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RESUMEN

Las metaloproteinasas de venenos de serpientes (MPVS) son enzimas dependientes de
zinc presentes en los venenos de la familia Viperidae, que se caracterizan por provocar
hemorragia local y sistémica. Se ha propuesto que la degradacién de componentes de la
membrana basal (MB) es un paso esencial en el mecanismo de hemorragia inducido por
MPVS, ya que debilita la microvasculatura. Dentro de las proteinas de la MB
involucradas se puede encontrar el colageno IV y laminina, cuya degradacion por parte
de las MPVS se ha demostrado que posee un papel importante en el desarrollo de
hemorragia. Sin embargo, aun no se conocen los exositios de las MPVS que podrian
mediar la interaccion con proteinas de la MB, y en cuales dominios de las MPV'S podrian
estar presentes estos exositios. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la
interaccion del coladgeno 1V y la laminina con metaloproteinasas hemorragicas de venenos
de serpientes tipo PI, P11y el fragmento DC con el fin de identificar regiones moleculares
que participan en esta interaccion. Se demostré mediante ensayos in vitro que la CsH1,
una MPVS de tipo PIII, es capaz de unirse al coldgeno IV y la laminina, siendo esta
interaccién independiente de su actividad proteolitica pero dependiente de su estructura
terciaria. En contraste, la BaP1, una MPVS tipo PI, mostré muy leve interaccion con estas
proteinas de la MB. En el caso del fragmento DC de la CsH1 no se observd interaccién
con el colédgeno IV y la laminina en las condiciones estudiadas, lo que sugiere que esta
interaccién puede estar dada principalmente por el dominio metaloproteinasa. Ademas,
se encontr6 que la unién previa del colageno IV ala CsH1 o a la BaP1 reduce la actividad
proteolitica y la capacidad de causar hemorragia de estas toxinas, indicando que el sitio
de unién del coladgeno a las MPVS es cercano a su sitio catalitico. Por otro lado, en
ensayos ex vivo la CsH1 se distribuy6 en la MB de los vasos sanguineos, mientras que el
fragmento DC se localiza de manera mas difusa en el tejido, respaldando los resultados
obtenidos en los ensayos de union in vitro. Finalmente, los estudios de interaccion
mediante péptidos sintéticos derivados de regiones moleculares de la CsH1 y la BaP1 no
arrojaron conclusiones definitivas, principalmente debido a limitaciones del disefio del
estudio de docking y la falta de estructura tridimensional en los péptidos sintetizados.
Estos resultados aportan nuevo conocimiento acerca de las regiones de las MPVS que
interacttan con el colageno IV y la laminina, asi como las diferencias en la union de las

MPVS de tipo Pl y PIII a estas proteinas.
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ABSTRACT

Snake venom metalloproteinases (SVMP) are zinc-dependent enzymes present in the
venoms of the Viperidae family, characterized by causing local and systemic hemorrhage.
The degradation of basement membrane (BM) components has been proposed as a key
step in the hemorrhage mechanism induced by SVMP, as it weakens the
microvasculature. Among the BM proteins involved are type 1V collagen and laminin,
whose degradation by SVMP plays a significant role in the development of hemorrhage.
However, the exosites of SVMP that mediate interaction with BM proteins and the
domains in which these exosites might be present are still unknown. Therefore, the aim
of this work was to evaluate the interaction of type IV collagen and laminin with
hemorrhagic Pl and PIlII SVMP, and the DC fragment to identify molecular regions
involved in this interaction. In vitro assays demonstrated that CsH1, a PIIl SVMP, can
bind to type IV collagen and laminin, with this interaction being independent of its
proteolytic activity but dependent on its tertiary structure. In contrast, BaP1, a Pl SVMP,
showed very slight interaction with these BM proteins. The DC fragment of CsH1 did not
show interaction with type IV collagen and laminin under the conditions studied,
suggesting that this interaction is primarily mediated by the metalloproteinase domain.
Furthermore, the pre-binding of type IV collagen to CsH1 or BaP1 reduced the proteolytic
activity and hemorrhagic capacity of these toxins, indicating that the collagen binding site
on SVMP is close to their catalytic site. Ex vivo assays revealed that CsH1 localized to
the BM of blood vessels, while the DC fragment was more diffusely distributed in the
tissue, supporting the results obtained in the in vitro binding assays. Finally, interaction
studies using synthetic peptides derived from molecular regions of CsH1 and BaP1 did
not yield definitive conclusions, mainly due to limitations in the docking study design
and the lack of three-dimensional structure in the synthesized peptides. These results
provide new insights into the regions of SVMPs that interact with type IV collagen and

laminin, as well as the differences in binding between Pl and P11l SVMP to these proteins.
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1. INTRODUCCION
1.1 Venenos de serpiente

