspondientes a iones de péptidos tripticos. B:

asignacion estadisticamente significativa con el servidor Mascot (www.matrixscience.com) de los

péptidos de mayor intensidad. Se corroboraron varios manualmente. A su vez, los péptidos ya asignados
se inspeccionaron visualmente sus fragmentaciones. Los de relacion masa/carga 1308.68 y 1324.67
corresponden al N-terminal SLVQFETLIMK sin modificar, y oxidado en su metionina (+16 Da),

respectivamente. Otros asignaciones se informan en la tabla 2.1 de la Parte 2 de esta tesis.
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Parte 1. Enfoque recombinante

Para Bd sPLA; I se obtuvieron muy buenas fragmentaciones para diversos péptidos,
observandose entre otros, los péptidos de 1308.68 y 1324.67 Da que corresponden al N-terminal
SLVQFETLIMK (Figura P1.8). En forma similar, para Bd sPLA; II se observo el péptido 1351.8
correspondiente a NLVQFETLIMK (M oxidada)

6. Gel 2D de proteina recombinante Bd sPLA,-I

También se llevo a cabo el andlisis por gel 2D para confirmar el punto isoeléctrico de la
proteina recombinante Bd sPLA,-1, obteniéndose el valor proximo al esperado. Sin embargo, no se
observo solo 1 punto sino 2 (Figura P1.9), con intensidad similar y patron de fragmentacion
idéntico. La diferencia podria deberse a alguna modificacion post-traduccional sencilla como una
deamidacién de glutamina a acido glutamico en un péptido pequefio fuera del rango medido con el
equipo. Si fuese este el caso, la diferencia seria de +1Da, pero se observaria claramente solo si el

péptido es mayor a 600 Da, donde no hay interferencia con matriz de MALDI.
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Figura P1.9. Isoelectroenfoque seguido de SDS-PAGE (Gel 2D) para la muestra Bd sPLA, L.
Con flechas se indican dos puntos nitidos con la misma posicion vertical (tamafio) y diferente posicion
vertical (punto isoeléctrico). Estos dos puntos junto con otros 6 se analizaron por espectrometria de masa,
obteniéndose solo buena fragmentacion para los indicados con las flechas. Tuvieron huellas peptidicas

idénticas. La diferencia puede deberse a una modificacion post traduccional labil al tipo de ionizacion
MALDI.
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Parte 1. Enfoque recombinante

7. Perfiles de actividad de fosfolipasas en monocapas de DLPC

Dado que uno de los objetivos del trabajo fue explorar la relacion entre estructura de las
sPLA, y su relacion con su capacidad de hidrolisis de fosfolipido con distinto empaquetamiento
(densidad superficial) en monocapas, se midio la actividad de las dos proteinas recombinantes
usando monocapas de DLPC a cuatro diferentes presiones laterales (IT). La técnica de monocapas
de Langmuir acoplada a una balanza permite medir y controlar la densidad superficial del lipido,
incluso mantenerla constante (técnica del barostato, ver Introduccion, pag. 36). Las velocidades
medidas y los tiempos de latencia hasta alcanzar linealidad (lag times) se resumen en la Figura
P1.10. Para comparar, se construyo el mismo perfil para sPLA, de veneno de cobra (Naja naja ) y
de sPLA, de pancreas porcino. Se comprobd también que ambas enzimas anulan su actividad en
presencia de EDTA (no mostrado), lo que es esperable si se considera que el Ca>" es esencial para
la actividad. La presion lateral 6ptima para hidrdlisis de ambas proteinas recombinantes es similar a
las denominadas P-1 y P-2, purificadas de veneno (Daniele y col. 1995).

Como se esperaba para este tipo de enzimas, el tiempo de latencia sigue una tendencia
inversa respecto al perfil de velocidad de hidrdlisis vs IT (Figura P1.10, paneles a la derecha). Como
control, también en monocapas, se chequeé que no hubiera actividad en la solucion de peptidasa
USP2cc y tampoco se vio actividad interfasial con el agregado de la proteina de fusion sin cortar
(este resultado tiene un peso estadistico enorme por la cantidad de pruebas de renaturalizacion con
resultados negativos de actividad por esta técnica) en las cantidades usuales (es decir, el valor de

[1=10 se mantenia constante, llegdndose a esperar 45 minutos sin cambios apreciables).
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Figura P1.10. Tiempos de latencia y perfiles de velocidad de hidrolisis de DLPC vs. II. En los
paneles superiores se indica a la izquierda el perfil de velocidad para enzimas control (de veneno de Naja naja
y de pancreas porcino) y a su derecha los tiempos de latencia. En los paneles inferiores se indica analogamente
dichas medidas para las isoformas recombinantes de este trabajo. La subfase consistié en NaCl 100 mM, CaCl,
20 mM, Tris 10 mM pH=8 (25°C). El compartimento de reaccion se agitdé con barra magnética. La masa
proteica inyectada oscil6 entre 0.1 y 0.3 pg, para concentraciones 2 y 7 nM. La velocidad se informa relativa a
la maxima pendiente obtenida. Para el caso de las enzimas recombinantes y pancreas porcino, la velocidad de

descenso de area (hidrolisis de DLPC) es nula a 20 mN/m.

8. Discusion

La vibora Yarara chica es muy comun en el centro-norte de Argentina (de Oliveira y col.
2011). En este trabajo se clonaron dos isoformas de sPLA, asi como una miotoxina, putativa hasta
el momento. Hasta la publicacion del trabajo relacionado a esta tesis (Yunes Quartino y col. 2012)

no se habia informado de una secuencia completa de fosfolipasa secretada (sPLA;) de esta especie.
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Es esperable que existan cerca de una decena de sPLA, diferentes para una especie de serpiente
(Kini 2003) lo que implica cierto grado de incerteza en la homogeneidad de las isoformas
purificadas a partir de veneno usando los procedimientos cromatograficos convencionales. Esto es
asi porque el veneno liofilizado con que se trabajé proviene usualmente de distintos individuos, ya
que su uso primordial es la generacion de suero anti-ofidico. Para superar esto se planed poner a
punto un protocolo de expresion recombinante a partir de las secuencias clonadas. El objetivo final
del trabajo fue iniciar el estudio fino de la estructura de la enzima en relacion a su capacidad de
hidrolizar DLPC a alta presion lateral en monocapas.

La estrategia elegida fue exitosa, y permitidé obtener la amplificacion de ADNc esperada.
Las bandas amplificadas tanto del ARNm como del ADNg (incluyendo también la amplificacion
parcial usando el oligo 2) migraron de acuerdo al tamafio esperado lo que sugiere que la estructura
del gen de Bothrops diporus es la misma que la de otros miembros de la sub-familia Crotalinae,
como la de las viboras sobre la cual se disefiaron los oligos, una del sur de India (Trimeresurus
gramineus) y de la isla japonesa de Okinawa (Trimeresurus flavoviridis). Asi, nuestros resultados
son otra evidencia a favor de la hipotesis que la forma de evolucion de estas toxinas estd conservada
en las especies de la sub-familia Crotalinae. Existe una gran divergencia (evolucion acelerada) en la
porcion codificante de la proteina, mientras que la variabilidad en las porciones no codificantes
(intrones incluyendo regiones UTR) para proteina del ARNm (Nakashima y col. 1995) es mucho
menor (entre 1/8 y 1/3) y muy similar a regiones codificantes de proteinas no consideradas parte de
veneno. Se deberia secuenciar los genes completos de estas proteinas de Bothrops diporus para
corroborar la hipdtesis de los autores japoneses. Ademas, en este trabajo se logrd la amplificacion
de una banda del tamafo esperado para el gen completo utilizando el oligo 1 (F) y oligo 4 (R) a
partir de ADN gendmico, si bien no se secuencio.

Se logré establecer un protocolo reproducible de produccion de estas enzimas
heterdlogamente. El sistema de expresion utilizado se eligi6 por la disponibilidad del plasmido
codificante para la peptidasa especifica de ubiquitina (USP2cc), que no deja ningiin aminoacido
extra en el aminoacido terminal cuando el motivo de reconocimiento, ubiquitina, esta fusionado del
lado N-terminal de la proteina de interés. Como se mencion6 en la introduccion (La importancia
del extremo N-terminal en sPLA;s, pag.29), es critico que el extremo amino terminal no tenga
aminoacidos extra para que la enzima muestre su maxima catalisis interfasial. Puesto que es
conocido que la remocion de la metionina inicial puede darse en E.coli en forma eficiente solo
cuando el segundo residuo es pequeio y no cargado (Hirel y col. 1989), la asparragina inicial de la

clonada Bd sPLA,-II (N-PLA;) podria no ser removida adecuadamente en caso de expresarse sin
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marcas. Por otro lado, existia la posibilidad de que la enzima sea téxica, y una fraccion de la
proteina expresada con actividad inhibiera la expresion en el cultivo de bacteria huésped. Esto
explicaria por qué no se observd sobre-expresion cuando se indujo la Bd-sPLA,-I (serina inicial,
removible por E. coli) sub-clonada en un vector sin marcas de fusion pET11a (no mostrado).

Otra caracteristica del sistema usado es la robustez de la marca de 6xHis (6 histidinas en
tandem) presente en el motivo ubiquitina y peptidasa, lo que, acoplado a un pasaje por
cromatografia de afinidad por metal inmovilizado (IMAC) permite su remocion especifica. Esta
cromatografia presenta ventajas frente a otras, puesto que es tolerante a altas concentraciones de
agentes caotropicos (urea o guanidinio). Esto ultimo es una condiciéon que a priori resultaba
conveniente, pues los reportes de sobre-expresion de este tipo de enzimas en bacterias indicaban
una gran propension a presentarse como cuerpos de inclusion, lo que requiere un paso de
solubilizacion / desnaturalizacion con agentes caotropicos.

Como desnaturalizante se prefiri6 el Gdn.HCl puesto que reduce la posibilidad de
modificacioén de la proteina por carbamilacion, como podria ocurrir en soluciones concentradas de
urea a pH basico (Gerding y col. 1971; Hagel y col. 1971). La presencia de EDTA mejor6 el
rendimiento de renaturalizacion presumiblemente al quelar cationes divalentes que catalizan la
formacion de puentes disulfuro que podrian ser inespecificos. Otra mejora fue la presentacion de la
proteina de fusiébn con sus cisteinas sulfonadas en lugar de reducidas. El proceso de
renaturalizacion, corte y purificacion fue notablemente sub-Optimo en cuanto a la recuperacion de
masa (<5% de masa inicial), sin embargo, fue suficiente para ensayos de actividad y espectrometria
de masas. La gran pérdida de masa de proteina se debié mayoritariamente a la formacion de
agregados intramoleculares por puentes disulfuro. Una vez que se obtuvo actividad, ésta
permanecid por meses conservando en pH levemente acido la muestra liquida en refrigeracion a 4-8
°C.

La actividad de hidrdlisis en monocapas asi como en el ensayo de yema de huevo / agar /
sangre se detectaron so6lo luego de incubar con la peptidasa la proteina de fusion tratada en el buffer
de oxidacion. El rendimiento de renaturalizacion fue bajo, nunca se llegd a mas del 5% de proteina
final soluble, por lo que queda por ser afinado en caso que se requiera mayor cantidad de masa para
estudios como calorimetria o intentos de cristalizacion. Se consideran otras estrategias como
expresion en un huésped eucariota, como las levaduras Pichia pastoris o Saccharomyces cerevisiae
en primera medida, por su menor costo respecto de sistemas como células de insecto. El paso de
renaturalizacion con formacion de puentes disulfuro en forma correcta es critico, y si bien las

proteinas sPLA, poseen la misma estructura se han encontrado enormes diferencias en rendimientos
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de renaturalizacion para enzimas de la misma especie. Por ejemplo, en el caso de las enzimas de
raton del grupo II y III, hubo algunas que no pudieron ser renaturalizadas a partir de cuerpos de
inclusion y se recurrié a expresion en células S2 de Drosophila (Rouault y col. 2007). Actualmente
no hay un método propuesto para predecir el método Optimo de renaturalizacidon y se requiere
ensayos de prueba y error. Existe solo un reporte de expresion soluble de una sPLA, en E. coli
(Yang y col. 2003) y una miotoxina K49 (Seto y col. 2008) a febrero de 2014 en PubMed. Ambos
laboratorios recurrieron a la estrategia de proteina de fusion, combinada con enzima tiorredoxina en
el primer caso y chaperonas en el segundo. Este ltimo intento se llevo a cabo en este trabajo sin
obtener resultados positivos.

Las enzimas recombinantes mostraron actividad lipolitica y se analizo su pertfil de velocidad
en monocapas de DLPC. Bd-sPLA; I posee el mismo N-terminal que la isoespecie P-3 de alta
presion (Optimo proximo a 27 mN/m, Figura I.1) purificada de veneno previamente (Daniele y col.
1997), sin embargo, mostré un perfil de “baja presion” (no se observd ninguna actividad a 20
mN/m). Por degradacion de Edman se habia visto en ese mismo trabajo que las tres isoformas
tenian extremos N -terminal muy similares (Figura 1.1 inserto), por lo que existia la posibilidad que
existieran diferencias sutiles en la secuencia primaria involucradas en esta capacidad para hidrolizar
monocapas de DLPC a alta presion (como P3). No se encontré6 que las diferencias entre estas
1soformas expresadas les confirieran cambios notables en los perfiles de actividad sobre monocapas
de DLPC. Existe la posibilidad que las diferencias en la porcion no secuenciada de las de veneno
fueran mayores. Esto se explora en la Parte 2, a partir de estudios de veneno. Se hallé una nueva
sPLA, clasificable como de “alta presion”, aunque no coincide con la P-3 reportada previamente
(Daniele y col. 1997).

Por otro lado, hay que mencionar que existe la posibilidad que las enzimas con la misma
secuencia primaria posean diferentes presiones Optimas si tienen alguna modificacion post-
traduccional o si la proteina se halla asociada no covalentemente a moléculas pequefias, como
lipidos, que modifiquen su actividad. Esto se observo en caso de lipasas de un hongo (Mateos Diaz
y col. 2006; Mateos Diaz y col. 2007) cuyo optimo dependia del medio de cultivo donde crecia el
organismo productor. Ademas, también con lipasas de origen microbioldgico, se observd un efecto
también diferencial entre proteina recombinante y nativa (Horchani y col. 2010), descartandose
modificaciones como la glicosilacion y fosforilacion, teniendo la misma masa dentro del error de la
técnica utilizada para medirla (MALDI-TOF). Los autores sugirieron una diferencia

conformacional, si bien no explicitaron cudl podria ser.
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Un control a realizar es la desnaturalizacion completa de una enzima de alta presion, por
ejemplo la P3, o la misma de cobra, y su renaturalizacion con el protocolo utilizado para las
recombinantes, y comprobar si su perfil se recupera. Tenemos estudios preliminares donde se
observa un cambio de actividad hacia menores presiones, pero debe ser reproducido en otros
ensayos para sacar alguna conclusion. Es necesario también explorar el rango a muy bajas
concentraciones de enzimas de alta presion en monocapas, pues podria ocurrir que el perfil de
velocidad cambie, o los tiempos de latencia se incrementen mucho. Se esta explorando esta
posibilidad.

Ademas, estd planteada la sintesis del gen de cobra y su expresion recombinante para
verificar su presion lateral 6ptima en monocapas de DLPC. Curiosamente, no se ha encontrado en la
literatura, en especial la del grupo de Dennis, quien trabaja con sPLA; de cobra y la ha expresado en
forma recombinante, datos sobre el perfil de velocidad en monocapas y su comparacion con la

nativa purificada de veneno.
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Parte 2. Analisis a partir de veneno. Secuencia de fosfolipasas de Bothrops

diporus a nivel de proteina.

1. Objetivo
Obtener mayor informacion de secuencia a nivel de proteina, extraida de veneno, y
corroborar la presencia de la secuencia deducida de los ARNm clonados a partir de glandula de

veneno.

2. Resumen

Se simplifico el procedimiento de aislamiento de las isoformas empleado originalmente por
Daniele, eliminando el paso inicial de fraccionamiento por Sephadex G50, coleccion de picos,
dialisis y liofilizacion.

El protocolo general consistid en pasar una disoluciéon de veneno por una columna de
exclusion molecular y analizar la actividad sPLA, de las fracciones eluidas. La mayor actividad a
alta presion (20 mN/m) fue eluida primero (menor volumen de elusion) mientras que las de
actividad casi nula a 20 mN/m eluyeron después. Hecho esto, el paso siguiente fue un pasaje por
columna de intercambio anidnico.

Las fracciones finales con actividad, se analizaron por electroforesis SDS-PAGE. Se
extrajeron las bandas proteicas y se las someti6 a digestion con tripsina para su analisis por
espectrometria de masas. Se obtuvo informacion de secuencia peptidica que confirma la presencia
en veneno de las isoformas clonadas y expresadas (Parte 1). Aparecen en la zona dimérica y
monomeérica de la exclusion molecular. Las fracciones de la zona dimérica de la cromatografia
poseen actividad notable a presiones laterales de 20 mN/m en monocapas de DLPC, mientras que
las fracciones con actividad fosfolipasa de la zona monomérica tienen una actividad muy reducida a
20 mN/m.

Se describen ademas, porciones de secuencias que corresponderian a una nueva fosfolipasa,

hallada s6lo en la regién dimérica.

69



Parte 2. Anélisis a partir de veneno

3. Exclusion molecular de componentes del veneno

El principio de separacion de las columnas de exclusion molecular o filtracion por gel, es el
tamafio de la particula (por ejemplo, proteinas) definido como su radio hidrodinamico. A mayor
radio hidrodindmico la particula tiene menor volumen disponible para difundir por la matriz del gel
y por lo tanto es eluida a tiempos mas cortos que si fuera una particula de menor radio
hidrodindmico.

El protocolo original de (Vidal y col. 1971) consistia en excluir las proteasas de alto peso
molecular en un paso de cromatografia de filtracion molecular (Sephadex G-50) a pH acido (4.5),
donde la actividad PLA, (medida por retardo de coagulacion de yema de huevo) se correspondia
solo con un pico de absorbancia (280 nm). El segundo paso era una cromatografia del mismo tipo,
con un tamafio de poro menor (Sephadex G25) y a un pH levemente basico (7.6) donde se
observaban dos picos con actividad PLA,. La capacidad de dimerizacion diferencial a pH levemente
basico parece ser una caracteristica de las fosfolipasas de veneno de crotalidos (Welches y col.
1985). El paso final era un intercambio anidnico. El protocolo usado por Daniele (Daniele y col.
1997; Daniele y col. 1995) fue esencialmente el mismo.

En este trabajo se omitio el pasaje inicial por la primera columna de exclusion molecular.
Asi, el primer paso fue disolver el veneno en medio acido (pH=4.5) y aplicarlo directamente a la
columna de exclusion molecular a pH=8 (Figura P2.1) . Se recogieron fracciones de 1.5 mL.

A continuacién se ensayo cada una de las fracciones en placas de agar / yema de huevo /
sangre, incubando a 37 °C por varias horas. No se observo halo indicativo de actividad fosfolipasa
para muestras del volumen anterior a la fraccion 1. Si se observé halo tenue en la fracciones 1 y 2,y
halos de mayor diametro (3 a 4 veces mayor) para fracciones 3, 4 y 5. Finalmente, para las demas
fracciones también se observo un halo pero de menor didmetro. Este paso fue un primer andlisis ya
que se pudo hacer en solo unas horas. Luego se llevé a cabo el anélisis en monocapas, que requirid

mas tiempo (4 dias).
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Figura P2.1. Cromatograma de exclusion molecular de veneno total. 400 uL de veneno 20mg/mL
por Superdex 75, a 0.4 mL/min. Las fracciones colectadas (1.5 mL cada una) se indican con nimeros sucesivos
en la parte inferior. La imagen de gel tefiido con Azul Brillante de Coomassie corresponde a SDS-PAGE sin
reductor de las 9 muestras concentradas. Las flechas indican los pesos esperados en kDa de las bandas del

marcador molecular.