El accidente ofidico es considerado una enfermedad tropical desatendida y constituye un
importante problema de salud publica principalmente en los paises tropicales y
subtropicales (1). En América Latina y el Caribe, las serpientes responsables de dichas
mordeduras pertenecen a las familias Viperidae y Elapidae; sin embargo, los accidentes
méas comunes en la region son los ocasionados por serpientes de la familia Viperidae de

los géneros Bothrops y Crotalus (2-4).

Las mordeduras por serpientes de la familia Viperidae se caracterizan por la presencia de
efectos patoldgicos a nivel local y sistémico (3). A nivel local suele ocurrir edema, dolor,
hemorragia y mionecrosis, y a nivel sistémico se puede presentar coagulopatias,
hemorragia, hipovolemia, alteraciones renales y choque cardiovascular (1,3). Los
diferentes efectos clinicos son el resultado de la accidn de distintas proteinas presentes en
los venenos de estas serpientes, como por ejemplo fosfolipasas A2, serinaproteinasas,

proteinas tipo lectinas tipo C, disintegrinas y metaloproteinasas (3,5,6).
1.2 Metaloproteinasas de venenos de serpientes

Las metaloproteinasas de venenos de serpientes (MPVS) son enzimas dependientes de
zinc. Estructuralmente se pueden clasificar en metaloproteinasas de tipo PI, tipo P11 y tipo
P11 de acuerdo con los dominios que las conforman (7,8). Las MPVS de tipo Pl estan
compuestas unicamente por el dominio metaloproteinasa (Figura 1A) y poseen un peso
molecular de aproximadamente 25 kDa (8). Algunos ejemplos de estas proteinas son la
adamalisina Il de Crotalus adamanteus, la atrolisina C de Crotalus atrox y la BaP1 de
Bothrops asper (9-12). En el caso de las MPV'S de tipo PII, estas se caracterizan por tener
un peso molecular de entre 30 kDa a 60 kDa y estar formadas por el dominio
metaloproteinasa y el dominio disintegrina, ademas, pueden encontrarse como dimeros o
monomeros y en algunos casos el dominio disintegrina es liberado al ser procesado
proteoliticamente (13,14). Uno de los representantes de esta familia es la
metaloproteinasa BlatH1 aislada de la serpiente Bothriechis lateralis de Costa Rica (15).
Por otro lado, las MPVS de tipo PIIl son aquellas formadas por el dominio
metaloproteinasa, el dominio “tipo disintegrina” y el dominio rico en cisteina (Figura

1B); adicionalmente algunas pueden tener una subunidad similar a lectina tipo-C unida



por puentes disulfuro (9,13,16). Estas MPVS son las de mayor tamafio, debido a que su
peso molecular oscila entre los 60 kDa a los 100 kDa (13). Algunos ejemplos de este tipo
de proteinas son la CsH1 de Crotalus simus, la jararagina de Bothrops jararaca, la
atrolisina Ay la VAP de C. atrox (16,17)

A) B) ~
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Figura 1. Estructuras de una MPVS de tipo Pl y una de tipo PIIl. A) Estructura
tridimensional de la BaP1, una MPVS de tipo Pl suministrada por T. Lingott (18). B)
Estructura tridimensional de la catrocollastatin/VVAP2B, una MPVS de tipo PIII (7). Se
observa el dominio metaloproteinasa (M) en amarillo, el dominio tipo disintegrina (D)
con subdominio Ds (celeste) y Da (rosado), y el dominio rico en cisteina (C) con sus los

subdominios Cw (gris) y Cw (verde).

El dominio metaloproteinasa se caracteriza por estar compuesto por aproximadamente
200-210 residuos de aminoacidos y por presentar el sitio catalitico y la secuencia
consensuada HEXXHXXGXXH, la cual es responsable de la coordinacion del zinc y es
seguida por el giro de metionina que es el responsable de formar una base hidrofdbica
para la union del zinc (13,19). Este dominio posee una forma elipsoidal y se divide en
unaregion inferior y la region superior, donde se encuentra el sitio activo (16). EI dominio
metaloproteinasa en las diferentes MPVS presenta diferencias en un asa que conecta las
hélices en la region inferior; se ha demostrado que la secuencia de aminoécidos de esta
zona es variable y esto podria afectar el reconocimiento de sustratos debido a que forma
parte de los bolsillos (pockets) de unién al sustrato (19). A nivel biolégico este dominio

es muy importante para la produccion de hemorragia, debido a que se ha demostrado que



mutaciones en el sitio catalitico de las MPVS provocan perdida de la actividad

hemorragica de las mismas (14).