Las fracciones 2 y 3 presentaron bandas proteicas que migraron como con un tamaflo menor
al esperado por su posicion en el cromatograma en geles SDS-PAGE. Esto es un indicio de
asociacion intermolecular no covalente o un volumen hidrodinamico mayor debido a otra causa. Por
bibliografia y el pH al cual se corrid, se asume que son sPLA; en estado dimérico (Vidal y Stoppani
1971; Welches y col. 1985). El SDS en el gel podria ser el motivo por el cual se observan por
separado estos componentes de bajo peso molecular en fracciones tempranas (2 y 3).

Las bandas mayoritarias de las fracciones 6 y 7 se asignan a fosfolipasa, y podria presumirse
que las bandas con la misma migracion que se ven en las otras fracciones podrian estar
principalmente compuestas por fosfolipasa. Esto se apoya en el tamafio esperado de las sPLA,

desnaturalizadas tipo II y también en medidas de actividad.
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4. Analisis de actividad por monocapas de todo el cromatograma

Sembrando el mismo volumen para cada fraccion, se midi6 su actividad sobre monocapas de
DLPC con el método del barostato a dos presiones laterales, 10 mN/m y 20 mN/m. La actividad a
10 mN/m tiene una relacion directa con la cantidad de proteina en la banda de 14 kDa (donde se

esperan las fosfolipasas)
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Figura P2.2. Superior: velocidad de hidrolisis a dos presiones laterales para las fracciones de veneno por
exclusion molecular. Velocidades en unidades de area arbitraria/segundo de hidrélisis de monocapas de DLPC
a 10 mN/m o 20 mN/m. 1 unidad de area: 34 cm?. La velocidad a 10 mN/m tiene una buena correlacion con la
cantidad de enzima cuantificada por densitometria de banda de 14 kDa en gel SDS-PAGE tefiido con
Coomassie (estandar de albumina sérica bovina). Inferior: relacién de velocidad a 20 mN/m respecto de
velocidad de hidrdélisis a 10 mN/m para cada fraccion. Se observa que la fraccion S3 contiene la mayor
actividad relativa a 20 mN del cromatograma. S2 da valor negativo debido a leves diferencias de lineas de base

pre inyeccion (no hay actividad).

En vista de la Figura P2.2, se define como actividad fosfolipasa de ‘“alta presion” a la
preparacion que presenta hidrolisis de DLPC en monocapas con un cociente entre velocidades de

hidrolisis de 20 mN/m y 10 mN/m igual o mayor a uno.
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V20mN /m
V10mN /m

>1 Actividad de alta presion

Por extension, aqui se denomina PLA, de “alta presiéon” a aquellas enzimas presentes en la
fraccion S3 y andlogamente como de “baja presion” a aquellas fosfolipasas halladas en la fraccion
S7 (post Superdex 75) de veneno total, fraccidon que junto a S8 presentaron la menor relacion de
hidrélisis a 20 mN/m y 10 mN/m (Figura P2.2, panel superior). Se insiste en el uso de comillas para
estos términos como recordatorio que es una denominacién no estricta, y acotada a las
observaciones con este sustrato en particular, DLPC, presentado en forma de monocapas.

A partir de estos resultados se decidi6 trabajar con las fracciones S3 y S7 y tratar de obtener
mayor pureza de su componente fosfolipasa. Para esto se procedié a intercambio anidénico por una

columna Mono Q como en el protocolo previamente usado en el laboratorio (Daniele y col. 1997;

Daniele y col. 1995).

5. Aislamiento de isoformas “baja presion”

Tras una cromatografia de intercambio anidnico, se obtuvieron picos bien separados y

definidos (Figura P2.3, superior).
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Figura P2.3. Panel superior: cromatograma de intercambio anioénico de fraccion 7 proveniente de
exclusion molecular (PLA, baja presion). Los nimeros entre barras verticales indican las fracciones recogidas,
La flecha indica el nombre de las fracciones analizadas por espectrometria de masa. Panel inferior: Gel SDS-

PAGE sin reductor de muestras post intercambio aniénico de fraccién 7 (baja presion).
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Estas fracciones fueron sembradas sin reductor en un gel SDS-PAGE. Se observa un peso
molecular aparente proximo a 15 kDa para todas las fracciones con muy buen grado de pureza,
coherente con lo esperado para sPLA, monoméricas del tipo II. Las fracciones impares fueron

sujetas a tripsinizacion y espectrometria de masas MALDI-TOF TOF.

6. Aislamiento de isoformas “alta presion”

Para el caso de sPLA; de la fraccién S3 (zona dimérica, actividad a “alta presion”), existio
variabilidad en la definicién de los picos, observandose en algunos casos gran cantidad y en otros
(otro lote de veneno) una zona sin picos bien definidos, pero con gran actividad a alta presion. Para
este ultimo caso, se optd por anadir una dimensién mas de separacion, el punto isoeléctrico, previo
a separacion por tamaino (SDS-PAGE). Por esto se hizo un gel 2D con la fraccion 4, que mayor

actividad presentaba (Figura P2.4)
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Figura P2.4. Izquierda. Cromatograma de intercambio aniénico de muestra S3. La fraccion 4 presentd
actividad a alta presion (20 mN/m). Derecha. Gel 2D de muestra 4. Tincion de plata. Se observa gran cantidad
de puntos. La mayoria de éstos fueron tratados para analizar su contenido proteico por espectrometria de
MALDI-TOF TOF, siendo el marcado con un circulo el que presenté mejor fragmentacion y caracteristicas de

secuencia de sPLA, . La zona de movilidad mayor a 45 kDa es keratina humana, se observo en otros geles 2D.
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6.1 Perfil hidrolitico de una nueva PLA; en fraccion de alta presion

Se construy6 el perfil hidrolitico de esta fraccion S3 (Figura P2.5), confirmando que es de
alta presion. Sin embargo el dptimo no estd localizado en 27 mN/m, sino en 20 mN/m. Esto puede
ser porque se trate de otra enzima, o bien porque los lipidos usados en el estudio original no hayan
sido lo suficientemente puros (posiblemente por hidrdlisis, la presencia de 4cido graso, por su carga

negativa, aumenta tanto el valor 6ptimo de I1 como el valor maximo donde hay hidrolisis).

C~5 nM PLA, Fraccion 3

L
‘e T~26.6°C
S
8
3 6 .
()
5
€
T 4
= n Va20mNim _q 5
® V a 10 mN/m
i) 2
[}
ke]
[
>

01 [

T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30
IT (mMN/m)

Figura P2.5. Perfil de velocidad en funcion de II de muestra de fraccion S3. Se observa que no se

corresponde con P-3 reportado por Daniele (1997, Figura 1.1, ver Introduccidn), sin embargo si es una PLA, de

alta presion

7. Analisis de secuencia por espectrometria de masas

El equipo utilizado en este trabajo fue un MALDI-TOF-TOF (Figura 1.12). Las muestras
fueron reducidas y desnaturalizadas, para posteriormente bloquear sus cisteinas por alquilacion con
iodoacetamida (IAA, Figura P2.6) para evitar su re-oxidacién a puentes disulfuros. Este proceso
permitido obtener mayor cantidad de péptidos al desnaturalizar la proteina de tal forma que la
tripsina tiene los sitios de corte mas accesibles. Ademas la alquilacion con IAA afiade 57 Da de
masa, lo que también contribuye a la asignacion. Esto se tradujo en una cobertura de secuencia del
100% de las isoformas clonadas. Alternativamente se procedié a incubar de la misma manera las
bandas extraidas del gel luego de la corrida electroforética. Ademas, en algunos casos al incubar
con exceso de iodoacetamida, reactivo usualmente especifico para cisteinas, se modificaron también

los aminos libres, como en el N-terminal y el de la cadena lateral de lisina, y las metioninas
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Figura P2.6. Esquema de modificacion de cisteinas libres por alquilacion. R representa

cadena peptidica. La masa final del péptido aumenta en 57 Da por cada cisteina modificada. Si esta cisteina esta
en el N-terminal es posible que ocurra una ciclacion, que cursa con una pérdida de amoniaco (-17Da), lo que da

un aumento de 40 Da en vez de 57 Da.

Todas las listas de masas que se muestran en las tablas siguientes son de iones que se asume
tienen carga +1 debido a que la técnica que se uséd para gasificar la muestra (MALDI) produce
mayoritariamente iones con un protéon (H') de exceso. En el modo lineal (usado para masas
superiores a 4000 Da usualmente), pudo observarse en algunos casos el i6n +2, que posee casi la
mitad de relacion de masa/carga debido a que tiene dos protones de exceso.

El modo reflector del equipo fue usado para determinar el patréon de péptidos obtenidos
luego de incubar con tripsina (huella peptidica). Una vez identificado los iones de interés
(correspondientes en principio a péptidos tripticos), se procedid a utilizar el modo MS/MS del
reflector. En nuestro caso no se usé gas en la celda de colision, si no que simplemente se midid el
decaimiento espontaneo (PSD, por Post Source Decay) debido a la energia en exceso que provee el
tipo de ionizacion MALDI. Los de iones fragmentos que se observan en MALDI-TOF PSD son de
los tipos a (fragmentos con N-terminal sin carbonilo), los b (fragmentos N-terminal con carbonilo),
e Yy (fragmentos C-terminal, tienen carboxilo). En la Figura 1.14 se observa el esquema de la
nomenclatura usada para esas fragmentaciones. El tipo de fragmentacién que genera la técnica se
tiene en consideracion para la asignacion manual, y también para las series posibles a buscar por el
algoritmo del servidor MASCOT (Perkins y col. 1999), por lo cual es critico seleccionar el tipo de
instrumento  usado  antes de  hacer la  basqueda (mas  informacion  en

http://www.matrixscience.com/help/fragmentation_help.html).La secuencia candidata se determina

por la diferencia de masas entre la serie de iones b o y.

También se tuvo en cuenta los iones imonios para decidir entre dos secuencias con
fragmentaciones equivalentes. Estos son residuos de aminoacidos individuales que han perdido el
grupo carbonilo (Figura P2.7). Por ultimo, para asignar otros péptidos a las masas idnicas no

explicadas, se busco la coincidencia con di tri o tetra-péptidos internos (es decir, donde no se
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conserva ni el N-terminal como en los b, ni el C-terminal como en los y), pudiéndose asi explicar la
mayoria de las masas observadas.

Los residuos isobaricos (misma masa molecular) leucina (L) e isoleucina (I), no pueden ser
distinguidos por la técnica empleada. De la misma forma, la diferencia que existe entre glutamina
(Q) y lisina (K), al ser de 0.05 Da, estd en el limite de sensibilidad del equipo y es arriesgado
asignar una u otra. En estos casos, para asignar L o I se recurri6é a blisqueda en base de datos de

proteinas (NCBI nr), tanto con el servidor BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) o el servidor MS-

BLAST (http://genetics.bwh.harvard.edu/msblast/). Este ultimo hace una bisqueda contra la base de
datos de NCBI pero considerando los residuos isobaricos como idénticos, lo que permite obtener
mejores detecciones.

Para los péptidos con muy buenas fragmentaciones, se hizo busqueda MS/MS en servidor
Mascot, aumentando la posibilidad de fallos de corte de tripsina hasta 2. A su vez, se analiz
manualmente la secuencia.

El corte 6ptimo de la tripsina se da del lado carboxilo de la arginina (R), excepto cuando
esta precedida por prolina (P). Con menor eficiencia corta también lisinas (K)..
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Figura P2.7. Ampliacion de la zona de baja relacion masa/carga de la fragmentacion del
péptido 1287.8. Se observan los iones imonios y su asignacion caracteristica. Entre paréntesis se muestran

iones derivados. En la parte superior, en mayor tamafio de letra se indica la estructura genérica de un i6n

amonio.
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A partir de la lista de masas de fragmentos post incubado con tripsina (Tabla P2.1) y su
correspondiente fragmentacion se ordenaron los péptidos secuenciados confiablemente usando
como modelo las secuencias deducidas de los clones A su vez, se encontraron otros péptidos que no
dieron buena fragmentacion, pero podrian corresponder a ciertas porciones de secuencia primaria
donde no hubo cortes por tripsina (Tabla P2.2). Se encontraron también péptidos correspondientes a
la auto lisis de tripsina, que fueron excluidos (los que dieron buena fragmentacion, se secuenciaron
también para confirmar que se tratara de tripsina).

La identificacion de pares de iones que difieren en +57 o multiplos de +57, fue un indicio de
modificacion por IAA. Usualmente, las fragmentaciones fueron casi idénticas (con excepcion de la
diferencia +57 en el caso de C). Esto facilito la asignacion por comparacion. En algunos casos se
hallaron residuos con el extremo N-terminal modificado por IAA. Esto se dio s6lo en aquellas
fracciones donde se uso un exceso de IAA al alquilar. A continuacion se presentan las tablas con la

secuencia asignada y la relacion masa/carga de cada i6n molecular peptidico (carga +1).

794.42 [AAAVCFR Manual Alta presion

824.4.4 VAATCFR Mascot MQ5,MQ7,MQ9

881.4 [VAATCFR Manual+57 MQ7,MQ9

020.50 [NLWQFGR Mascot y Manual Alta presion

058.5- |[YWFFPAK Mascot MQ5,.MQ7, MQ9,Alta p
080.41- |QICECDR Mascot MQ5,MQ7, MQ9,Alta p
1015.5 |YWFFPAK Manual +57

1020  |VTDCDPKAD Mascot, 1 salto MQ7,.MQ9

1037.4 |QICECDR Manual +57 MQ3,MQ7,MQ9

1048.4 [MPYTYSR Manual Alta presion

1064.4 |M(D/N)(1/L)YTYSR

Manual, CAF (+136)

Alta presion

11125 |DNKDTYDNK

Mascot , 1 salto

MQ5,MQ7,MQ9

1239.6 [MVYPDVL Manual Alta presion
1287.8 [NLVQFETLIMK Manual MQ5, MQ7, Alta p
1308.7 |SLVQFETLIMK Manual MQ9

1324.7 [SLQVFETLIMK Mascot y Manual+16

1344.8 [NLVQFETLINK Manual, +57 MQ3,MQ7

1335.7 |NLVQFETLINK

Mascot y manual

MQ5, MQ7Alta p
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1351.4 |NLVQFETLINK Manual+16 MQ5

13657 |SLVQFETLINK NMascol 157 QO

1392.7 |NLVQFETLIMK Mascot y manual +57 Alta presion
1415.5 |FRDNKDTYDNK Mascot, 1 salto MQ5,MQ7,MQ9
1431.5 |CCFVHDCCYGK Mascot, -17 MQ5,MQ7,MQ9
1448.5- |CCFVHDCCYGK Mascot y manual MQ5,.MQ7,MQ9
1488.6 |CCFVHDCCYGK Mascot y manual -17 MQ5,MQ7,.MQ9
1505.5 |CCFVHDCCYGK Mascot MQ5, MQ7,MQ9Alta p
1545.6 |CCFVHDCCYGK Mascot, -17+57 MQ5, MQ7, MQ9
1562.5 |CCFVHDCCYGK Mascot y Manual, +57 MQ7, MQ9, Alta p
1619  |TCFRDNKDTYDNK Mascot, 2 saltos MQ7,MQ9
1694.8 |DTYDNKYWFFPAK Mascot, | salto MQ5.MQ7,.MQ9
1733.0 |NLVQFETLIMKIAGR Mascot, 1 salto MQ5

1763.0 [SLVQFETLIMKIAGR Mascot, +57, 1 salto MQ9

1785.8 |QICECDRVAATCFR Mascot, 1 salto MQ9

2051.9 |DNKDTYDNKYWFFPAK - Mascot, 2 saltos MQ5,.MQ7,MQ9
2109.0 |DNKDTYDNKYWFFPAK Manual, 2 saltos+57 MQ7,MQ9
2166.0 |DNKDTYDNKYWFFPAK Manual, 2 saltos +57+57 MQ5.MQ7.MQ9
2220.9 |SGVWYYGSYGCYCGSGGQGR Mascot MQ5,MQ7,MQ9
2436.1 |DTYTYSEENGVVVCGGDDPCKK Mascot MQ5,.MQ7
2562.0 |ADVYTYSEENGVVVCGGDDPCKK Mascot, 1 corte MQ9

2564.0 |ADTYTYSEENGVVVCGGDDPCKK Mascot, 1 salto MQ5, MQ7
2874.1 |GSGGQGRPQDASDRCCFVHDCCYGK Mascot, 1 salto MQ7,MQ9
2090.2 |SGVWYYGSYGCYCGSGGQGRPQDASDR  [Mascot y manual MQ5,MQ7,MQ9

Tabla P2.1. Valores de masas observadas y su secuencia asignada. Cada péptido indicado fue
fragmentado y analizado ya sea por servidor Mascot o bien por secuenciacion manual de novo en caso de
resultados estadisticamente no significativos. Todos se encontraron en mas de una muestra de gel de proteina.
Los indicados por Mascot significativo, su fragmentacion MS/MS se correspondié en forma estadisticamente
significativa (p<0.5) con un péptido de la base de datos NCBInr, subconjunto vertebrados oseos. Las letras
subrayadas (C, M o inicial) indican residuo modificado. +57 debido a alquilacion por IAA para C, +16 para M
debido a oxidacion. En algunas preparaciones se utilizé exceso de IAA 1o que conllevo a modificacion también
del N-terminal de péptidos (iones seriec b con aumento +57) que proveyo una corroboracion de la secuencia
asignada. -17 indica pérdida de amoniaco (usualmente en C-terminal, por ciclacion). Isoleucina y Leucina son

indistinguibles por la técnica empleada, se anota la secuencia que mas se asemeje a las PLA, clonadas en ese
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caso. M en negrita indica la pérdida del grupo S-CH3 de la metionina debido a alquilacién sobre este cuando se
usa exceso de IAA. Mascot (en negrita) indica que para las fragmentaciones de ese péptido en particular se
asignod en forma estadisticamente significativa la identidad con la secuencia indicada. Mascot sin negrita indica
homologia estadisticamente significativa. En los casos que se cheque6 manualmente las fragmentaciones se
indica en la misma celda. Con * se indican los iones de los péptidos que diferenciarian las secuencias de las
sPLA, entre si. Algunos de estos péptidos no se observaron cuando se utilizé exceso de reductor (por ejemplo,

los que tienen M oxidada).

775.4% VTGCNPK Mascot

834.4* VTDCDPK Mascot MQ9
1108

1260.7 MQ5.MQ9
1527.55 CECDRVAATCFR -17 MQ5
1584.59 | CECDRVAATCFR Mascot, un salto, -17 MQ7
1602 - - MQ7
1625.6 MQ5
1658.0 MQ9
1676.6 MQ7
1685.04 | - MQ5
1706.0 SLVQFETLIMKIAGR Mascot MQ9
17150 | - MQ9
1751.8 DTYDNKYWFFPAK Manual, 1 salto,+57 MQ7
1765.8 MQ5
1772.05 | - MQ9
1794.9 MQ5
1799.0 - MQ7
1806.0 - MQ9
1810.8 - Alta
1820 - MQ9
1829.0 SLVQFET- Manual MQ9
1839.0 - MQ5
1842.8 MQ9
1856.0 -TLIA- Manual MQ7
1877.1
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2220.9 SGVWYYGSYGCYCGSGGQGR MQ5
2034.9 YWFFPAKNCQEESEPC MQ9
2437.0 MQ5.MQ7,
MQ9
2063.0 MQ5
2277.93 | SGVWYYGSYGCYCGSGGQGR Manual+57 MQ7
2113.9 -FFWYKN- Manual MQ5
2619.7 MQ9
2621.7 MQ7
26792 MQ7
2817.1 MQ5
2857 MQ9
29722 MQ3,MQ7,
MQ9
963.4 VTDCDPKAD Mascot 1 salto MQ9
3007 VTDCDPKADVYTYSEENGVVVCGGDDPC | Mascot 1 salto
30294 | - MQ7,MQ9
3047 .4 SGVWYYGSYGCYCGSGGQGRPQDASDR Manual +57 MQ7,MQ9
3052 - MQ7
3435.7 - MQ9
4480.0 SLVQFETLIMKIAGRSGVWYYGSY Mascot 1 salto, +57 +16 | MQ9
GCYCGSGGQGRPQDASD

Tabla P2.2. Péptidos intensos (relacion seial:ruido >50) sin fragmentacion adecuada. No fue
posible su identificacion estadisticamente significativa con Mascot, la secuenciacion manual solo dio porciones

de secuencia en algunos casos (residuos en negrita).

Al alquilar con exceso de IAA se observo la modificacion inespecifica del N-terminal y
metionina, siendo esta ultima vista como una pérdida de masa de -48 Da. Esto es asi porque luego
de la alquilacion (formacién de S-carbamidometil metionina) y en el proceso de ionizacion se
rompe el enlace con el azufre, lo que equivaldria a la pérdida del grupo SH-CH; (48 Da) de la
cadena lateral de la metionina (Kruger y col. 2005). Se observaron otros péptidos también que no se

fragmentaron, pero que coinciden con la digestion tedrica con tripsina de las proteinas clonadas.
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Un analisis cuidadoso de las masas revela la potencia de la técnica. Por ejemplo los péptidos
2562 y 2564 difieren solo en 2 Da, lo que refleja la minima diferencia en la secuencia, un cambio de
un residuo de valina (99 Da) por treonina (101 Da) y sirve como otro péptido mas que evidencia la
diferencia entre esas fosfolipasas.

Se obtuvo una cobertura del 100% de las dos secuencias de sPLA; a partir de los péptidos

obtenidos (Figura P2. 8).

1763.0

1308.7
A___10Q 20 30 40 50

SLVQFETLIMKIAGRSGVWYYGSYGCYCGSGGQGRPQDASDRCCFVHDCCYGK Bd sPLA2 I
NLVQFETLTMKTAGRSGVIWY YGSYGCYCGSGGQGRPQDASDRCCFVHDCCYGK Bd SPLA, II
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Figura P2. 8 Cobertura de secuencia y péptidos indicativos de isoformas. El orden de los péptidos

se hizo tomando como referencia las secuencias clonadas. En el alineamiento se marcan con llaves los péptidos
diferenciales observados por espectrometria de masas. De esta forma, es confiable asignar la secuencia de Bd
sPLA,-1 (clonada) con la del pico 2 de la cromatografia de intercambio anidnico, mientras que la de Bd sPLA,-
II coincide con la del pico 1 (Figura P2.3). Ninguna de las secuencias N-terminales coincide con las reportadas
(Daniele y col. 1997) para enzimas de “baja presion”. Bd sPLA,-I coincidiria con P-3 que hidroliza a “alta

presion” (6ptimo a 25 mN/m).

Es necesario aclarar que el método de espectrometria de masas usado no permite asignar
univocamente una sola secuencia a algunos péptidos. Por ejemplo, en el caso del péptido de 1287.7
Da, se pueden asignar dos secuencias equivalentes: QTPETEFQPMK, y QVVQFETLIMK, ya que

los iones imonios son basicamente los mismos que la que se toma como primera opcidon con otras
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evidencias (clonacion, y péptido con metionina no modificada 1335.8 Da). Se observaron iones
imonio correspondientes a todos esos aminoacidos menos para prolina (P, ion 70 de Da), sin

embargo. La unica sefial que diferenciaria a la secuencia propuesta es la sefial a 87 Da del imonio

de la asparragina (N).
. b7 8334991
100 54 Y
90 b
2
y6
728 1580
80- 557 3351
4
455 2200
] b5
" 5 b Biq 4008 2%5 5004
b3 32118 v 602.3088 6 !
E 60 456 2673 731 3845
= ¥7
5 sof 686 4000
= 361 6203
—
o
£ 40 2009910
bo bl10+H20
] 1058 7028
% 405.126 506.197 1159.7886
i 230.1664 251721 429 6193000 | 705koa7 o)
I }
0] | 2151588 276138 375 180 X i;ﬁg 643 W afrp 10d1 6525 D10 ¥11
41 197 43p. - 413802 7hslia | ol IR £
248.1568 U
1k 1poe
LR Ll Ak .
5.0 398.2 608.4 818.6 1078.8 1239.0
Masa/carga

Figura P2.9. Ejemplo de asignacion de iones b e y. El precursor fue el ion de 1287.8 de relacion carga masa.
Este es el y12, mientras que Y1 es el de 147.1 Da (fuera del rango mostrado). Otros picos intensos, como el
405.136, 506.197, 619.30, corresponden a fragmentos internos, como QFE+1, QFET+1, QFETL+1,
respectivamente. Existen ademas, los fragmentos i6nicos correspondientes a la pérdida del grupo NH, que resulta
en un pico a -18 Da del i6n precursor, como se ve para b8, y a su vez el pico en b10 +18 usual en los pentltimos

aminoacidos adyacentes a uno basico C-terminal (en este caso, lisina).

Las secuencias informadas obtenidas a partir de degradacion de Edman no fueron en su
totalidad confirmadas por este trabajo de espectrometria de masas. P1 y P2 y sus posibles variantes
no fueron halladas, analizando los N-terminal secuenciados, mientras que P3 si tuvo péptidos N-
terminal que le corresponderian a la secuencia informada previamente (Tabla P2.3).

Es de notar que se observo el i6n correspondiente al péptido NLVQFETLIMK también en la
zona monomeérica, esperado solo en PLA; de la fraccion S3 (zona dimérica del cromatograma). Este
péptido coincide con el reportado por Daniele como secuencia N-terminal de P3. También
pertenece a las proteinas clonadas, cuya secuencia tuvo un 100% de cobertura compatible con los
péptidos observados para fosfolipasas de baja presion (zona monomérica). Por esto es que esta

region per se, parece poco probable de ser responsable de proveer la caracteristica de “alta presion”
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a las fosfolipasas. Quizds una homo o hetero-dimerizacion podria influir en la capacidad de
hidrolizar a alta presion lateral, pero no se puede descartar contaminacion con cantidades pequefias

de otra fosfolipasa distinta. En la proxima seccion se describe una nueva sPLA; candidata.

Nombre Secuencia N-terminal | Masa Teorica Observada
sPLA,

P-1 NLVQFETLIMMIAGR 1735.9 No
NLVQFETLIMR-1AGR 1363.7-1761.0 No
NLVQFETLIMYTAGR

1767.9 No

P-2 SLVQFETLIMMIAGR 1708.9 No
SLVQFETLIMR-TAGR 1336.7-1733.9 No
SLVQFETLIMYIAGR

1740.9 No

P-3 NLVQFETL IMK-1TAGR 1335.7-1733.0 Si

Bd sPLA,-I SLVQFETLIMK-1AGR 1308.7-1705.9 Si

Bd sPLA,-II | NLVQFETLIMK-TAGR 1335.7-1733.0 Si

Tabla P2.3. Secuencias N-terminales de fosfolipasas de Bothrops diporus y masas monoisotopicas
informadas por otros métodos. P-1,P-2,P-3 fueron obtenidas por degradacion de Edman (Daniele 1997). La
asignacion de la ultima metionina es ambigua, se colocaron también las posibles secuencias con R y Y. Bd
SPLA,-I y Bd sPLA,-II (Yunes et al 2012) fueron deducidas a partir de clonado en este trabajo. Se reportan las

masas alternativas n caso que la tripsina haya saltado un corte.

Finalmente, en cuanto a la identidad de la fraccion Fr7 MQ 5, se esta trabajando para
analizar los péptidos diferenciales, aunque es claro que se observaron péptidos correspondientes a
Fr7-MQ7 y Fr7-MQ9, siendo estas en si mismas, muy similares. Esta fraccion, posiblemente tenga
algiin cambio minimo, ya sea genético, o bien post-traduccional, como un deamidacién de algun

residuo glutamina.

8. Nueva isoespecie de alta presion

La muestra de alta presion (S3, de superdex 75), pasada por columna de intercambio
anidnico no tuvo una buena resolucion de pico (Figura P2.4), por lo que se hizo un gel 2D para

separar las posibles isoformas que co-eluyeron y se trat6 el punto 4 (circulo, en panel derecho de la
Figura P2.4).
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El i6n de fragmento triptico mas intenso fue el de masa 920.4 Da, el cual se fragmento y se
obtuvieron secuencias posibles. Para mejorar la identificacion, se procedi6 a modificarlo
quimicamente, usando lo que se conoce como fragmentacion quimicamente asistida o CAF.

Esta técnica consiste en introducir un grupo sulféonico en grupos amino libres del péptido de
tal manera de generar una proton resonante que mejora la fragmentacion con fuentes de ionizacioén
MALDI e incrementa la masa en 136 Da (Figura P2.10). Ademads, al modificarse el N-terminal, se
obtiene una ventaja fundamental, el grupo sulfonico neutraliza la carga positiva de los fragmentos
de la serie b (Figura 1.14) haciéndolos indetectables en el modo reflectron, lo que simplifica el
espectro obtenido notablemente (se observa claramente la serie y) y permite una secuenciacion de

NOVO con menos variables.

H 0 O H
J\ §OH 4y e HO~ & |
R : P— TR N**‘{‘—‘PED
R, 0

N terminal sulfonado (+136 Da)

Figura P2.10. Modificacion quimica para una fragmentacion mejorada (CAF). Proceso de
modificacion de aminos primarios, ejemplificado con el N-terminal. En este trabajo no se realizd la proteccion
de lisinas (panel izquierdo), extraido y modificado de manual del producto (CAF-MALDI Sequencing
Kit, Ettan).

Se buscod péptidos modificados por 136 Da o bien sus multiplos (Figura P2.11). De esta
forma se confirmo la secuencia NLWQFGR por la fragmentacion del péptido modificado de 1056.4
Da (Figura P2.12) para el N-terminal de la muestra.

920.4 NLWQFGR Manual

1048 MDIYTYSR Manual

1064 MDIYTYSR Manual +16

1200 MDIVTYSR Manual+16+CAF(136)

1072.46 | GCYCGWGGR Manual

2176.03 | NAFKNYGFYGCYCGWGGR / | Mascot.
TTTYGCYCGWGGR

Tabla P2.4. Péptidos exclusivos de la fosfolipasa de alta presion del punto 4 de gel 2D. En negrita
se indican los residuos claramente identificados en forma manual. El péptido de mayor tamafio con buena
fragmentacion fue asignado por Mascot a la secuencia indicada (masa 2176.03), aunque manualmente solo se

pudo secuenciar con confianza lo indicado en negrita.
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Figura P2.11. Porcion de huella peptidica de muestra de gel 2D de alta presion. Izquierda, se
observa el i6n 920.4, correspondiente a N-terminal de una sPLA,. Derecha: misma muestra con péptidos

modificados con reactivo de sulfonacion de aminos libres, produce un aumento de masa de 136 Da.

Por similitud respecto a fosfolipasas de base de datos se determind que el i6n 920.4
corresponderia al N-terminal de la proteina. Ademas, se distingui6 también GIln (Q) en lugar Lys

(K), en virtud de la ausencia de modificacion. De haber estado presente K, se deberia haber

modificado por el reactivo sulfonante.
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Figura P2.12. Fragmentacion del precursor 920.4 y su modificado 1056.4. En el panel superior se

presenta la fragmentacion del péptido no modificado (920.4 Da), evidenciandose el patron usual con iones de la
serie b, y e incluso a (-28Da del i6n b). Se omitid la zona de bajo peso molecular (imonios). En el panel inferior se
muestra la fragmentacion del i6n del péptido modificado (1056.4 Da), mostrando nitidamente la serie y, lo que
permite asignar con mayor certeza la secuencia correspondiente de aminoacidos asi como la presencia de

glutamina (Q) en vez del residuo casi isobarico lisina (K).

En otros lotes de veneno se observo en la fraccion 3 post superdex (S3, relacionada a
actividad a alta presion) péptidos correspondientes a los N-terminales descriptos para la fraccion 7
de superdex 75. Se ve también el péptido 920.4Da, por lo que se puede suponer que la gran
actividad a alta presion sea debido a la sPLA; que posee tal N-terminal, mas que a la dimerizacion

de las de baja presion
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9. Discusion

Utilizando muestras de veneno, se encontraron al menos 4 fracciones distintas en pasajes
cromatograficos, con clara actividad fosfolipasa, lo que podria representar 4 isoformas. De estas, 2
de ellas se identificaron con gran confianza gracias a la combinacion de espectrometria de masas y
el conocimiento previo de su secuencia deducida. Es decir, se identificaron a nivel de proteina en
veneno las mismas sPLAjs clonadas a partir de ADNc de glandula. Ademas, se las encontr6 tanto
en la zona monomérica como dimérica luego de cromatografia de exclusion molecular. Esta ultima
zona (fraccion 3 del cromatograma con Superdex 75, fig. P2. 13) es la que consistentemente
present6 actividad a presiones laterales altas (20 mN/m). En esta zona también se encontrd en
algunas purificaciones una nueva sPLA; con secuencia N-terminal que no corresponde a ninguna de
las PLA, reportadas (NLWQFGR).

Una de las dos sPLA; clonadas, denominada Bd sPLA,-I posee un extremo N-terminal que
coincide 100% con el de la isoespecie P-3 reportada (Daniele y col. 1997) como enzima de “alta
presion” (O6ptimo a 25 mN/m). Sin embargo, la presencia de este extremo N-terminal se hallé en
fosfolipasas tanto de “baja presion” como de “alta presion”. Ademas, el optimo de actividad en
monocapas no fue de 25 mN/m sino de 20 mN/m.

Asumiendo la hipotesis que la mayor actividad se debe a la proteina en si y no a
contaminantes de esa fraccion que aumenten el Optimo de actividad en monocapas, una posible
explicacion para la actividad a 20 mN/m de las proteinas con misma secuencia que las
recombinantes, es una presencia en menor cantidad de una sPLA, muy activa a altas presiones, por
ejemplo, aquella con secuencia inicial NLWQFGR. Es decir, una pequefia cantidad de sPLA, de
“alta presion” modificaria la interfase lipidica generando productos de reaccion que activarian las
de baja presion (optimo desplazado hacia mayores valores de IT), como fue reportado por (Cajal &
Jain). Para esto se realizaran ensayos de mezclas midiendo en la zona de IT de corte (cut-off ), donde
ya no presentan actividad las de baja presion. Ademas, si es un efecto no debido a catalisis, podria
anularse la actividad de las proteinas de alta presion con BPB y realizar la mezcla con las de baja
presion. Si el efecto no es mediado por catalisis, deberia verse también un aumento del 6ptimo.

Como se menciond en la Parte 1 (Discusion), en la literatura no parece estar presente el
estudio de desnaturalizacidon y renaturalizacion de alguna enzima de alta presidon, ni tampoco se
informa una sPLA; recombinante de alta presion que se le haya verificado el 6ptimo en monocapas.
Este es un control que intentamos llevar a cabo con una sPLA, de cobra de Mosambique (Naja

mossambica mossambica) de origen comercial. En estudios preliminares observamos que luego de
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la desnaturalizacion completa y su renaturalizacion, no se recupera el mismo 6ptimo. Sin embargo,
esto podria ser por tener una cantidad muy baja de enzima activa ya que estéd lejos de ser ptimo el
protocolo de renaturalizacion usado para esta enzima en particular. Este trabajo se esta continuando
en el momento. Otra medida que se considera a llevar a cabo en breve es conseguir veneno de PLA,
de un solo individuo para simplificar la cantidad de isoformas y llevar a cabo la separacion e
identificacion de las proteinas PLA, presentes, asi como sus 6ptimos.

La disponibilidad reciente de un equipo de HPLC permitiria mejorar la purificacion de
isoformas. Estas enzimas son muy resistentes a las condiciones de solvente usuales de HPLC
(acetonitrilo hasta 30 0 40% y acido trifluoroacético al 1%).

Para finalizar, cabe mencionar que estudios sobre la fraccion 5 (Figura P2.1, pag. 71)
mostraron que la banda predominante préoxima a 31 kDa es una lectina hetero-dimérica por puente
disulfuro, habiéndose mapeado la region con cisteina involucrada en el dimero. En la region de la
fraccion 3 también se detectaron por espectrometria de masas metaloproteasas tipo [ (tamafo
proximo a 20 kDa). Los detalles de estos datos son omitidos en este escrito por simplicidad de

presentacion.
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Parte 3. Estructura y energia de union a membrana. Interaccion tedrica de
sPLA, con membranas neutras y su relacion con el 6ptimo de hidrdlisis

experimental.

1. Objetivo

Estudios de relacion de unidn a interfase lipidica de sPLA, con 6ptimo de hidrélisis de

DLPC, enfocados en estructura primaria y terciaria

2. Resumen

A partir de simulaciones de dindmica molecular discreta con representaciones en grano
grueso de proteina y membrana bicapa modelada como un continuo, se establecid una relacion
directa entre el valor calculado de la energia libre de unién AG de sPLA; a interfase y la presion
lateral IT optima de hidrélisis de presion lateral de monocapas obtenido experimentalmente. A
mayor valor absoluto de energia de unioén simulada , mayor I1 6ptima de hidrélisis de DLPC para

una dada .

3. Método y resultados

La informacion de las estructuras proteicas (coordenadas atdmicas) de las enzimas se busco
en base de datos Protein Data Bank (www.resb.org) o se modelaron por servidor (ver Métodos).
Las estructuras utilizadas fueron de enzimas que se conocia su P optima por haberse medido en este
trabajo: las dos isoformas recombinantes de yarara chica (Bothropoides diporus) expresadas y
clonadas en este trabajo, la de pancreas porcino (Sus scrofa), la de cobra india (Naja naja), la de
cobra china (Naja atra), la de abeja (Apis mellifera), la bacteriana (Streptomyces violaceoruber, ver
Parte 4). Ademas, se incluyeron en el célculo las estructuras diméricas tanto del zimdgeno como de
la forma madura de la sPLA, de pancreas porcino. Estas coordenadas se convirtieron a un modelo
de grano grueso que soOlo consiste en representaciones de aminodcidos como unidades de
interaccion (no describe atomos particulares) y se calculd su energia libre de uniéon a un modelo
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simplificado de membrana neutra (ver Métodos), consistente en 5 regiones, zona acuosa, zona de
las cabezas polares, zona cadena hidrocarbonada, y nuevamente, cabezas polares y zona acuosa

(Figura P3.1, derecha).

_—» ZONa
acuosa

N-terminal
C'-terminal
Zona hidrofilica,
/ cabezas polares
Zona acuosa
zona mas hidrofébica,

cadenas hidrocarbonadas

C -terminal zona hidrofilica,

cabezas polares

Figura P3.1. Izquierda: ejemplo de estructura simulada para Bd sPLA, I (servidor Swiss Model)
Derecha: Representacion grafica de la orientacion teédrica final de sPLA, de pancreas porcino respecto a la
membrana simulada luego de una dindmica molecular discreta. Se muestran secciones de los 5 planos que definen
los limites de cambio de hidrofobicidad de la bicapa. La region N-terminal se encuentra inserta en la region de las

cabezas polares.