Los dominios disintegrina y “tipo disintegrina” son dominios no cataliticos que poseen
una secuencia especifica para la unién a integrinas (7,13). Mediante estudios de
cristalografia se ha determinado que en algunas metaloproteinasas estos dominios tienen
una forma de C y se suelen dividir en los subdominios D hombro (Ds por sus siglas en
inglés) y D brazo (Da por sus siglas en inglés) del dominio disintegrina (7). Los
subdominios Dsy Da consisten en una serie de giros que forman la estructura del brazo
y se unen con la region N-terminal del subdominio C mufieca (Cw por sus siglas en inglés)
del dominio rico en cisteina para darle origen a la forma de C (19). Estos subdominios
poseen tres enlaces disulfuro cada uno mientras que el subdominio Cw posee Unicamente
uno; ademas, entre ellos se encuentran unidos por enlaces de este tipo lo que le da
estabilidad a la forma de C (7). Por otro lado, en el caso de las MPVS de tipo Pl se ha
propuesto que el dominio “tipo disintegrina” cumple un papel en la hemorragia causada

por estas MPVS (13,18).

El dominio rico en cisteina esta compuesto por aproximadamente 120 residuos de
aminoacidos de los cuales 13-15 son residuos de cisteina (19). Dichos residuos forman 2
hélices alfa, 4 laminas beta y un asa, la cual es estabilizada por enlaces disulfuro (13,16).
Este dominio se divide estructuralmente en los subdominios C mufieca (Cw por sus siglas
en inglés) y C mano (Cw por sus siglas en inglés), donde el Cw esté asociado el dominio
disintegrina como se menciond anteriormente y el subdominio Cn consiste en asas
plegadas irregularmente unidas por enlaces disulfuro (19). En este dominio se encuentra
la region hipervariable (HVR por sus siglas en inglés), la cual se ubica cerca del sitio
catalitico, por lo que podria ser importante para la interaccion de las MPVS con otras

proteinas, como por ejemplo las proteinas de la membrana basal (MB) (7).

Las MPVS poseen numerosos efectos bioldgicos, los cuales pueden variar dependiendo
de los dominios presentes en la proteina y de los sustratos que son capaces de degradar
(13). Algunos de estos efectos son la participacion en procesos inflamatorios, la alteracion
de la hemostasia, la generacion de mionecrosis y dermonecrosis, y la produccion de
hemorragia (18,20-22).



El mecanismo por el cual las MPVS producen hemorragia ain no se ha elucidado por
completo; sin embargo, se ha propuesto que la accién hemorrégica de estas proteinas
ocurre en dos pasos (23). Primero, se debilita la estructura de los capilares mediante la
degradacion de proteinas de adhesion de las células endoteliales y componentes de la MB
de la microvasculatura por parte de las MPVS (18,23). Esto debilita mecanicamente la
pared vascular. Posteriormente, se pierde la integridad de los capilares debido a la accion
de fuerzas hemodindmicas como la presion hidrostatica y la fuerza de cizalla, que
ocasionan la distension y el adelgazamiento de las células endoteliales de la
microvasculatura, lo cual lleva finalmente a la pérdida de la integridad del capilar y la

extravasacion de eritrocitos y otros componentes sanguineos (23,24).
1.3 Membrana basal

La MB es una capa de proteinas de la matriz extracelular especializada, que se caracteriza
por encontrarse en la base de las células epiteliales y endoteliales (25,26). La MB tiene
funciones estructurales debido a que brinda soporte al epitelio y al endotelio y también
de regulacién celular al influir en su diferenciacion, proliferacion, migracion y muerte
celular (27). Ademas, la MB es importante en procesos de regeneracion de tejidos,
permeabilidad vascular, desarrollo embrionario y posee funciones muy variadas

dependiendo de la zona en la que se encuentre (25-27).