Se encontr6 que existe una relacion directa entre las energias de union simuladas y los
optimos de IT experimentales de hidrolisis de DLPC en monocapas (Figura P3.2). A mayor valor
absoluto de energia de union simulada , mayor I1 6ptima de hidrdlisis de DLPC para una dada

La correlacion cae un poco en su linealidad para el caso de la enzima tipo III probada, la de
abeja. La relacion que se da entre energia de union calculadas, por ejemplo, entre la media de las de
alta presion y las de baja presion optima es de 12/6=2, que en constantes de equilibro seria
equivalente a ¢’~7.4 . Es decir, es 7 veces mayor la cantidad de moléculas de proteina de alta
presion unidas a la membrana respecto al seno de solucidon que para el caso de una proteina de baja

presion.
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A
Descripcion PDB II ép. AG union
(mN/m) | (kCal/mol)

144 100-5
Abeja 1POC 18 -9.77 -12.43
Pancreatica porcina IPIR 10 | -4.64 -7.08
Cobra india (Naja naja) 1PSH 18 | -10.90 -13.08
Bacteriana +Ca”" (S.violaceoruber) 1KP4 9 |-5.26 -7.45
Bacteriana (S.violaceoruber) 1LWB -1 -4.95 -7.51
Bd sPLA, II modelada - 13 | -8.53 -12.15
Bd sPLA,-I modelada - 13 | -9.27 -13.20
B
Bd sPLA2 II+Fr3MQ4 modelada - 19 | -12.34 -15.87
P. porcina dim.+inhibidor+PO,” 1FXF 12 | -7.15 -8.99
P. porcina dim.+inhibidor+SO4~ 1FX9 12 | -7.07 -9.06
P. pro-porcina.dim+inhibidor+SO4~ 1HN4 7 |-4.01 -5.50
P. porcina sin bucle 3P2P 111]-6.79 -7.81
P. bovina 1BP2 17 | -10.76 -11.97
P. bovina 0.97 A 1G41 16 | -10.55 -11.54
P. pro-bovina modelado 4BP2 8| -4.50 -6.23
Cobra china (Naja atra) 1POA 18 | -11.56 -13.88
Cascabel diamante (C. atrox) 1PP2 18 | -11.72 -17.02
Exudado inflamatorio humano 1POD 11| -6.66 -8.46

Tabla P3.1. A. Valores de AG de union a membrana calculados para distintas sPLA, y II 6ptimas de
hidrolisis experimentales. El error en la determinacion de IT es ~ = 1 mN/m, el error en AG es +0.5 kCal/mol. A:
valores de IT 6ptima medida y energia de union a la membrana simulada usando estructuras cristalograficas depositadas
en el Protein Data Bank (PDB, www.rcsh.org), o bien modeladas por servidor. B. estructuras disponibles para las
cuales no se encontr6 valor de literatura de IT 6ptima, estimandose esta a partir de ajuste lineal (inserto Figura P3.2), en

algunas se tuvo que modelar bucles ausentes de la estructura cristalina reportada o extremos N terminal.
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Figura P3.2. Energia de unién a membrana simulada vs. 6ptimo de hidroélisis de DLPC. Se tom6
uno de los conjuntos de parametros posibles (144, ver Tabla P3.1). En cuadrados se indican los valores con
estructura PDB depositada para los cuales se dispuso de la proteina y se construyd su perfil. Los circulos
corresponden valores obtenidos con estructuras modeladas para las enzimas de baja presion y la de alta presion
(FR3MQ4) de B. diporus. Los errores esperados son los mismos que se indican en tabla. En el inserto superior
derecho se muestra una recta tentativa de ajuste para todas las enzimas del grupo I o II, excluyéndose la del
abeja (grupo III).

En los calculos se incluyeron las estructuras disponibles de las formas maduras y zimégeno
de las enzima de pancreas porcino, verificandose un mayor valor absoluto de energia para la forma
madura (=-7 kCal/mol o = 9 kCal/mol, dependiendo del conjunto de pardmetros de la simulacion,
ver Tabla P3.1. B) respecto de la enzima con su pro-péptido (=-4 kCal/mol o = -5.5 kCal/mol), lo
cual es otra evidencia de validacion del método propuesto, puesto que la actividad del zimégeno es
minima frente a sustrato agregado (Verheij y col. 1981), ver pag. 26). Por otro lado, la ubicacién
relativa de las estructuras proteicas respecto de la membrana, obtenida por simulacion
computacional es coincidente con datos experimentales publicados para este tipo de enzimas. Por
ejemplo, para el caso de la PLA2 de cobra cristalizada con un analogo del estado de transicion, las
tres cadenas laterales de los residuos hidrofébicos (L2, F5, 19) contribuirian a la unién al sustrato

mediante el contacto de su superficie hidrofobica con las cadenas de 4cido graso del sustrato (Scott

y col. 1990).
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Es de notar, que una proteina quimérica, in silico, consistente en la secuencia de la enzima
Bd sPLA,-II con las modificaciones de secuencia coincidentes con lo obtenido para FR3MQ4 por
espectrometria de masa (;Error! No se encuentra el origen de la referencia.), aumenta la
interaccion tedrica con la membrana de -8.5 a -12.3 kCal/mol (Bd sPLA, II + FR3MQA4, ver Tabla
P3.1. B).

Bd sPLA,-1I NLVQFETL IMKIAGRSGVWYYGSYGCYCGSGGQGRPQDASDRCCFVHDCCYGKVTGCNPK
Bd sPLA,-II + Fr3MQ4 NLWQFGRL IMKIAGRSGVWYYGSYGCYCGWGGRGRPQDASDRCCFVHDCCYGKVTGCNPK

Bd sPLA,-1I ADTYTYSEENGVVVCGGDDPCKKQICECDRVAATCFRDNKDTYDNKYWFFPAKNCQEESEPC
Bd sPLA,-II + Fr3MQ4 MDIYTYSRENGVVVCGGDDPCKKQ1CECDRVAATCFRDNKDTYDNKYWFFPAKNCQEESEPC

Secuencias alineadas de Bd sPLA, II junto con la secuencia modificada usando la informacion de

isoespecie de alta presion lateral.

Esta diferencia predicha por el modelo, de ser confirmada experimentalmente, seria una
evidencia clara de regulaciéon funcional con minimo cambio estructural. Curiosamente las
sustituciones se hallan en zonas que en principio estarian muy proximas a la membrana. Asi, V3W,
E6G y T7R se hallan en el extremo N-terminal, mientras que S30W y Q33R estan en un bucle
intermedio. Finalmente, hacia el C terminal, las sustituciones A113M y T1151 se hallan también
muy proximas a la membrana. Las sustituciones energéticamente mas favorables son tres, la V3W,
E6G y la S30W, al estimar el cambio de energia libre de unidon a membrana considerando la

naturaleza de los aminoacidos.

4. Discusion

Los célculos de dindmica molecular discreta y en particular, la implementacion tipo grano
grueso para cada aminodcido representado centrado en el carbono a, junto con la descripcion
simplificada de un modelo de membrana zwitterionica seguida de la calibracion con constantes
conocidas de proteinas con estructura resuelta fueron llevados a cabo por el Dr. Marcos Villarreal
(atn no publicado). La membrana modelada se presenta como un continuo por lo que no esta
definida la densidad molecular de lipido para ésta, sin embargo al haberse hechos pasos de

calibracion (Dr. Villarreal) con estructura de proteinas y sus valores experimentales de union a
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interfases, se pudo generar esta membrana genérica que en principio describe bien y en forma muy
rapida las diferencias de interaccion con membrana de proteinas de méds o menos el mismo tamafio.
Una de las limitaciones para generalizar el estudio con este método es la falta de informacion de
optimos de actividad en monocapas vs. DLPC. En experiencia del Dr. Villarreal, funciond
apropiadamente para proteinas de menos de 200 a.a., como lo son las del tipo I y IT sPLA;

Si se asume que la actividad especifica de catalisis es aproximadamente la misma para todas
las enzimas tipo II, , la resultante final de actividad de hidrolisis total dependerd en forma
comparativa solo de la cantidad de enzima adsorbida o unida a la interfase. Para el conjunto de
parametros 144 (Tabla P3.1) la relacion entre la energia libre de union y la presion lateral dptima
que se obtiene es aproximadamente lineal (Figura P3.2). De esta forma, la metodologia descripta
podria ayudar a estimar la IT 6ptima de catélisis convirtiéndose en una herramienta sencilla para
estimar en forma general el comportamiento de enzimas muy similares estructuralmente y por esto,
ayudar en el disefio de secuencia primaria y su influencia en la estructura terciaria.

Se espera ampliar la cantidad de estructuras de fosfolipasas a modelar para seguir probando
el método, y a su vez estimar las regiones mas criticas para este cambio. Se empezard por el
extremo N-terminal debido a evidencias en literatura. De confirmarse la mayor interaccion predicha
a través de expresion recombinante se estaria en un ejemplo de una regulacion fina de la propiedad

de union a la membrana entre dos proteinas de veneno.
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Parte 4. Efectos de sPLA,s sobre mielina.

1. Objetivo

Analizar suspensiones de mielina incubadas con sPLA,, tanto de “alta presion”, como de
“baja presion” de hidrolisis de DLPC y establecer si existen diferencias a nivel estructural o de nivel

de hidrolisis entre una mezcla u otra.

2. Resumen

La técnica de SAXS (dispersion de rayos X a bajo angulo o Small Angle X ray Scattering) se
utiliz6 para analizar el espaciamiento regular usual de mielina hidratada tratada y no tratada con
fosfolipasa en cantidades cataliticas (cantidad de proteina invisible a la técnica). Se encontrd que el
tratamiento con fosfolipasas sPLA, de todos los tipos usados produce hidrolisis tanto en mielina
presentada en forma vesicular como en monocapas aire / agua , y en ocasiones por SAXS se detecta
una nueva fase, més expandida que la usual junto con ésta, que usualmente se observa a menores
temperaturas en mielina no tratada. En monocapas se vio hidrdlisis tanto con enzima pancreatica
porcina como de veneno de cobra (Naja naja), hidrdlisis que era mas notable (seguida por
disminucién de diferencia de potencial eléctrico, AV) cuanto menor fuese la presion lateral. Al
contrario que con DLPC como sustrato, no parece haber diferencias drasticas de capacidad de
hidrélisis en cuanto a IT de monocapas de mielina entre estas dos enzimas sPLA; y tampoco se
encontraron niveles de hidrolisis disimiles cuando la mielina se presenta en forma de suspension

vesicular acuosa.

3. Estudios estructurales del efecto de sPLA; sobre mielina

Se exploro la posibilidad de detectar cambios estructurales en mielina, por parte de la accion
de fosfolipasas secretadas. La mielina es una membrana lipido-proteica que envuelve el axon
neuronal en forma de membranas concéntricas (tipo espiral), facilitando la conduccion nerviosa, y
su inestabilidad esta relacionada a varias enfermedades, como la esclerosis multiple. EI 70% del

peso seco de la mielina humana es lipidico, y el 30 % proteico. A su vez el 40 % (28 % de masa

96



Parte 4. Efectos de sPLA,s sobre de mielina

total de mielina) de los lipidos corresponden a diversos fosfolipidos, en principio sustratos de
fosfolipasas (Morell y col. 1999). Debido a su estructura periddica de multicapas, es una de las
membranas naturales que mas se han estudiado por técnicas de difraccion (Oliveira y col. 2010).
Existe bibliografia que muestra un aumento de actividad de sPLA; tanto en animales con modelo de
esclerosis multiple humana (llamado Encefalomielitis autoinmune experimental, o EAE) asi como
en humanos con la enfermedad (Cunningham y col. 2006). Otro estudio relacion6 la actividad
fosfolipasa A, con la demielinizacion del nervio ciatico generando regiones hipersensibles (Chen y
col. 1997). Ademas, las cepas virulentas de la ameba Naegleria fowleri que produce encefalitis,
tienen elevadas actividades lipoliticas sobre mielina humana, incluyendo a la de fosfolipasa
secretada (Hysmith y col. 1982). Puesto que estos dos tipos de enzima no se disponian (humana y
amebiana), se llevo a cabo el estudio con las fosfolipasas secretadas disponibles, que incluyen la
enzima recombinante Bd sPLA; I, las de veneno de cobra y abeja, y la de pancreas porcino. Por ser
una fuente monocromatica de alto flujo de fotones, se uséd la linea SAXS del sincrotron LNLS
(Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, Campinas, Brasil), bajo la propuesta SAXS1 10716 en el
afio 2011 y 13462 en 2012.

El experimento inicial consistidé en agregar a suspension de mielina purificada a partir de
nervio de médula de vaca (ver Métodos) en buffer pH=7.4 con 2 mM CacCl, (esencial para este tipo
de enzimas) e incubar a 37 °C. Se detectaron notables diferencias entre los difractogramas de
muestras control (mielina sin sPLA;), y tratadas con sPLA, pancreatica y recombinante sPLA,,
respecto de aquellas incubadas con sPLA; provenientes de veneno, tanto de cobra como de abeja
(Figura P4.1). En este ultimo caso aparecen nuevos anillos de difraccion lo que indica una nueva
distancia entre estructuras difractantes, sumados a los originales de la mielina no tratada.

La intensidad de la sefial de SAXS viene dada por contribuciones de dos factores, el de
forma (de la particula dispersante) y el de estructura (relacion geométrica entre estas particulas, es
decir, disposicion y separacion espacial). Este ultimo factor toma el valor de 1 para un sistema
suficientemente diluido, se pierde informacion de disposicion espacial entre las particulas
dispersantes. En nuestro caso, sin embargo provee informacién del espaciamiento entre las
vesiculas multi-lamelares de mielina (posicion del picos de difraccion). A su vez, se puede obtener
el tamafio maximo (longitud en una direccion) de la estructura dispersante considerando en un
calculo el ancho del pico a la mitad del maximo. Con estos dos datos, usando la ecuacion de
Scherrer, se puede saber cuantas unidades (en nuestro caso vesiculas multi-lamelares) hay en la
celda unidad que dispersa, dividiendo la longitud sobre el tamano (espaciamiento). Estos célculos

fueron realizados por el Dr. Rafael Oliveira, y por simplicidad se omiten.
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Buffer Mielina Mielina+Bd sPLA2

Mielina+ P.Pancreatica Mielina +P.cobra Mielina + P.abeja

Figura P4.1 Imagenes de SAXS obtenidas por el detector en muestras de mielina. Cada una de

estas imagenes fue integrada con la sustraccion del blanco (buffer) usando el software Fit2D.

La relacion sencilla entre el espacio reciproco (medido en nm™) y el real (medido en nm)

esta dada por la siguiente ecuacion:
q=2II/d (1)

Integrando radialmente los difractogramas de la Figura P4.1 se grafican los picos de
intensidad y su correspondiente dngulo del vector de scatter q (Figura P4.2). De este valor, con la
ecuacion 1 se obtienen los espaciamientos d entre lamelas. La membrana de mielina nativa (sin
sPLA;) muestra un espaciamiento de 7.8 nm (usando ecuacién 1 con posicion de pico I, Figura
P4.2) y una unidad coherente de 11 bicapas (ecuacién de Scherrer). El pico II es la reflexion de
segundo orden, con una d = 3.9 nm (q=1.60 nm™). No se ven cambios importantes ni aparicion de
nuevos picos al incubarse con enzimas pancreatica o recombinante Bd sPLA; 1. En cambio para el
caso de sPLA; de cobra se mantiene el espaciamiento nativo, aunque con una unidad coherente
menor (4 a 5 bicapas) y ademas aparecen tres nuevos picos (1, 2 y 3 en). De estos, el 1 podria
implicar una duplicacién de la celda unitaria normal (d=15.6, g=0.4 nm™) y el 2 (¢g=0.6 nm-1
d=10.5 nm,), y 3 (q=1.2 nm™', d=5.2 nm) corresponderian a una nueva fase mas expandida (mayor
d). El pico en q=0.4 nm™, al tener el doble de espaciamiento que el pico nativo (qg=0.8 nm™) podria

sugerir una estructura doble bicapa con bicapas asimétricas, ya que coincide con la duplicacion de
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celda unitaria. Esto podria deberse a la hidrélisis de s6lo una capa (la externa, en contacto con la
sPLA;,) de las vesiculas de mielina. Este tipo de fendmenos ha sido observado en sistemas de
mielina en nervio y cuando hay separacion de fases. También ha sido observado en los productos de
hidrolisis de fosfolipasas en sistemas mas sencillos (Funari y col. 2009). Los anillos nativos de
difraccion se siguieron observando incluso luego de 24 hs de incubado con la enzima, lo que indica

que se conserva la estructura lamelar (no mostrado).

C-

Bd sPLA, I

Péncreas porcino

Cobra (N. naja)
Abeja (A. mellifera)

Figura P4.2. Integracion radial de difractograma de mielina incubada con distintas sPLA;s. Lo
picos de difraccion nativos de mielina no tratada (C-) se denominan I (qg=0.80 nm™) y II (arménico q=1.60 nm™)
y se indican con flecha oblicuas. En las muestras tratadas con sPLA; de veneno de abeja y de cobra, se observa
la aparicion de tres picos indicados con flechas verticales, 1 (q=0.4 nm-1), 2 (q=0.6 nm-1) y 3 (q=12nm™), y
disminucién de la intensidad de los nativos I y II. Los picos 2 y 3 representarian la nueva fase formada, mas
expandida. El pico 1 podria implicar la duplicacion de la celda unitaria. Para la mielina tratada con las enzimas

de pancreas porcino y enzima recombinante Bd sPLA,; I no se observan estos nuevos picos.

Para simplificar el sistema también se estudid el efecto de sPLA, de cobra en lipidos
aislados de mielina. La estructura de las membranas es muy dependiente de la fuerza i6nica y de
Ca®" en particular, el cual es indispensable para la actividad SPLA,. Bajo las mismas condiciones de
fuerza ionica y Ca”", en coincidencia con lo observado en membranas totales, se observa una mayor

separacion entre las membranas ~1 nm (Figura P4.3) luego de ser incubadas con sPLA,.
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Lipidos + PLAy 12.44nm

— Lipidos 11.53nm

Intensitdad (a. u.)

0.0000——mMmMm@M™r——————T—— T —— T
00 05 1.0 1.5 12.0 25 30 35

q(nm)
Figura P4.3. Difractograma integrado de fraccion lipidica de mielina. Se observa un corrimiento a
menores q luego de incubar con sPLA, de Naja naja, lo que se traduce en un aumento de 11.53 nm a 12.44 nm

en el espaciamiento entre las estrcuturas repetitivas (multicapas vesiculares).

4. Hidrolisis de monocapas de mielina

Cuando se hidroliza un fosfolipido se generan acidos grasos y lisofosfolipidos que aportan
diferente densidad de carga eléctrica, y existe ademas la posibilidad de mayor desorcion de la
interfase. Esto resulta en un cambio de potencial dipolar relacionado a la diferencia de potencial
global de la superficie, que es lo que se mide. La accion de fosfolipasas sobre fosfolipidos genera
un descenso de esta diferencia de potencial eléctrico de superficie (Colacicco y Rapport 1966). En
nuestro caso validamos la técnica y la invisibilidad de la contribucion directa de la enzima a la
concentracion usada, utilizando DPPC como sustrato (forma L) y como andlogo no hidrolizable
(forma D). Los productos de reaccion del primero se desorben muy lentamente, lo que mantiene
practicamente constante la I1. Asi, se sigue la evolucion de la reaccion por AV. Como se esperaba,
se observo una disminucion de diferencia de potencial (AV) al incubar monocapas del enantidémero
hidrolizable (L-DPPC) con enzima de Naja naja y no se vio cambio cuando se usé el no
hidrolizable (D-DPPC), lo que indica que no se detecta la presencia de la enzima a estas
concentraciones en forma directa (Figura P4.4). La mezcla racémica presenta un valor intermedio
de caida de AV, lo que refleja la hidrolisis del 50% de la monocapa. Los errores de esta técnica en
la determinacion de AV estan alrededor de £30 mV (diferencia de posicion del cero, antes de

sembrar la monocapa), por lo que lo critico es la diferencia de este AV en la reaccion (AAV).
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Figura P4.4. Validacion de potencial de superficie como indicador de hidrdlisis. Las monocapas de

L-DPPC presentan hidrolisis evidenciada por la caida de potencial (AAV =200 mV), panel izquierdo. El

enantiomero D-DPPC no es sustrato y no se ve efecto de la enzima a estas concentraciones. La mezcla racémica

(LD-DPPC) presenta una caida intermedia a los 20 minutos (AAV ~100 mV). La presion lateral (IT) no

disminuye a valores menores que la inicial hasta lo 30 minutos de medida. El incremento en II para los casos de

la mezcla racémica y del L-DPPC de ~2 mN no se observa en el lipido no sustrato (D-DPPC).