La MB posee un grosor de aproximadamente 40-120 nm y esta compuesta por una gran
variedad de proteinas; sin embargo, los cuatro principales componentes son colageno IV,
laminina, nidogén y perlecan (Figura 2) (26,27). El coladgeno 1V y la laminina forman
redes independientes, las cuales se interconectan por nidogeén, el cual actiia como puente
entre ambas moléculas teniendo un rol critico en el ensamblaje de la MB, y proteoglicanos
de heparan sulfato como el perlecan, que se caracteriza por ser importante para el
ensamblaje de la MB (28).



Laminina

Colageno IV

Nidogen

Membrana celular

Integrinas~ A

Figura 2. Componentes de la MB. Representacion de las proteinas presentes en la
MB, adaptado de Gutiérrez et al 2016 (29).

La laminina es una glicoproteina compuesta por tres cadenas polipeptidicas (a, B, )
unidas mediante enlaces disulfuro (27). Se han encontrado al menos 15 isoformas de
laminina en animales y su diferenciacion depende de la composicion de sus cadenas
(30,31). Ademas, dicha proteina posee la capacidad de formar redes y unirse a receptores
celulares (31). La laminina participa en una gran cantidad de procesos celulares como la

adhesion, diferenciacion y migracion celular (32).

Por otro lado, el colageno 1V es una proteina fibrosa que se encuentra Unicamente en la
MB de los animales y forma parte de la superfamilia de colagenos (33). Este colageno
estd formado por protomeros compuestos por tres hélices alfa, las cuales son codificadas
por diferentes genes (33,34). El coladgeno IV se clasifica como una proteina formadora de
redes, siendo la Unica proteina de la MB que forma una red unida covalentemente, por lo
que se encarga de proveer soporte estructural y organizacion a la MB (33,35). Posee gran
cantidad de sitios de union a proteinas, como por ejemplo a integrinas y el factor de Von
Willebrand, asi como al glicosaminoglicano heparina (33,36). La alteracion del colageno
IV puede generar diferentes enfermedades como trastornos a nivel renal o en la piel (35—
37). Ademas, se ha visto que mutaciones en algunos de los genes que codifican para el
coladgeno IV como el COL4Al1 y COL4A2 se asocian con la presencia de hemorragia

intracerebral (38).

1.4 Estudios de interaccion de las regiones de MPVS con proteinas de la

membrana basal y otras proteinas circundantes



Al estudiar el mecanismo de la hemorragia producida por las MPVS mediante ensayos in
vitro e in vivo se ha observado que la degradacion de componentes de la MB cumple un
papel importante dentro del mismo (39). Sobre todo, se destaca la importancia de la
hidrdlisis del colageno IV para la desestabilizacion de la microvasculatura en la
hemorragia causada por MPVS, debido a que se ha observado que el colageno IV es
degradado por las MPVS hemorragicas, pero no por las MPVS no hemorragicas
(17,20,39,40). Por otro lado, se ha propuesto que metaloproteinasas hemorragicas de los
grupos PIl'y PIII, ademéas de degradar las proteinas de la MB son capaces de unirse a
ellas: estudios in vivo mediante el uso de microscopia confocal han demostrado que
MPVS hemorragicas de tipo PIl y Pl colocalizan con el colageno IV en la MB de la

microvasculatura mientras que una Pl no muestra una colocalizacion tan clara (17,41).

Se han estudiado las interacciones especificas de MPVS con proteinas de la MB y otras
proteinas de la matriz extracelular, y se ha encontrado que el dominio disintegrina podria
ser importante en esta interaccion y para la actividad hemorragica de la toxina. Un estudio
realizado por Tanjoni et al. 2003 que utiliza anticuerpos monoclonales contra la
jararagina, una MPVS de tipo PIIl hemorragica, encontrd que el anticuerpo MAJars3 que
reconoce la region C terminal del dominio disintegrina neutralizd la actividad
hemorragica de la jararagina y la union al colageno I, por lo que se sugirié que este
dominio podria ser importante para la actividad hemorrégica de la toxina (42). En otro
estudio se comparé la jararagina con la beritractivasa, una MPVS de tipo PIII
procoagulante y no hemorragica, en su capacidad de union a colageno. Se observo que la
jararagina, a diferencia de la beritractivasa, se une a los colagenos I y IV mediante un
motivo localizado en el subdominio Da del dominio disintegrina (43). En adicién, la
jararagina es capaz de unirse al colageno | por una secuencia distinta a la que se une a la
integrina azf1, debido a que se unié al coldgeno | mediante el dominio disintegrina (44).
En otros ensayos se estudiaron MPV'S presentes en el veneno de B. jararaca como la HF3
y la bothropasina (P1I1), la BJ-PI (P1) y el fragmento DC de la bothropasina; se encontrd
que tanto HF3 y bothropasina interactian con fibrindgeno, fibronectina, laminina,
colageno | y colageno VI, sin embargo, no se detect6 union de BJ-PI, una MPVS de tipo
Pl, a estas proteinas. Por su parte, el fragmento DC solo se uni6 al colageno | y colageno
VI, lo cual evidencia que el dominio DC podria cumplir un rol clave en la unién a los

coldgenos mencionados (45).