Para el caso de mielina se obtuvo algo similar (Figura P4.5, panel izquierdo). Manteniendo

el area constante, la I1 solo tuvo un leve descenso de 1 a 2 mN/m en los 15 minutos de medida, y se

vio un descenso de AV mucho mas marcado a Ili (momento de siembra) moderadas (18 a 20

mN/m) y mas tenue a ITi altas (>35 mN/m).
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Figura P4.5. Hidrolisis de monocapas de mielina seguida por diferencia de potencial eléctrico.
sPLA, de Naja naja total ~ 6 nM, T 24-26°C. Izquierda: seguimiento de la hidrélisis por AV de superficie, ITi
es el valor al inyectar la enzima en subfase, t=0s. Se observa menor caida a mayor Ili . Derecha: La pre-
digestion de suspension de mielina con la enzima reduce la caida de AV. La curva Pre incubada corresponde a
mielina previamente incubada con exceso de sPLA; (860 nM). La muestra sin preincubar muestra un descenso

de =40 mV en 600 s, mientras que la muestra pre-incubada antes de sembrar muestra ~ 15 mV.

A su vez, la mielina incubada primero con sPLA; y luego sembrada en monocapas, mostro
aproximadamente un 40% del descenso de potencial, lo que seria coherente con la interpretacion
que so6lo una hemicapa de las vesiculas estd expuesta a la hidrolisis con sPLA; (Figura P4.5 panel
derecho). Tanto sPLA, de Naja naja como la de origen pancreas porcino presentaron esencialmente
el mismo efecto. Hay que resaltar que la suspension pre-incubada fue disuelta en cloroformo
:metanol 2:1 en exceso antes de sembrar en monocapas, lo que anulé la actividad sPLA, por
desnaturalizacion de la enzima.

El cambio de AV no fue notorio respecto al control a presiones mayores a 40 mN/m.

En una segunda estadia de uso de la linea SAXS 2 se pudo verificar que las diferencias entre
las distintas fosfolipasas eran minimas, observandose también para sPLA; pancreatica el patron que

originalmente se habia observado so6lo para las de veneno (Figura P4.6).
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Figura P4.6. Efectos de sPLA, pancreatica porcina sobre mielina. Izquierda: difractograma
integrado, por duplicado. Se observan los mismos picos que para el caso de Naja n. Derecha: ensayo con
monocapas de mielina, se observa caida similar de potencial al inyectar sPLA, pancreatica ~ 12 nM, y un leve

descenso de IT, también muy similar a sPLA, de Naja N.

5. Cuantificacion de hidrolisis

Para relacionar los cambios estructurales observados en mielina con la accidn hidrolitica de
las sSPLA2, se realizaron estudios complementarios de cuantificacion de acidos grasos liberados.
Como en el caso de diferencia de medidas de caida de AV en monocapas, no se observd gran
diferencia entre las fosfolipasas, siendo, dentro del error experimental, indistinguibles las acciones
de la sPLA; de veneno de cobra y de pancreas porcino (Figura P4.7). Usando 10 veces menos
concentracion (2 nM) que la usada en experimentos de SAXS, se observo lo mismo que usando 10

veces mas (200 nM).
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Figura P4.7. Cuantificacién de acidos grasos liberados luego de acciéon de sPLA, en suspensiéon
de mielina. En el panel izquierdo se muestra la calibracion con estandar de acido oleico, y un ajuste lineal con
peso usando el error de cada determinacion. En el panel derecho se observa medidas por duplicado con
propagacion de errores luego de incubar mielina con sPLA, pancreatica (bovina) y cobra (veneno Naja N.). Se
cuantifican ~ 13 nmoles de acido graso libre (170 pL volumen reaccion) por cada 120 pg de mielina (10 pL 12

png/ul) peso post liofilizacion, colorimétricamente utilizando un kit de ensayo enzimatico (ver Métodos).

5. Discusion

Se evidenci6 un notable efecto perturbador en la estructura de mielina por parte de sPLA,.
Se observaron picos de SAXS que indican coexistencia de membrana nativa (7.7-8.0 nm) con una
nueva distancia interlamelar (~10 nm) observada a menores temperaturas cuando no se incuba con
sPLA,, lo que se corresponde con la formacion de una nueva fase “expandida”. Esto contrasta con
un estudio similar pero con andlisis estructurales por microscopia electréonica (Banik y col. 1976),
que reportd que la estructura de mielina incubada con fosfolipasa era indistinguible de la no
incubada al analizarla por microscopia electronica. Esto puede deberse a las condiciones requeridas
para el estudio que incluyen centrifugacion y tratamiento de pellet de mielina con glutaraldehido y
posterior recubrimiento metalico con OsOs. En este sentido podria estudiarse con fractura
criogénica, como se ha hecho con mielina en otros casos (Martinez y col. 2000). Cuando se incuba
mayor tiempo la mielina, en ocasiones fue dificil reproducir el nuevo patron de difraccion. Se esta

analizando correlacion con factores externos a la medida, como variacion de temperatura post-
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incubacion. Esta ocasional irreproducibilidad explica por qué no se observd en su momento los
nuevos anillos en el caso de pancreatica y Bd sPLA,-II, durante la primera visita a la linea SAXS2.

En lipidos de mielina también se observo un alejamiento entre sucesivas superficies, sin
evidenciarse separacion de fases. La hidrolisis en monocapas en interfase aire/agua genera una
disminucién del potencial de superficie cuya magnitud depende de la Ili. Se observd una
disminucién de diferencia de potencial eléctrico (AV) marcada cuando se trabajé con monocapas a
20 mN siendo menor a mayor Ili. La incubacion en suspension hidrolizaria un 60 % del sustrato,
quedando el restante porcentaje disponible para una posterior hidrélisis en la monocapa (caida de
potencial de superficie: 15 mV). Esto sugiere que la bicapa lipidica sigue siendo una barrera para la
enzima para alcanzar la hemicapa interna. Especulamos que, como la hidrolisis opera sélo en la
hemicapa externa, esta induciria el incremento de la asimetria observado.

La distincion entre isoformas de “alta presion” (producen hidrdlisis notable a 20 mN/m o
mas de monocapas de DLPC ), o de baja presion (no muestra hidrolisis a 20 mN/m) se pierde en el
caso de mielina como sustrato.

Estos resultados son un ejemplo del poder de la técnica de SAXS, que tiene la ventaja
particular de obtener informacién estructural de macromoléculas biologicas en muy diversos
ambientes fisiologicos. Incluso en ciertas condiciones de membranas de bacterias vivas (Sekot y
col. 2013). Es una técnica de baja resolucion comparada con la cristalografia, debido a la
promediacion espacial obtenida por no estar la muestra en un arreglo regular (cristal), pero permite
obtener datos como tamafo, forma y arreglos geométricos de macromoléculas de gran tamaifo.
Ademas, no precisa de marcaciéon o tratamiento especial de la muestra como la microscopia
electronica (TEM) que puede inducir artefactos.

Parte de estos resultados fueron presentados en la Reunion Anual de la Sociedad Argentina
de Biofisica, en Instituto Leloir de Buenos Aires, 2011. A su vez, también se publicaron en el
boletin de actividades del sincrotron LNLS 2011 (Myelin structure alteration mediated by pro-
inflammatory agents: effects of nitric oxide and secretory phospholipase. Yunes, P.J.,1 Montich,
G.G., and Oliveira, R.G.) y en el mismo del 2012 (Myelin structural modifications induced by
different phospholipases.Yunes, P.J., Pusterla, J.M., Montich, G.G., and Oliveira, R.G.).

105



Parte 5. Método isocorico

Parte 5. Método isocorico. Medidas de actividad fosfolipasa a area constante de

monocapa lipidica.

1. Objetivo

Analizar la posibilidad de obtener informacion del optimo de actividad de una sPLA; sobre
monocapas de DLPC, usando un método a area constante con menores requerimientos técnicos para

implementar y en forma mas rapida que el método de barostato.

2. Resumen

Se demostrdé que la informacion basica para analizar el 6ptimo de IT para hidrolisis de
monocapas de DLPC puede obtenerse de ensayos a area constante (isocéricos), que tienen una gran
ventaja de implementacion respecto de los de barostato, al no tener la posibilidad de pérdida de
lipido a través de la barrera (leakage) y poder usar volumenes pequefios. Ademas, también puede
estimarse la presion limite a la cual presenta hidrélisis. Esto se comprobo6 con diversas fosfolipasas
secretadas ya caracterizadas (de pancreas, de venenos abeja, cobra y yarard chica). Ademas, se
aplica el mismo método con la primera de origen bacteriano descripta (Streptomyces

violaceoruber), y se coteja con el método usual de barostato.

3. Fosfolipasa secretada de origen procariota

En el 2002 se describié por primera vez una sPLA; de origen procariota, perteneciente a
Streptomyces violaceoruber (Sugiyama y col. 2002). Esta fue caracterizada estructuralmente a partir
de trabajos de cristalografia de rayos X y RMN. Soélo posee dos puentes disulfuro y fue clasificada
como grupo XV. Hasta la fecha no se encontr6 reportes donde se informe su presion optima de
actividad en monocapas de DLPC, ni otros estudios de catalisis en interfase agua /aire. Por esto, y
por la disponibilidad de una preparacion comercial gentilmente donada por el Dr. Ricardo Madoery,
de la Facultad de Ciencias Agropecuarias (UNC, Cordoba), fue elegida para determinar su optimo

de actividad por los dos métodos, el de barostato y el isocorico propuesto en este trabajo. La
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preparacion comercial (Food Pro ™ LysoMax, Danisco) es un extracto enriquecido de cultivo de
Streptomyces violaceoruber, bacteria no patogena, utilizado en el desgomado de alimentos. En
ensayos previos este producto demostro tener actividad interfasial, ya que la inyeccion de 10 uL de
la preparacioén producia un suave pero notable incremento en I1. Por esto se optd por enriquecer la
muestra en sPLA; para eliminar compuestos tensioactivos. Para ello se hizo una filtracién molecular
(Figura P5.1, izquierda), analizando por el método colorimétrico los acidos grasos liberados al
incubar con el mismo sustrato a usar en monocapas (DLPC), pero en condiciones micelares (con
triton) para detectar las fracciones con mayor actividad (Figura P5.1, derecha). De esta forma se
eligi6 la fraccion 4. Esta no present6 actividad interfasial en la cantidad usada (es decir, luego de la

hidrdlisis, no se veia un aumento de I1 debido a adsorcion de compuestos a la interfase).
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Figura P5.1. Aislamiento de fraccion enriquecida en actividad sPLA, de Streptomyces
violaceoruber. Izquierda: cromatograma de filtracién en gel (Superdex 75) en NaCl 0.5M, tris 10 mM pH = 8 de
inyeccion de 500 pL de solucion Lysomax post centrifugacion. Se indica la muestra de fraccion 4 donde se
observa mayoritaria banda coherente con peso de proteina en gel SDS-PAGE, tincién de plata (flecha vertical).
Derecha: Cuantificacion de acidos grasos liberados, para cada fraccion post Superdex 75. El DLPC sustrato se
presentd en mezcla triton: DLPC 4:1 en buffer NaCl 100 mM, CaCl, 20 mM, tris 10 mM pH=8, idéntico al usado
en ensayos de monocapas. Absorbancias a 550 nm corregidas por dispersion luego de 15 minutos de incubado a 37

°C en agitacion. Ensayo de acidos grasos liberados por método colorimétrico enzimatico.

4. Descripcion del método de deteccion de IT 6ptima de hidroélisis en forma isocorica

El método a area constante consiste en calcular el punto de inflexién de la curva de II vs
tiempo. Para observarlo, se debe usualmente hacer dos o tres siembras a distintas presiones para
asegurarse estar levemente por encima de la presion optima al sembrar la enzima. Nuestra

experiencia indica que tendria que ser entre 12 y 15 mN/m si se sospecha que la enzima es de “baja
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presion” (ver Parte 2) o entre 22 y 25 mN/m si se sospecha que es de “alta presion”. Al obtener una
curva tipo sigmoidea (Figura P5.2, izquierda), puede convertirse de I vs. t a moléculas.s™.cm™ vs.
t usando una isoterma (que también puede hacerse puntual, es decir, sin compresion, por sembrado
sucesivo de lipido, Figura P5.2, derecha). A partir de este grafico se calcula el punto de inflexion
por diferenciacion numérica. El tiempo al cual ocurre indica la IT éptima en el grafico I1 vs t donde
es mayor la velocidad de hidrélisis. Puesto que el DLPC tiene un comportamiento casi lineal entre
las presiones usuales donde se encuentra este Optimo (entre 8 y 20 mN), en general el tiempo del
punto de inflexion de la curva IT vs. t coincide con el de la curva Moléculas s™' cm™ vs. t, siendo la

forma de la curva hasta los 2 mN/m muy similar a la de IT vs t (fig. ,izquierda).
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Figura P5.2. Izquierda. Descenso de II a area constante por accion de sPLA2 de Naja naja. Derecha:
isoterma a area constante, por adicion de lipido (DLPC), a partir de la cual se calcula la cantidad de moléculas
que ocupan una dada area. Usando esta isoterma, se ajusta a una funcion y con esta se transforma la curva de la
izquierda en moléculas s'cm™ vs. t. Medidas a T ambiente y con misma subfase, en agitaciéon continua. El valor

de la funcion que relaciona IT vs moléculas/area se calcula a partir de varias isotermas.

Al calcular la derivada de la curva de Moléculas vs. t, y se grafica su valor absoluto
reemplazando la coordenada de tiempo por I1, se obtiene un grafico del mismo tipo que los perfiles
de actividad usuales, es decir, velocidad de hidrolisis vs. IT (Figura P5.3). El maximo corresponde al
optimo, y se da al tiempo donde ocurre el punto de inflexion en curva Moléculas vs. t. Al comparar
los valores de las tres enzimas entre los dos métodos, se observa una muy buen correspondencia,
donde se mantienen las diferencias relativas. En estos casos estudiados se observa que la fraccion
obtenida de Streptomyces v. se comporta en forma similar a la pancreatica, es decir, seria de alta

presion.
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Figura P5.3. Comparacion métodos barostato y area constante. Se observa que la técnica de a area
constante (derecha) en una sola medida permite reproducir en principio, la forma de curva obtenida con la
técnica del barostato (izquierda). Los errores relativos (omitidos), estan en general dentro del 10 a 15% , aunque

la forma de la curva es sumamente reproducible cuando se normaliza, si la dilucion de lipido se prepara fresca.

5. Discusion

Se caracterizd el comportamiento de hidrolisis en monocapas DLPC en agua/aire de una
enzima de origen procariota, y a su vez, se propuso y demostrd un método mas simple y rapido para
determinar los Optimos de presion lateral. Esto constituye un criterio mas de comparacion entre
preparaciones enzimaticas y sugiere un criterio de clasificacion de acuerdo al valor de II de
hidrélisis de DLPC o6ptima y de corte (cuando ya no se observa descenso de IT). Este método
permitiria trabajar en forma mas rapida y requeriria menos equipamiento especializado al evitar el

uso de barreras moviles y cubas con disefio especial para éstas.
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Conclusion

En este trabajo se logro obtener la secuencia completa de dos isoenzimas de fosfolipasas
secretadas (SPLA,) de Yarara Chica (Bothrops diporus) a partir de clonado de su secuencia
codificante de ADN. También se corrobor6 su existencia a nivel de veneno mediante espectrometria
de masas. Ademas, se expresaron ambas enzimas en E. coli, logrando su renaturalizacion, lo que
permitid construir el perfil hidrolitico de cada una con la ventaja de evitar la posible contaminacioén
con otra isoespecie o componentes del veneno. Ambas presentaron esencialmente el mismo
comportamiento, teniendo escasa actividad sobre DLPC a 20 mN/m.

Por otra parte, se consiguid obtener secuencia proteica parcial de una nueva isoforma cuyo
perfil de hidrdlisis de monocapas de DLPC es diferente a las dos ya clonadas, presentando notable
actividad a 20 mN/m. Esta informacién de secuencia, obtenida por espectrometria de masas,
permitid compararla con las isoespecies clonadas.

Con el apoyo de simulacién computacional, se logrd establecer un vinculo entre estructura
proteica de las fosfolipasa secretadas en general y 6ptimo de hidrolisis de DLPC en monocapas.
Esto permitio, en el caso de estructuras modeladas a partir de informacion de secuencia primaria
producida en este trabajo, hipotetizar los aminoacidos con mayor participacion en la interaccion con
membranas lipidicas neutras. Asi se postul6 que la sustitucion de 3 aminoacidos con mayor caracter
hidrofobico explicaria la diferencia entre las isoespecies clonadas de “baja presion” y la nueva
1soenzima de “alta presion” identificada en este trabajo, siendo una isoenzima de “alta presion”
aquella con los aminoécidos predichos mas hidrofobicos. Estos residuos aminoacidicos, ubicados en
el extremo N-terminal y en un bucle interno, se hallan en regiones de intima cercania a la
membrana, desde el lado de las cabezas polares del lipido. Un paso esencial a realizar es la
corroboracion in vitro de que efectivamente al mutar los aminoacidos por los residuos hidrofobicos
hallados, las proteinas recombinantes se conviertan en enzimas de alta presion (gran actividad a 20
mN/m).

Consideramos que el pardmetro de dptimo de presion para hidrélisis de DLPC es un criterio
mas que puede servir a la clasificacion de este tipo de enzimas, y remarcamos que las diferencias en
dicho 6ptimo no son extrapolables a otros sustratos, como lo evidenci6 el estudio de la accion de
enzimas proveniente de venenos y de pancreas sobre mielina.

Por ultimo, se propuso un método isocorico (de area constante) para estimar el dptimo de

hidrolisis en DLPC de forma mas rapida y simple que el método usual de barostato. Este método se
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valid6é con enzimas cuyo perfil hidrolitico de DLPC en monocapas era conocido, y también con

enzimas que no tenian descripto tal perfil en literatura.
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A continuacion se describen los métodos usados para cada parte de esta tesis, en forma
consecutiva. Los detalles de marcas de materiales, equipamiento y software utilizado estan listados
en la seccion Materiales, donde se indica el o los proveedores, fabricantes o vendedores segun la

informacion disponible.

Parte 1

P1.1. Homogeneizacion de glandulas

Las glandulas de veneno se obtuvieron de la cabeza de ejemplares de yarara chica a los que se les
habia extraido el veneno dos a tres dias antes. Apenas se decapitaron, las cabezas se enfriaron en hielo por
15-30 minutos, se extrajo tejido de glandula de veneno y se peso. Este se mezcld con 5 mL de solucion
desnaturalizante por cada gramo de glandula. La solucion fue comercial, RNAagents denaturing solution
conteniendo citrato de sodio 26 mM pH 4.0, N-lauril sarcosina 0.5%, 3 mercaptoetanol 0.125 M y tiocianato
de guanidinio 4 M. El protocolo que se sigui6é fue muy similar al indicado en el manual de ese producto, que
se basa, a su vez en el de (Chomczynski y col. 1987). La mezcla de glandulas con la solucion
desnaturalizante se homogeneizé con un equipo Ultraturrax. Se alicuotd esa mezcla (1 mL por fraccion) en

microtubos plasticos y se congeld a -75 °C o se uso en el paso siguiente.

P1.2. Extraccion ARN

Todos los tubos y puntas de pipetas automaticas que se usaron fueron previamente incubados con
agua conteniendo DEPC (para inactivar ARNasas), autoclavados (para inactivar DEPC) y secados. Se trabajo
con guantes, y en lo posible, sobre hielo. El protocolo general se baséd en el indicado por el folleto de la
solucion desnaturalizante RNAgents (Promega).

Por cada volumen de mezcla homogeneizada de glandula con solucion desnaturalizante, se afiadio
0.1 vol de buffer acetato de sodio 2M pH=4 o lo mismo de solucion de calibracion de pH metro. Esto tltimo
disminuy6 muchisimo la degradacion. Por lo general, para distintos ensayos, la mezcla se alicuoté en 100 uL
por tubo (1 volumen), por lo que se agregd 10 uL del buffer a pH=4.

Luego de equilibrar por inversion varias veces, se agregd un volumen (100 uL) de fase inferior,

organica, de la mezcla de fenol : cloroformo : alcohol isoamilico 125 : 24 : 1 pH=4.7. Se homogeneiz6 por
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agitacion. Se dejo en hielo 15 minutos y luego se centrifugd a 10 000xg por 20 min a 4°C. Finalmente, la
fase superior acuosa (contendria ARN) se extrajo a parcialmente a otro tubo, para evitar tomar interfase
(contendria el ADN)

La fase superior acuosa aprox. 80 uL se suplementd con el mismo volumen de isopropanol a -20°C y
se incubd 30 minutos a -20 °C. Luego se centrifugd a 10 000xg por 10 minutos, y se removio la mayor parte
del liquido por volcado. Luego se agregd 1 mL por microtubo de Etanol 70% a -20 °C (para lavado), se
centrifugd a 10 000xg por 10 minutos y se extrajo nuevamente el liquido por volcado. Se seco lo restante por
incubado a 40 °C en bloque so6lido, tubos abiertos, y todo el equipo tapado.

Finalmente se resuspendio en agua y se usé como molde de transcripcion reversa, o bien, se controld

por gel de agarosa y por absorbancia (relaciones de absorbancias a longitudes de onda 260/230 y 260/280

P1.3. Transcripcion reversa

El protocolo general esta basado en el que figura en el manual de la enzima transcriptasa reversa
MMLYV de Promega. El siguiente es el esquema general para una reaccion.

A 12 pL de la solucion de ARN se le suplement6 con 1.5 pLL de oligo dT;s 100 uM. Esta mezcla se
incubd a 70 °C por 5 minutos. Luego, se agregd 5 pL del buffer de la enzima y 1.5 uL de dNTPs (10 mM
cada uno), 17.5 pL de agua y 1 pL de transcriptasa reversa MMLV (200 unidades) y se incub6 a 37 °C por 1
h. Esta mezcla es la denominada —RQ .

A otros 12 pL de solucion de ARN se les agregd 1 pL RNasin (inhibidor de ARNAsas tipo A) y 1
pL (1000 unidades) de ADNasa RQ1 con 1.5 pL de su buffer. Esto se incubo por 30 minutos a 37 °C. Luego
se agregd 1 uL de la solucion stop y finalmente se inactivo la ADNasa a 65 °C por 10 min. 3.5 pL de esta
solucién fueron suplementados con 1.5 pL de oligo dT15 100 uM, y 10 pL de agua. Esta mezcla es la

denominada +RQ. Estas soluciones se usaron a continuacion para PCR o bien se congelaron a -20 °C.

P1.4. Diseiio de oligonucledtidos iniciadores (primers)

Utilizando como consulta cada secuencia aminoacidica obtenida por degradacion de Edman a partir
de isoformas de PLA, de veneno de yarara (Daniele y col. 1997), se hizo una busqueda en base de datos de

proteina. Se utilizo el servidor en http://www.ncbi.nlm.nih.gov con el programa provisto on-line Blast-p

(Altschul y col. 1997), con ajustes automaticos para biisqueda de correspondencias cortas y casi exactas. Los
resultados mas similares se analizaron y usaron para ampliar la busqueda en base de datos de ADN, para las
secuencias codificantes de ARN (CDS) o genes. Asi, como se describio previamente (ver Parte 1) se

disefiaron los oligos a usar como iniciadores de PCR usando como molde genes de PLA, de viboras
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asiaticas. Las secuencias de los oligos se muestran en la Tabla M.1. Utilizando el software NTI Vector se
calcularon la temperatura de fusion de dimeros de oligo (Tm) y su probabilidad de formar bucles sobre si
mismos (hairpins) y homodimeros.

Para el disefio de iniciadores de PCR para sub-clonar en el sistema de expresion, se excluyd el
péptido seial. Para el caso del sub-clonado en el vector de pET15b+Ubiquitina, se agregod un sitio Sac 11 en
el 5, y un sitio Hind TIT en el 3’, junto con la cantidad de bases extra recomendadas por el fabricante de la

enzima para lograr un corte de un fragmento de PCR con estos sitios en sus extremos.

Nombre Sentido Secuencia (5’ 3°)

Ohgo 12 F GGTCTGGATTCGGGAGGATGAGG

Oligo degeneradoa | F TGAG.CTCTCTGGATAVTGGCCGT

Ol]g() 22 F CCGCTGCTGCTTTGTGCACGACTG

Ohgo 42 R GCACCTGTTTATTACTCAGTATTGCATTC

Oligo Sacll’ F TCCCCGCGGTGOTARCCTGGTGCAATTTGAGACGTTGA
Ol]go HlndHIb R CCCAAGCTTCCTGCAGAGACTTAGCATGG

Tabla M.1. Oligonucledtidos usados como iniciadores de PCR (I denota A o G, mientras que V
es A,G o C). El oligo sentido (F) Sacll se pidi6 degenerado (mezcla equimolar) en la segunda posicion del
primer codén de PLA, para generar un conjunto de secuencias que codifiquen para proteinas que empiecen ya
sea con N o con S. Los sitios de restriccion estan subrayados. Las bases extras en el extremo 5° se agregaron de
acuerdo a las instrucciones del productor de la enzima a ser usada. * Oligos usados para amplificar ADNc¢ de

PLAZ2 por PCR " Oligos usados para sub-clonar la porciéon de PLA, madura en el vector pET15b+Ubiquitina.

P1.5. Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La mezcla maestra de PCR fue: 80 uL de buffer (GoTaq 5X), 8 uL de dNTPs (10 mM cada uno), 8
uL de oligo 4 antisentido (50 uM) y 2 puL (10 unidades) de la enzima Taq (GoTaq). A 12.5 puL de esta
mezcla se le agregd 1 puL de oligo sentido 1 (50 pM) o 7.5 pL de oligo degenerado (100 uM de mezcla de
oligos que difieren en dos posiciones) o bien 1 pL del oligo sentido 2 (50 pM), ver Tabla 1. La solucion con
el ADNc se agreg6 de acuerdo a cada caso, 4 pL para -RQ y 12 pL para +RQ. El volumen final fue de 50 y
se llego afadiendo agua ultra pura estéril. El ciclo de PCR consistié en un primer paso a 95 °C por 10
minutos, seguido de 35 ciclos de: 94 °C por 45 s, 58 °C por 40 s, y 72 °C por 60 s. El ultimo paso fue de 72
°C por 10 min.
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2 3 4 5 6 7 C
H20 (nL) 18 26| 24.5| 32.5| 245 325 36
Mezcla maestra (uL) 1251 125 125 125 12.5] 125 12.5
Oligo 1, 50 uM (uL) - - 1 - 1 1 -
Oligo 2, 50 uM (uL) - - 1 1 - - 1
Oligo Degenerado 100 uM 7.5 7.5 - - - - -
(uL)
Molde RQ+ (uL) 12 - 12 - 12 - -
Molde RQ- (nL) - 4 - 4 - 4 -
Molde ADN (uL) - - - - - - 0.5
Fragmento Esperado (pb) 508 | 508 | 339 339| 526| 526 597-600

Tabla M. 2: Mezclas realizadas para amplificacion de secuencias de ADNc y control ADN
genomico. Molde RQ+ es aquel ADNc que se obtuvo con agregado previo de ADNasa a la solucion
de ARN y posterior inactivacion. RQ- es la solucion de ADNc sin ese tratamiento. Fragmento
esperado es el tamafio calculado de acuerdo a los genes de isoformas de Trimeresurus gramineus.

Para la mezcla T.8 se hay leves diferencias de acuerdo a isoformas en regiones de intrones.

P1.6. Clonado y secuenciamiento

Los productos de PCR se corrieron en gel de agarosa (electroforesis) con bromuro de etidio. Las
bandas se cortaron y se purificaron con kit. Este ADN se ligd con el vector pPGEM-T Easy usando ligasa y
bufferes provistos por el mismo kit, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Finalmente, las soluciones
con las ligaciones sirvieron para transformar 60-80 pL de suspension con D.O= 40 en glicerol 10% de
bacterias E. coli DH5a por electroporacion. Finalmente se centrifugd y se plaqueé en LB-agar con
ampicilina y mezcla de IPTG-XGal. Esto ultimo para poder detector las colonias transformadas (blancas) de
las no transformadas (azules). Las colonias blancas se enviaron a Macrogen Corp, USA, para hacer

minipreparaciones de ADN y secuenciar usando como primer el promotor T7 universal.
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P1.7. Minipreparaciones de ADN

Los plasmidos previamente propagados en cultivo bacteriano con seleccion de antibidtico, se
extrajeron usando el método de lisis alcalina de extraccion de ADN plasmidico (Xiang y col. 1994) basado

en soluciones preparadas en el momento, o bien se utilizaron kits comerciales.

P1.8. Preparado de bacterias electrocompetentes y transformacion

Bacterias E. coli de la cepa deseada fueron dispersadas en placa de LB agar sin antibioticos e
incubadas a 37 °C entre 15 y 18 h. Se pic6 colonia y se inoculdé en 3 mL de LB liquido, dejandose en
agitacion por un periodo similar al anterior. Finalmente se inocul6 entre 0.1 mL y 1 mL en cultivo mas
grande (50 a 100 mL), dejandose en agitacion a 37 °C, controlando periédicamente la absorbancia aparente a
600 nm. Cuando se encontraba cerca de 0.8, las bacterias se centrifugaron a 3000xg por 5 minutos y se
descartd el sobrenadante. Luego se hicieron 4 lavados con glicerol 10% estéril en agua ultra pura,
empezando con el mismo volumen de cultivo, centrifugando, y resuspendiendo en la mitad del volumen
anterior, en cada lavado. El pellet del ultimo lavado se resuspendid en un volumen para lograr una
suspension entre 60 y 80 puL para electroporar. Esa suspension tendria una D.O. proxima a 40.

Se usd cubetas de 2 mm lavadas con agua , etanol y agua ultra pura para agregar los 60 uL de la
suspension bacteriana con el plasmido a transformar. El pulso fue de 2.5 kV . Inmediatamente después se
agreg6 900 uL de LB fresco, estéril inmediatamente después (2 o 3 segundos después). Se resuspendio, y se
dejo recuperar a 37 °C entre 15 y 45 minutos segun el caso. Se hizo controles de las bacterias dandole el

pulso sin agregado de plasmido, y luego plaqueandose en LB-Agar con antibidtico.

P1.9. Construccion de plasmidos de expresion

Para amplificar por PCR las secuencias de interés se usaron iniciadores (primers) sentido y
antisentido, conteniendo los sitios de restriccion Sac II y Hind III en su secuencia y la polimerasa de alta
fidelidad Pfu. Los moldes fueron los plasmidos de los clones deseados, que contenian ya sea la secuencia de
Bd sPLA,-I, o Bd sPLA,-II. El programa de PCR fue esencialmente como el descripto para la amplificacion
del ADNc, cambiando la temperatura del paso de 58°C a 60 °C, y el tiempo de 45s a 30s. Esta temperatura
fue determinada haciendo previamente un gradiente de temperaturas en ese paso en PCR con polimerasa
Taq. Las secuencias de los oligos Sac II y Hind III se indican en la Tabla M.1. Los fragmentos amplificados
se purificaron usando un kit. Luego fueron digeridos con las enzimas de restriccion correspondientes (Hind

III y Sac II), nuevamente purificados y finalmente incubados en una reaccidon con ligasa con el plasmido
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(vector de expresion) previamente digerido con las mismas enzimas y purificado de la misma forma. Este
plasmido, pHUE, un pET15b modificado con secuencia codificante para ubiquitina (Catanzariti y col.
2004). Luego de la ligacion (4 horas a T ambiente), las mezclas se precipitaron con alcohol absoluto y
acetato de sodio. Se centrifug6 y se lavd con etanol 70% helado. Luego de esto se resuspendid en agua y se
usé para transformar bacterias electrocompetentes E. coli DH5a.

La eleccion de los clones para enviar a secuenciar fue hecha por chequeo de banda de expresion
proteica. Para esto se picaron varias colonias, se hizo mini preparacion manual a partir de cultivos liquidos y
se transformaron bacterias BL21 (DE3) inducidas con IPTG. Se chequed por gel la presencia de la banda
esperada. Los clones de los cultivos que producian una banda de 24 kDa en SDS PAGE se enviaron a

secuenciar.

P1.10. Induccion de sintesis proteica en cultivos bacterianos

Las cepas de bacterias E. coli BL21(DE3) se crecieron rutinariamente en placas de LB agar
(Sambrook y col. 1989) a partir de stock (-75 °C en glicerol 10%) transformado con el plasmido de interés o
partir de placa primaria luego de transformacion. Se picé colonia con palillo o punta plastica y se inocul6 en
3 mL por tubo a ensayar y se dejo crecer a por varias horas (15-18hs). Para el caso de tubos en paralelos, el
volumen fue mayor y luego se dividié antes de poner a agitar. Se midi6 la D.O. de este cultivo primario
(usualmente cerca de 3) y con éste se inoculd cultivo secundario (entre 50 y 250 mL de LB con ampicilina,
poniendo entre 1/50 y 1/100 de cultivo primario). En caso de usar ampicilina como antibidtico, ésta estuvo
en una concentracion final de 0.1mg/mL, a partir de stock 100 mg/mL en etanol 70% (-20 °C), o bien, a
partir de agregado de la droga so6lida. La agitacion fue orbital y proxima a 250 r.p.m. La induccion se hizo
cuando el cultivo llegd a D.O.= 1.00.con el agregado de IPTG a concentraciones variables como prueba
(desde 1mM hasta 0.01 mM final) asi como temperatura variable (18, 30 y 37°C) por 16 a 4 h segun la
temperatura.

La D.O. final del cultivo con IPTG oscil6 entre 2 y 3. Para los casos de chequeo de expresion, se
centrifugd 1 mL de cultivo de cada condicidon a 3 900xg por 5 minutos a T ambiente, descartandose el
sobrenadante. El pellet se proces6 con agregado de 100 uL PBS 1X, seguido de tres ciclos de congelamiento
en aire liquido y descongelamiento a 37 °C. Se centrifugd 5 min a 14.100xg y se separ6d sobrenadante de
pellet. Al sobrenadante se le agreg6 30 uL de buffer de muestra y el pellet se resuspendié en 100 uL de PBS
y 30 uL de este mismo buffer. Finalmente se corrié cada muestra en un carril de gel de poliacrilamida al 15
% (SDS-PAGE). Se sembro la cantidad necesaria para que todos los carriles tengan aproximadamente la
misma masa, estimada a partir de la D.O.

También se probd como huésped de expresion la cepa de E. coli Origami (DE3), asi como la co-

expresion de proteinas chaperonas codificadas en un segundo plasmido. Las chaperonas dnaK-dnaJ-grpE se
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indujeron con L-arabinosa y/o chaperonas groES-groEL (inducidas con tetraciclina) de acuerdo a las
instrucciones del proveedor del plasmido pG-KJE8, TAKARA BIO INC, Japon.

La expresion de la enzima deubiquitinante (el nucleo catalitico USP2cc), se indujo con 0.4 mM
IPTG durante 4 horas a 37 °C en E. coli BL21 (DE3) transformadas con plasmido pET15 con la secuencia de
la peptidasa, amablemente donado por el laboratorio del Dr. Rowan Baker a través del laboratorio de la Dra.
M. Hallak. El protocolo basico se reporta en (Catanzariti y col. 2004) y consiste en un pasaje por columna de
afinidad de Ni*" de sobrenadante de cultivo bacteriano inducido y homogeneizado. El buffer es fosfato
pH=7.4 con agente reductor y glicerol 30%.

Cuando se confirmo la expresion en alicuota (1 mL) se llevo a cabo la homogeneizacion del total del
cultivo bacteriano. El lavado y la solubilizacién de los cuerpos de inclusion se hizo tomando como punto de
partida protocolos de renaturalizacion de enzima de Naja naja recombinante (Bianco y col. 1995; Kelley y
col. 1992).

El pellet bacteriano centrifugado se resuspendié en 1/100 del volumen original, en sacarosa 25%
P/V, tris 50 mM pH 7.4 (25 °C). La homogeneizacion se inici6 al agregar lisozima de huevo 0.2 mg/ml,
EDTA 10 mM, NaCl 100 mM y B-ME 10 mM, incubandose la mezcla en hielo por 1 h, se verifico que la
solucion se tornase viscosa (liberacion ADN). Después se hizo tres ciclos de congelado descongelado en aire
liquido y bafio de agua a 37 °C. Luego se agreg6 tanto ADNAsa I como ARNAsa A a una concentracion
final de 5 pg/mL, junto con MgCl, 5 mM. Se incub6 a T ambiente hasta que la viscosidad de la mezcla se
redujo marcadamente (30 a 60 minutos). A continuacion se centrifugoé a 12,000xg por 10 min, y se separo el
sobrenadante. El pellet se lavo con tris 50 mM, 1 mM EDTA, 10 mM B-ME pH 8§, y luego con el mismo
buffer conteniendo urea 2M y triton X-100 2% v/v. El pellet restante (con cuerpos de inclusion proteicos)

luego de centrifugar se continud procesando para solubilizar la proteina o se guardé a -20 °C. .

P1.11. Solubilizacion, renaturalizacion y corte con peptidasa especifica de ubiquitina

Los cuerpos de inclusion lavados se disolvieron con Gdn.HC1 6M, tris 50 mM pH 8 y DTT 10 mM
(alternativamente se usé B-ME 100 mM). Luego de disolucion se centrifugé a 14,100xg por 10 min, se
separ6 el sobrenadante y se filtr6 pon una membrana de 100 kDa (Amicon 100K). La dilucién del agente
reductor se hizo por dia-filtracion a través de un filtro de 10K. El volumen original se redujo un 90% y se
restaur6 agregando solucion de lavado sin reductor (Gdn.HCl 6M, tris 50 mM pH=8.5). Este proceso se
repitié tres veces. Se ajusto el volumen de solucion desnaturalizante en el Gltimo paso para lograr una
concentracion inferior a 0.2 mg/mL de proteina. Finalmente la solucion se dializo por dos dias contra un
buffer de oxidacion, conteniendo urea 2M, PEG 3350 0.2 g/L, EDTA 1 mM, L cisteina 10 mM, Tris 50 mM
pH 8.5 en un vaso de vidrio destapado, a 4°C o temperatura ambiente, para promover re-oxidacion

(formacion de disulfuros y re-naturalizacion). Se us6 membranas de dialisis de 10 kDa.
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Alternativamente se utilizo en el paso de solubilizacion un protocolo de sulfitolisis (afiadiendo sulfito
de sodio 0.3 M en vez de DTT), y posterior sulfonacion con nitro tio sulfo benzoato (NTSB) que reacciona
con tioles libres sulfonandolos, de acuerdo a los protocolos de (Thannhauser y col. 1987).

La preparacion de NTSB se hizo de acuerdo al protocolo de (Petruccelli y col. 1995). Se peso la
cantidad necesaria de DTNB (reactivo de Ellman, ditionitrobenzoato) para lograr una solucion 25 mM en
Na,SO; 0.3M, chequeando que tenga pH=9. Tomo6 un color rojo intenso, se afiadi6 CuSO, 0.1M en
hidroxido de amonio de acuerdo a (Petruccelli y Afidon 1995) como catalizador de oxidacion, y se dejo en
tubo tapado con algodon en agitacion a 37 °C por varias horas. La coloracion de la solucion fue tenuemente
amarillenta al final del proceso. Se congelo a -20 °C o se usé para sulfonar tioles libres.

El corte del extremo N-terminal con motivo ubiquitina se hizo al incubar la soluciéon de la proteina
de fusion con la peptidasa 6xH-USP2-cc en tris S0 mM pH 7 o 8.5 a 4°C, 25°C o 37 °C. La relacion molar
peptidasa : proteina de fusidon varié entre 1:100 a 1:20. La presencia o ausencia del agente desnaturalizante
(urea hasta 2 M, o Gdn.HCI hasta 0.6 M) se probo. El tiempo de incubacién vari6 entre 3 h y 2 dias. La
eficiencia del corte se estim6 por densitometria de bandas de gel SDS-PAGE (banda 6xH-Ub 10,7 kDa).

P1.12. Analisis de geles de electroforesis en poliacrilamida - SDS-PAGE

Luego de la corrida electroforética y la tincion, los geles tefiidos con Azul Brillante de Coomassie se
escanearon. Utilizando la banda de albimina del marcador preparado en el laboratorio (se sembré de tres a
cuatro carriles con cantidades crecientes de este marcador), se hizo un analisis digital para cuantificar por
densitometria en relacion a la banda de albimina las proteinas presentes. De esta forma se estimo el

rendimiento de expresion, de corte por peptidasa y de renaturalizacion

P1.13. Cromatografia de afinidad por niquel

La remocion de las proteinas marcadas con tdndem de histidinas (6xH-Ub, 6xH-USP2-cc y lo no
cortado de 6xH-U-SPLA2) se hizo por IMAC, tanto en condiciones sin agente caotrépico como con
guanidinio 6M, eluyendo con concentraciones creciente de imidazol o por descenso de pH. Para el caso de la
peptidasa 6xH-USP2-cc , la purificacion se llevd acabo esencialmente como se describié en (Catanzariti y
col. 2004), probandose la variante en columna en vez de discontinuo en tubo (batch). B-ME se agreg6 hasta
una concentracion final de 20 mM, y las alicuotas se conservaron a -20 °C, minimizando los ciclos de

congelado descongelado a dos para cada una.
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P1.14. Ensayos de actividad fosfolipasa

La actividad PLA, se chequed por tres métodos. El indirecto de hemolisis indirecta de gldbulos rojos
en agar / yema de huevo, el usado en monocapas en sus dos variantes (area constante y barostato), y el de
cuantificacion de acidos grasos liberados mediante el método discontinuo, enzimatico (ver introduccion para
detalles).

Como analisis de bajo costo y gran simplicidado para detectar actividad PLA2 en varias muestras en
paralelo, se utiliz6 el método de hemolisis indirecta de eritrocitos en agar : yema de huevo, en forma similar
a como se describe en (Gutierrez y col. 1988; Habermann y Hardt 1972). El volumen por pocillo fue de 15
uL, agregandose siempre como control positivo una solucién de 1pg/ul de PLA, de pancreas porcino en
PBS, y como control negativo, PBS. Las placas se incubaron toda la noche a 37 °C. Cuando se observé halos
se asocio a actividad fosfolipasa

En el caso del método de monocapa, se siguio la actividad de la muestra de interés siguiendo el
descenso de area de una monocapa de dilauroil sn2 fosfatidilcolina (L-DLPC) en una interfase agua:buffer
acuoso (tris 10 mM, CaCl2 20 mM, NaCl 105 mM, pH=8.0 a 25°C), manteniendo la presion lateral constante
en forma automatica por compresion de una barrera superficial en contacto con la interfase (barostato de
superficie) esencialmente como se describe en (Bianco y col. 1989; Bianco y col. 1990; Bianco y col. 1991;
Daniele y col. 1995; Verger y De Haas 1973). También se siguio6 sin utilizar barreras, manteniendo el area
constante, verificando el descenso de (IT).

Las monocapas del lipido se formaron al dispersar entre 15 y 30 uL. de una solucién en cloroformo :
metanol 2:1 (v/v), a partir de una dilucion a concentracion final 0.50 mM de DLPC. El control de la barrera y
la medicion de la presion lateral se hizo con un equipo circular armado por el Dr. Maggio o bien con el
sistema de KSV-Minitrough system (KSV Instruments Ltd., Finlandia). La temperatura ambiente vario entre
21 y 27 grados, manteniéndose la temperatura de la cuba soporte entre 24.7-25.3 °C, con un recirculador de
agua termostatizada y un termometro digital inmerso en el compartimento de reaccion. El compartimento de
reaccion fue de forma cilindrica para las medidas en KSV, (ver figura...), 2.2 cm de didmetro y 1 cm de
profundidad. La barra magnética, recubierta de plastico, para agitar la subfase fue de 4 mm longitud, 1.5 mm
de diametro, el agitador magnético se puso por debajo de la cuba de teflon, agitando a ~180 r.p.m.). El
perimetro de la placa Wilhelmy de platino fue de 3.4 cm. Este compartimento de reaccion esta conectado a
otro, de forma rectangular, que actia como reservorio de lipido a través de una ranura angosta y poco
profunda (1 mm).

El 4rea molecular de DLPC se estim¢ a partir de la masa depositada, asumiendo que la totalidad de
las moléculas quedan en la interfase, y el area total de la interfase. La relacion entre la densidad molecular
(reciproca del area molecular) respecto a la presion lateral registrada, se hizo registrando isotermas de
compresion a la misma temperatura, solucion buffer en subfase y condiciones de agitacion que el

experimento de hidrdlisis. También, se hizo una isoterma por agregado de masa (lipido), sin utilizar barreras
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para comprimir. Con esta informacion se obtuvo la relacion entre I1 y la densidad superficial de moléculas.
Los cambios de area o I1 segun sea el caso, se registraron por un minimo de 10 min previo inyeccion, para
controlar que no existiese un gran cambio (por pérdida de moléculas o leakage) o actividad PLA, residual de
un experimento previo. Para el caso de barostato, los cambios de area se registraron por un minimo de 10
min. Para el caso de area constante, se registrd hasta que la IT llegara proxima a 0 mN/m. En general si el
valor absoluto de la pendiente del cambio de area previo a inyeccion era mayor a 0.001 cm?/min, se lavo la
cuba nuevamente, y la barrera. El lavado de cuba consistio en incubar con NaOH 2M a 80-85°C por 5
minutos, seguido de recuperacion de ese NaOH, y enjuague con agua destilada, etanol, y agua destilada.
Cuando se cumplia la condicién de no tener una linea de base pronunciada previa inyeccion, se procedia a
agregar la enzima en la subfase con pipeta automatica y punta descartable, introduciéndola en un orificio al
costado del compartimento de reaccion, para lograr inyectar por debajo de la monocapa. La masa de proteina
inyectada fue del orden de 0.3 pg, usualmente en un volumen entre 10 y 20 pL para construir los perfiles de
actividad

Luego de inyectar se registro el cambio de area con respecto al tiempo. En caso de no haber cambio
de area (presiones laterales proximas a la presion de corte de actividad o cut-off se esperé un maximo de 30
minutos). El ajuste lineal se hizo por cuadrados minimos en la porcion de los tltimos 5 minutos registrados
pre inyeccion y los 5 minutos donde se observaba un comportamiento lineal en la post inyeccion. El tiempo
de latencia o retraso (lag time) se calcul6 como el intervalo entre el momento de inyeccion y el punto de
corte entre las rectas ajustadas post y pre inyeccion.

En forma alternativa, para cuantificar la cantidad de acido graso liberado en suspension, se utilizo el
método colorimétrico enzimatico (kit NEFA, Wako Chemicals), descripto en la introduccion. El sustrato fue
presentado en mezcla dlpc: triton 4:1, en mismo buffer de ensayo de monocapas. Luego del tiempo deseado
de incubado con enzima, a la temperatura deseada, se procedio a agregar el reactivo A. Se incubo 5 minutos
a 37 °C, y a continuacion se agrego el reactivo B (1/3 de vol. De reactivo A). Luego de 8 min a 37 °C se
midié a absorbancia a 550 nm . Se hicieron blancos de reactivo en paralelo sin agregar los reactivos,

reemplazando el volumen por H2O, para descontar la turbidez.

Parte 2: Veneno y espectrometria de masas

P2.1. Cromatografia de exclusion molecular

El agua y los bufferes utilizado se filtraron por 0.22 pm. 20 mg de veneno sélido se disolvieron en 1
mL de formiato de amonio 50 mM pH=4.5 frio (4 °C) en el dia, homogeneizando por vortex por unos

minutos. Se conservo en heladera. Antes de inyectar en la columna se centrifugd a 14.100xg por 5 minutos.
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El volumen de inyeccion fue entre 300-400 pL. La columna usada fue Superdex 75 HR 30/10, equilibrada
con buffer de corrida. Buffer de corrida: Tris 10 mM, NaCl 0.5M, pH=8.0 (a 25 °C). El volumen de cama

asumido fue de 24 mL. El flujo utilizado fue 0.4 a 0.5 mL/min, las fracciones colectadas fueron de 1.5 mL.

P2.2. Cromatografia de intercambio anidonico

La columna utilizada fue Mono Q 5/50 GL, utilizada con un flujo de ImL/min, lavada con 5
volimenes de NaCl 2 M, y luego con 10 volumenes de buffer de union. Buffer de unién (Bomba A): Tris 10
mM pH=8.00, conductividad entre 0.5 y 0.8 mS/cm a T ambiente. El agua mono Q presentd una
conductividad de 0.02mS/cm aproximadamente. Para evitar aumento de fuerza idnica por ajuste con NaOH o
HCI, el buffer Tris se agreg6 en forma sélida en su forma basica y acida (Tris base y Tris.HCI). Buffer de
elucion (Bomba B): Tris 10 mM, NaCl 0.25 M pH=8.0, con una conductividad cercana a 25 mS/cm. Luego
de la inyeccion de la muestra (entre 1 y 10 mL), se paso al menos 10 volumenes hasta que la absorbancia UV
(280 nm) y conductividad no cambiaran. Se colectd lo no retenido. A partir de ese momento se inicio el
gradiente. Usualmente fue de 0% B a 100% B en 30 minutos. Se recogieron fracciones coincidentes con los
picos de absorbancia. Para disminuir la mezcla con la fraccion previa se colectd dos fracciones por pico en lo

posible, analizando la segunda.

P2.3. Desalado de muestras

Para el pasaje por Mono Q, las muestras se desalaron bien por dialisis (3kDa) o bien por dia-
filtracion (Amicon 3 kDa, a 6500xg entre 15 y 25 minutos por pasaje). Siendo esta Ultima técnica la mas

confiable.

P2.4. Reduccidon, alquilacion y tripsinizacion de muestras

Las muestras a analizar por MALDI-TOF TOF se incubaron en buffer bicarbonato de
amonio 50 mM, urea 8M, DTT 10 mM por 1 h a 37 °C, y luego se agregd iodoacetamida a una
concentracion final de 50 mM. Finalmente se corrid en gel SDS-PAGE la muestra, se tifi6 el gel y

se recorto la banda de interés con bisturi.

También se hizo reduccion y alquilacion en el gel en algunos casos, para esto se incubd el

gel con 500 mM DTT, Gdn.HC1 6M en buffer bicarbonato de amonio 50 mM por 15 minutos a 80
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°C. Luego se descartd la solucion y se lavo con buffer bicarbonato de amonio en agitacion por 5
minutos para limpiar restos de Gdn.HCI. A continuacion se incub6 con iodoacetamida (IAA) 0.7 M

por 1 h a T ambiente, protegido de luz.

Las muestras en gel se incubaron con acetonitrilo 100% para deshidratar el trozo de gel, en agitacion
por 15 minutos. Se extrajo el acetonitrilo y se repiti6 el proceso. Se dejo secar el gel en el microtubo unos
minutos en campana de flujo laminar, con aire filtrado. Finalmente se hidraté con una solucion de
bicarbonato de amonio 50 mM con tripsina grado espectrometria de masas (2 pg/mL). Alternativamente, la
solucion contuvo 100 mM DTT. Los péptidos obtenidos post tripsinizacion se extrajeron con dos lavados
sucesivos en acetonitrilo. Se liofilizo ese sobrenadante, y se resuspendio en TFA 0.1%. Se desalo por pasaje

por resina C18 (OMIX)

P2.5. Geles 2D y estimacion punto isoeléctrico

Las instrucciones generales son las que se hallan en el manual del proveedor del kit de limpieza de
muestra y tiras de gradiente de pH, 2D Electrophoresis. Principles and Methods, de GE Healthcare.

La muestra proteica a ser isoelectroenfocada fue limpiada de sales con el kit 2-D Clean Up (GE
Healthcare), siguiendo el protocolo A del manual (80-6429-60 AC), apoyando los tubos en hielo y con
centrifuga a 4 °C. La proteina final, precipitada y seca, se resuspendio en 146 pL de urea 7 M, tiourea 2 M,
CHAPS 4% P/V, con dilucion 1:200 (0.5% V/V) de buffer IPG 4-7, DTT 17 mM (agregado solido en el
momento). Luego de media hora de agitacion se agregd iodoacetamida solida para Cf=80 mM, y se dejo
agitando por una hora protegida de la luz.

El gel de la primera dimension (tira de gradiente de pH inmobilizado, o IPG) fue una tira de 7 cm
con un gradiente lineal de pH de 4 a 7 (Immobiline DryStrip pH 4-7, 7 cm). Esta se hidratoé por inmersion y
agitacion en un tubo plastico de 15 mL conteniendo 2.5 mL de la misma solucion de muestra, exceptuando el
DTT: urea 7M, tiourea 2M, CHAPS 4%P/V, buffer IPG 4-7 0.5% V/V.

La carga de la muestra en la tira se hizo aplicando con pipeta los ~ 150uLL de muestra reducida en el
compartimento de la tira ya hidratada, y apoyando ésta sobre la solucion.

El isoelectroenfoque (primera dimension) se llevd a cabo con muestras reducidas y alquiladas. Una
vez terminado el programa la tira de gel se coloco sobre un gel SDS-PAGE junto con marcador de peso
molecular y se hizo la electroforesis (segunda dimension). A continuacion se describen el protocolo seguido
para estos dos pasos.

El isoelectroenfoque se realizo en un equipo Ettan IPG Morph Manifold. El programa consistié en 1

etapa step and hold de 30 min a 300 V, una segunda etapa de gradiente creciente de voltaje, por 30 min hasta
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llegar a 1000 V, una tercera etapa de gradiente por 90 min hasta 5000 V, y finalmente una cuarta etapa de
step and hold hasta acumular 2000 Vh.

La segunda dimension consistié en un gel 15% SDS-PAGE convencional. Para esto se coloco la tira
de 7 cm sobre la parte superior, hacia un extremo. En el extremo libre (aprox.l cm) se coloco un papel de
filtro en el que previamente se habia embebido el marcador de peso molecular. Finalmente se corrié a
corriente constante, un primer paso a 15 mA por media hora, y luego por una hora y media aproximadamente
a 30 mA.

El punto isoeléctrico se determind por ajuste de la posicion de la marca de proteina de interés
respecto a la distancia a los extremos del gel (distancia de la tira de isoelectroenfoque). Con esta informacion
y la variacion de pH de acuerdo a la posicidon en la tira, provista por el fabricante, se calculd el punto

isoeléctrico de la muestra proteica (desnaturalizada).

P2.6. Tincion de geles

Los geles de chequeo fueron tefiidos con Azul Brillante de Coomassie R250 0.1%P/V en Etanol
40%, Ac. Acético 10%, con agitacion. En los casos que se requeria rapidez, se calento a 80°C por 30 minutos
con agitacion intermitente. El mejor resultado se observo sin calentar, dejando hasta el dia siguiente. La
destincion del gel para visualizar las bandas se llevo a cabo con sucesivas incubaciones con Etanol 10%,
Acético 5%.

Alternativamente, se utilizo la técnica de tincion de Azul Brillante de Coomassie coloidal. En estos
casos, el paso inicial fue fijar el gel con Etanol 40%, Acético 10% por 1 hora. Luego de enjuagar con H20,
se agregd la mezcla de Coomassie coloidal: sulfato de amonio 10% P/V, acido ortofosforico 1% V/V, Azul
Brillante de Coomassie G-250 0.1%, etanol 20% V/V, dejando en agitacion hasta el dia siguiente. Se enjuagd
con agua finalmente para remover el colorante libre.

La técnica de tincién de plata consistié en incubar la proteina con solucioén fijadora (etanol 50%,
acético 10%, formaldehido 0.018% V/V) al menos media hora. Luego se lavd con etanol 50% por 5, 10y 15’
reponiendo el etanol 50% cada vez. Después se sensibilizd el gel con tiosulfato (Na,SO; 0.002% P/V
preparado en el momento) por 30 a 60 segundos. Se enjuagd con H,O tres veces, 1 minuto cada vez. Se
agrego6 la solucion de tincion de nitrato de plata (AgNO; 0.2% P/V) y se dejo en agitacion por 20 minutos. Se
lavé con H20 tres veces. Se incubd con solucion de revelado (Na,CO; 3% P/V, Na,SO; 0.0004% P/V,
formaldehido 0.018% V/V) hasta ver las bandas proteicas con la intensidad deseada. Finalmente se detuvo el

revelado sumergiendo el gel en acido acético al 10% V/V.
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P2.7. Protocolo de destincion de geles teflidos con Azul Brillante de Coomassie .

Cada trozo de gel conteniendo la banda proteica se tratd de la siguiente forma. En microtubos
plasticos (tipo eppendorf ) se cubrieron con buffer/acetonitrilo (50%v/v). El buffer a utilizar fue 0.2M
bicarbonato de amonio ((pH~8.3, dptimo para la digestion posterior con tripsina). Se agitd por 30 minutos y
se descart6 el liquido. Se repitido una vez o dos veces hasta tanto la banda perdio su color azulado a simple
vista. Se agreg6 acetonitrilo 100%, agitando por 5-10 minutos y se retird. Se dejo secar el trozo de gel en

flujo laminar, con tubo abierto.

P2.8. Protocolo destincion de geles teiiidos con plata.

Cada trozo de gel de interés se cubrido con solucion de K3(FeCNg) 15 mM y Na,S,0; 50 mM
(preparada en el momento). Se agité 10 min y se descartd el sobrenadante. Se repiti6 una vez. Luego se lavo
dos veces con agua MQ, y se agrego buffer bicarbonato de amonio 0.2 M (pH~8.3). para equilibrar el gel. Se
agitd con esta solucion por 20 minutos. Luego se descartd el sobrenadante y se agregd acetonitrilo puro,
dejandoselo 5-10 minutos. Finalmente se extrajo y se dejo secar el trozo de gel en flujo laminar con tubo

abierto.

P2.9. Paso alternativo, alquilacion de muestras en gel

En algunos casos se llevo a cabo la reduccion y alquilacion de las muestras en bandas de gel. Para
esto se agregd 80 pL de solucion reductora (Gdn.HC1 4 M, DTT 0.5M, AMBIC 40 mM) a cada trozo de gel
y se incubd 15’ a 80 °C. Se dejo enfriar y se removio el liquido. Se agregd 75 uL de solucion alquilante (IAA
0.9 M, AMBIC 50 mM preparada en el momento) y se dejé incubando en agitacion protegido de la luz a
temperatura ambiente por 30-45 min. Finalmente, se extrajo la solucion y se enjuagd por 10 min con 100 pL
de metanol 50% AMBIC 50 mM. Se removié y se deshidrato el gel incubando con 200 uL. de ACN 100%
hasta observar que el gel se pusiera blanco. El ultimo paso consistid en retirar el ACN y dejar secar el gel en

campana de aire filtrado, listo para el paso de digestion con tripsina.

P2.10. Digestion con tripsina de banda proteica en gel

La diluciéon de trabajo de tripsina se prepard diluyendo 2 pL de stock (conservado a -20 °C,
concentracion proxima a 0.5 pg/uL) agregando 30 uL de buffer bicarbonato de amonio 50 mM (pH~8.3). Se
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agreg6 10 uL por cada trozo de gel seco previamente destefiido. Luego de unos minutos se agregd mas buffer

para cubrir completamente el gel. Se cerro el tubo y se dejo a 37°C toda la noche, o al menos 4 horas.

P2.11. Extraccion de los péptidos tripticos.

Se acidificod por adicion de 1% TFA a trozo de gel. Se agitdé unos minutos y se tomo sobrenadante
guarddndolo. Luego se cubri6 el trozo de gel con 0.1%TFA / 60% acetonitrilo V/V y se agitd por 1 hora. Se
repitid el paso una vez, guardando el sobrenadante. Finalmente, el sobrenadante juntado se secd por
evaporacion rotatoria por 30 a 50 minutos. En algunos casos, se congeld (observandose separacion de fases)
previo a evaporacion. Se evito llegar a sequedad.

Esta solucion se mezcld con matriz (acido cinapinico saturante en TFA 0.1%, ACN 60%) o bien se
desald en un paso subsiguiente por pasaje con resina en micropunta de pipeta (OMIX C18y POROS). Para
esto, se agrego a la resina en las puntas OMIX C18 entre 2 y 3 uL de una suspension de resina POROS.
Finalmente se lavo la resina con ACNN 60%, TFA 0.1% seguido de un paso de equilibrado con TFA 0.1%.
Hecho esto, se succiono y expulsé varias veces la solucion con péptidos en TFA 0.1% (entre 15 y 20 veces
por muestra) para asegurar la union de los péptidos a la resina. La elucion se hizo agregando 2.5 pL de
solucion de a-Cyano-4-hidroxicinamico (CHCA) saturante en ACN 60%, TFA 0.1% a la parte superior de la

micropunta y expulsando sobre la placa de MALDI. Se sec6 bajo flujo de aire filtrado en campana.

P2.12. Modificacion de péptidos para fragmentacion quimicamente asistida (CAF)

La péptidos extraidos de gel, en TFA 0.1% se cargaron por pipeteo sucesivo, sobre la resina en punta
(tip) para micropipeta OMIX C18. Luego se lavo esta pasando 15 pL TFA 0.1% y finalmente 15 pL de
bicarbonato de sodio 0.25 M pH=9.4. Recién en este momento se disolvio el solido del reactivo comercial
provisto en el kit Ettan CAF-MALDI Sequencing en el buffer provisto e inmediatamente se hizo pasar por
pipeteo esta solucion sobre los péptidos adsorbidos en las puntas con C18 (OMIX). Se hizo este pasaje por
pipeteo (succion y expulsion) durante tres minutos. Finalmente, se hizo pasar de la misma forma la solucion
STOP y se lavo con 0.1% TFA.

La elucion sobre la placa de MALDI de los péptidos adsorbidos y modificados se hizo agregando 2.5
pL de CHCA saturante en ACN 60%, TFA 0.1%.
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P2.13. Espectrometria de masas

El primer paso fue calibrar la placa con estandares previamente depositados en mezcla con CHCA.
Se utilizo6 un estandar compuesto por 4 péptidos que cuyas masas (M+1H") son: 904.468 (des-Arg'-
bradiquinina), 1296.685 (angiotensina-1), 1570.677 (Glu'-fibrinopéptido B), 2093.087 (ACTH 1-17) y
2465.199 (ACTH 18-39). Estos valores sirvieron como calibracion externa para las huellas peptidicas (modo
reflectrén). A su vez, la fragmentacion del 1296.685 sirvid como calibracion de los valores de masas
obtenidos (MS/MS). Para la calibracion del modo lineal se utilizd6 una mezcla de proteinas cuya masa
(M+1H") son: 5734.59, 44674.48, 16952.56

Para obtener informacion de tamafio de moléculas enteras se utilizé el modo positivo del equipo.
Para obtener huella peptidica y la fragmentacion se utilizé el modo reflectron. No se utilizo la camara CID (

disociacion inducida por colision)

P2.14. Tratamiento de datos de espectrometria de masas

El software con que controld el equipo y se obtuvieron los datos fue 4000 Series Explorer. El
software con que se analizaron y exportaron los datos fue Data Explorer 4.0. El tratamiento para las huellas
peptidicas consistio en hacer una correccién automatica de linea de base y un suavizado tipo Gaussiano. Se
controlo la calibracion con el valor de péptido auto-litico de tripsina (2211 Da). Usualmente el error es
menor a £0.1 Da. También se observo otro péptido de tripsina en ocasiones, el 1794

Usualmente la relacion sefial/ruido (S/R) para considerar un pico se fijo6 en 20. Ocasionalmente,
cuando a inspeccion visual se observaba espectro ruidoso o con baja intensidad, se aumento6 la astringencia a
S/R=30. Se consulté también el sitio www.abrf.org en el apartado Delta Mass para localizar las

modificaciones usuales.

P2.15. Bisqueda en bases de datos

Se hizo con el servidor Mascot (http://ww.matrixscience.com) en forma on-line. Se utilizé busqueda

de Sequence query ( huella peptidica con informacion de fragmentacién) y busqueda MS/MS (datos de
fragmentacion de péptidos con sus intensidades).

Los parametros de busqueda se detallan a continuacién. La base de datos se eligi6 NCBInr, y
ocasionalmente se hizo una segunda busqueda en base de datos EST. En seccion taxonomia se redujo la
busqueda a vertebrados 6seos (bony vertebrates). Se tratd la informacion con digestion tedrica de tripsina,

tolerando hasta un corte fallido (el fallo es mas probable en C-terminal de lisina). Para detectar péptidos en el
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N-terminal se probd también con corte semi-triptico. Las modificaciones a considerar en la busqueda fueron
variables: Oxidacion de metioninas, carbaamido metilacion de cisteinas (por tratamiento con iodoacetamida)
y formacioén de piro carbamido metil cisteina (ciclacion cisteinas carbamidometiladas en N-terminal).

La tolerancia de error en la busqueda de masas de péptidos fue +£0.1Da, y en masas de fragmentos

(MSMS) fue de £ 0.3 Da. La carga del péptido fue +1, y el equipo usado MALDI-TOF-TOF.

Parte 3: Estructura y energia de union a membrana. Interaccion tedrica de sPLA; con

membranas neutras y su relacion con el optimo de hidrdlisis experimental

P3.1. Descripcion somera del método computacional

Para simular la interaccion entre proteina y membrana se usaron potenciales basados en estructura de
particulas Los residuos de aminoacidos se representaron como una sola unidad centrada en el carbono alfa
(a), asignandosele a cado un potencial de interaccion de acuerdo a seis clases definidos como coeficientes de
particion. La bicapa lipidica también se simplifico como 5 zonas discretas correspondientes a zona acuosa,
zona de cabeza polar, zona central hidrofébica, y nuevamente zonas polar y acuosa respectivamente..
Finalmente, la energia de union entre la interfase y una proteina dada se calculé en una corrida de dindmica
molecular discreta usando el potencial de interaccion de cada tipo de aminoacido pesado por su area
superficial expuesta. La calibracion de los parametros se hizo con datos de union experimentales de proteinas
con estructura resuelta. En la calibracion, la afinidad de union se estimo6 calculando la funcion de particion en
una aproximacion de cuerpo rigido. Este trabajo fue realizado por el Dr. Villarreal, del Departamento de
Matematica de la Facultad de Ciencias Quimicas, UNC.

Las enzimas con secuencia conocida, pero cuyas estructuras no estaban depositadas en el Protein
Data Bank (wWww.resb.org/) se construyeron por homologia utilizando servidores on-line, i-Tasser

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER(Zhang 2008) y Swiss Model,

http://swissmodel.expasy.org/ (Bordoli y col. 2009), a partir de secuencia primaria completa, en modo

automatico en ambos casos
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Parte 4: Efectos estructurales de sPLA;s sobre mielina

Parte 4.1. Purificacion de mielina y sus lipidos

El material de partida utilizado fue médula espinal bovina, y el protocolo general se basoé en
literatura (Haley y col. 1981) . Consistio en varios shocks osmoticos y centrifugaciones en gradiente de

densidad (sucrosa). Luego de enjuagues con agua la mielina se liofilizo y se guardé a -70 °C.

Parte 4.2. Medidas de dispersion de rayos X a bajo angulo (SAXS)

Las medidas de SAXS se llevaron a cabo en la linea DO2A:SAXS?2 del Laboratdrio Nacional de Luz
Sincrotron, Campinas, Brasil. La mielina liofilizada se resuspendio en buffer NaCl 145 mM, Hepes 10 mM
pH=7.4, 2 mM Ca*" a una concentracion de 12.5 mg/mL, haciendo ciclo de enfriado (aire liquido) y
descongelado a 37 °C para mejorar la hidratacion. Ocasionalmente se hizo pasar por aguja (G25) varias
veces hasta que a simple vista resultara homogénea la suspension. Se hizo agregado de sucrosa en algunos
casos para mejorar la sefial al disminuir la velocidad de precipitacion. En los casos que se afiadié fosfolipasa
a concentracion final ® 20 nM, se incubd con esta temperatura ambiente o a 37 °C por 1h. Los controles
fueron hechos en paralelo sin afiadir fosfolipasa. En algunos casos se afiadio EDTA a Cf 10 mM para parar la
reaccion, y en los tubos controles. Finalmente, con la ayuda de una jeringa plastica se introdujo la suspension
de mielina en el receptaculo de muestra, conteniendo dos ventanas de mica. La longitud de onda del haz (1)
incidente fue de 1.488 A y la distancia al detector fue de 1 m. Se tom6 previamente el blanco de buffer, y la
medida de ruido del detector de la camara (MarCCD). Con esto, se hizo la integracion radial de los

difractogramas observados (anillos de Debye-Scherrer). Para esto se utilizo el software libre Fit2D.

Parte 4.3. Medidas en monocapas de mielina

La cuba utilizada fue de teflon, con forma romboidal, con un area de 16 cm? y 17 mL de subfase.
Luego de cada medida se limpié con NaOH 2 M a 80°C, incubando por 5 a 10 minutos.

La medida de diferencia de potencial eléctrico se hizo mediante un electrodo ionizante de americio
puesto a 5 mm de la superficie del liquido. El electrodo de referencia se colocé en un segundo
compartimento con el mismo buffer, conectado al compartimento de reaccion por un puente salino. Luego de

unos minutos se llevo a cero la diferencia de potencial. En el mismo compartimento de reaccion se midi6 la

129



Métodos

presion lateral por el método de Wilhelmy ya descripto. Se puso una barra magnética para lograr agitacion
continua.

La siembra de DPPC (enantiomero L, D su mezcla), asi como la mielina, se hizo a partir de
disoluciones en cloroformo : metanol 2:1. En el caso de la soluciones de mielina se disolvio a partir de solido
dentro de la hora de hacer la medida. La siembra se hizo con jeringa Hamilton, como en los casos anteriores
La enzima se inyectd luego de unos minutos de equilibrado. La limpieza de la cuba se hizo con agua
primeramente, y luego incubando con NaOH 4 M caliente (80-85°C), por 5 minutos, y luego lavado con
agua destilada. El buffer de subfase fue en el caso de mielina Hepes 10 mM, 2 mM CaCl, y NaCl 145 mM

Las monocapas se sembraron a partir de soluciones frescas de mielina en cloroformo metanol 2:1. La
actividad sPLA, fue seguida por el decaimiento en potencial de superficie a area fija registrando la IT y el
potencial de superficie en la cuba de Langmuir. El cero de potencial se fijé luego de 10 minutos de colocar el
buffer. Las medidas se realizaron bajo agitacion continua. La misma cantidad de enzima (mismo stock) se
inyectd en las distintas condiciones ensayadas (tipo de sustrato, presion inicial) a menos que se aclare.. Las
medidas fueron realizadas a 24-26°C.

La incubacion pre-mezcla, se hizo con 25 pL de suspension de mielina (aprox. 12.5 mg/mL) en
buffer, y 0.3 pug de enzima (Cf ~ 860 nM), y se incub6 1h a 37 °C. Luego esos 25 uL se agregaron a 950 puL
de C : M 2:1, se homogeneiz6 bien y se sembro con jeringa hasta la I1 deseada (usualmente cerca de 20

mN/m).

Parte 4.4. Medidas liberacion de acidos grasos.

Se utiliz6 el kit NEFA de WAKO Chemicals para cuantificar acidos grasos libres enzimaticamente
(Introduccion, pag. 32). Se descartd que hubiera un efecto inhibitorio en las enzimas de este ensayo
colorimétrico por el EDTA utilizado para detener la reaccion. Puesto que las muestras presentaron turbidez,
luego de finalizar el agregado de todos los reactivos, se centrifugaron a 14.100xg por 3 minutos y se midi6 el
sobrenadante a dos longitudes de onda, 550 nm (pico) y a 660 nm (usado para descontar dispersion). La
curva de trabajo se hizo con diluciones de estandar de acido oleico sin mielina y con mielina (como estandar
interno). Se descontd también el color obtenido por la mielina sin incubado con enzima (acidos grasos libres
provenientes de hidrolisis no enzimatica probablemente). Se controlé también que las preparaciones
enzimaticas no afectaran el ensayo colorimétrico (mezcla solucion de enzima a concentraciéon de uso con
acido oleico dio color esperado, y mezcla de solucion de enzima sin acido oleico no dio color) ya sea por
inactivacion de algunas de las enzimas de los reactivos del kit, o debido al arrastre de acidos grasos.

El ensayo general consistio en 10 pL de mielina 12 mg/mL en mismo buffer que ensayos para

difraccidon como sustrato.
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Para el caso del tratamiento enzimatico, se agreg6 1 uL. de 0.005ug/ul. o bien 1.7 uL de 0.3ug/pL de
sPLA; de veneno cobra o pancreatica porcina y H,O MQ para volumen final 20 pL. Ademas, se prepararon
tubos por duplicados a los cuales no se les agregaria el reactivo A, esto se hizo para descontar la absorbancia
aparente a 550 nm por la dispersion de la suspension de mielina en cada condicion.

Para el caso de los tubos con estandar se puso 1 o 10 pL de acido oleico 1 mM, completando con
H,O hasta 20 pL. Para descontar la absorcion aparente a 550 nm por la dispersion de la suspension, como en
el caso anterior, se prepard un tubo idéntico con volumen de agua en reemplazo del volumen de reactivo de
color A.

Se homogeneizd con vortex unos segundos y se dejo a 37 °C por 1h. Luego se agregd 112.5 pL del
reactivo A (excepto en los tubos control de dispersion, como se dijo anteriormente) y se incubd 5 minutos a
37°C. Después se anadio 37.5 uL de reactivo B, y se incub6 8 minutos a 37°C. El volumen final fue 170 pL
para todos los tubos. Finalmente se midi6 a 550 nm en alicuotas de 40 pL por triplicado. El reactivo B inhibe
la accidon del reactivo A (posiblemente la sintesis de acil-coA). Se corrigid la absorbancia a 550 nm restando
el valor del tubo sin el reactivo de color para cada caso. Todo el protocolo anterior se repitid dos veces mas

para ver la dispersion de datos.
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Marcas y proveedores

El agua de mayor pureza utilizada (aproximdamente 5 ppb de materia orgénica y 18.2 MQ

de conductividad a 25°C se obtuvo con equipo MilliQ, de MilliPore

Reactivos y enzimas

Acido a-ciano-4-hidroxicinamico Sigma C8982
Acrilamida BioBasic
Ampicilina Sigma

Agarosa Biodynamics B030
Bis acrilamida BioBasic
Bromuro de etidio Promega H5041
Cisteina (L-cisteina) Sigma
Cloranfenicol Sigma

Azul Brillante de Coomassie (Coomassie Blue R-250) BioBasic
Cloruro de calcio Merck

Cloruro de sodio Merck/ JT Baker
Cloruro de guanidinio Sigma

DLPC (L- dilauroil-fosfatidil-colina)

Avanti 850335P

DNTPs Biodynamics
Inhibidor recombinante de ARNasas, RNAsin Promega N2511
Enzima ADNAsa I SIGMA
Enzima ARNAsa A SIGMA
Enzima T4 ADN ligasa Promega
Enzima M MLV (transcriptasa reversa) Promega M1701
Enzima Pfu (polimerasa de ADN) Biodynamics
Enzima GoTaq (polimerasa de ADN) Promega
Enzima transcriptasa reversa MMLV Promega
Enzimas de restriccion Promega
Enzima Tripsina, grado espectrometria de masas Promega V5111
Etanol anhidro Merck
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Filtro de PVDF hidrofilico, poro 0.22 pm, 47 mm didmetro, DURAPORE | Millipore GVWP04700

Fenol :cloroformo :isoamilico 125:24:1 pH=4.7 Sigma

Glicerol 87% Merck

Isopropanol Merck

Metanol Merck

SDS

Sulfato de niquel Tetrahedron

TEMED

Tris base Sigma

Tris.HCI Sigma

Urea Sigma

Insumos y Kits

Filtros AMICON 100 K, 50K, 3K y Filtro 0.22 ym PVDF Millipore

Kit para minipreparaciones plasmidicas Axygen

Kit para fragmentacion asistida Ettan CAF-MALDI Sequencing Kit Amersham B. 17-
6002-97

Kit para minipreparaciones plasmidicas Wizard® Plus SV Promega

Kit para purificacion de ADN :Wizard SV Gel & PCR CleanUP System Promega

Marcador ADN (1KbPlus) Invitrogen

Marcador Proteina (Benchmark) Invitrogen

Membranas de dialisis 10 kDa y benzoiladas 3kDa Sigma

Plasmido pG-KJES8 Takara Bio

Plasmido pGEM-T Easy Promega

Solucion desnaturalizante para extraer ARN (RNAgents® Denaturing | Promega Z5651

Solution)

Tiras de gradiente de pH inmobilizado (IPG), Immobiline DryStrip pH 4-7, | GE Healthcare 17-

7 cm 6001-10
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Software
4000 Series Explorer, manejo de equipo MALDI-TOF-TOF Applied Biosystems
NTI Vector 10. Manejo de secuencias de proteina y ADN, disefio de oligos, | Invitrogen
y graficos
Word 2003. Procesador de textos Microsoft
Powerpoint 2003. Presentacion y graficos Microsoft
Inkscape. Dibujos vectoriales. Inkscape
Origin 7.0, célculos y graficos de datos Microcal
Data Explorer 4.9 (Build 115). Procesamiento datos de espectrometria de | Applied Biosystems
masa y graficos
Layer Builder. Captura y procesamiento de datos de ensayos de monocapas | KSV
Fit 2D, integracion radial de difractogramas (experimentos SAXS) Andy Hammersley

Equipos y columnas de cromatografia

Electroporador Gene Pulser Xcell Microbial System

Biorad, 165-2662

Cubetas para electroporacion 2mm

Biorad, 165-2082

Cubetas para UV Hellma

Akta Purifier General Electric
Centrifuga refrigerada Eppendorf
Centrifuga de mesa Mini Spin Plus Eppendorf
Columna Superdex 75 HR 10/30 Pharmacia
Columna Mono Q GE Healthcare
Fuente de electroforesis Biorad
Espectrofotometro rango visible MiniSpec Mini Amersham
Espectrofotometro UV-Visible Shimadzu
Espectrometro de masas MALDI-TOF/TOF 4800® | Ab Sciex
Homogeneizador de tejido Ultra turrax

pHmetro

pHmetro - electrodo

Termocicladores

Biorad, Eppendorf o Biometra
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Servicios
Secuenciacion: Macrogen corp. USA y Universidad de chicago ((University of Chicago
Cancer Research Center-DNA Sequence Facility)

Sintesis de oligonucleotidos:: Ruralex (Argentina) y SIGMA (Argentina),

Cepas de bacterias

Las cepas E.coli BL21 (DE3) y Origami (DE3) fueron de Novagen
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