Por otro lado, algunos estudios han demostrado que el dominio rico en cisteina también
podria participar en la interaccion de las MPVS con proteinas de la MB y de otros
componentes de la matriz extracelular. Por ejemplo, la jararagina ha demostrado en
ensayos in vitro union a la integrina o231 por medio de una secuencia presente en el
dominio rico en cisteina (44). También, mediante ensayos in vitro, se demostro que la
atrolisina A, una MPVS de tipo PIII, se une al colageno | y al factor de VVon Willebrand
por medio de exositios ubicados en el dominio rico en cisteina (46). Ademas, se ha
demostrado en ensayos in vitro que la atragina, una MPVS de tipo P11l del veneno de una
cobra de Taiwan, se une a otras proteinas como las integrinas, especificamente la avf33,
mediante una secuencia ubicada en la region hipervariable del dominio rico en cisteina
(47).

En cuanto al dominio metaloproteinasa, existen algunos estudios que han demostrado su
participacion en la interaccion de las MPV'S con proteinas de la MB y otros componentes
de la matriz extracelular. Por ejemplo, un estudio que utiliza ensayos in silico e in vitro
encontré que anticuerpos especificos contra el epitopo BotEpl ubicado en el sitio
catalitico de la toxina bothropasina, una MPVS de tipo PIII hemorragica, neutralizaron
por completo la hemorragia producida por el veneno de B. jararaca (48). Ademas, por
medio de un estudio de docking se evalu6 el modo de interaccion de MPVS de tipo PI
hemorrégicas y no hemorragicas con el coldgeno IV y el perlecan y se observo que las
toxinas hemorragicas se unen al dominio triple hélice del colageno IV y el dominio 1G3
del perlecan formando complejos cataliticos, a diferencia de las no hemorrégicas en
donde el sitio catalitico de la enzima no participa en la interaccion con estos dominios
(49). Finalmente, en otros estudios in silico ain no publicados por el grupo de
investigacion de metaloproteinasas del Instituto Clodomiro Picado se observaron los
principales sitios de union de una metaloproteinasa hemorragica de tipo PIlI al colageno
IV. Esta union se dio mediante exositios presentes en los dominios metaloproteinasa y

rico en cisteina.

Por lo tanto, ante este panorama, la presente propuesta de investigacion pretende realizar
ensayos in vitro para evaluar la interaccion de los distintos dominios presentes en MPVS
de tipo Pl 'y PIII con proteinas de la MB, como el colageno IV y la laminina, con el fin

identificar las regiones moleculares que participan en dicha interaccion.



2. JUSTIFICACION

Los accidentes ofidicos por mordedura de serpiente son considerados una enfermedad
tropical desatendida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (50). Los
envenenamientos por serpientes de la familia Viperidae pueden provocar dafos tanto a
nivel sistémico como local, donde destaca la presencia de edema, dolor, mionecrosis y
hemorragia, los cuales pueden dejar secuelas fisicas que afectan la calidad de vida de las
personas. A pesar de que existen tratamientos contra las mordeduras de serpiente como
los sueros antiofidicos, muchas veces la inhibicion de los efectos locales se logra sélo
parcialmente. Por lo tanto, es necesario el desarrollo de nuevos tratamientos que
prevengan los efectos locales. Para esto es necesario la comprension del mecanismo de
accion de las toxinas responsables de dichos efectos. Dentro de estas toxinas, las MPVS
hemorragicas son unas de las mas relevantes ya que participan en varios de los efectos

patologicos citados.

Consecuentemente, se ha estudiado el mecanismo de produccion de hemorragia causado
por proteinas como las MPVS con el fin de identificar posibles blancos terapéuticos; sin
embargo, este no ha sido elucidado por completo. Se ha propuesto que la accion
hemorragica de las MPVS involucra la degradacién de componentes de la MB (18,23).
Dentro de las proteinas de la MB involucradas se puede encontrar el colageno 1V, cuya
degradacion por parte de las MPVS se ha demostrado que posee un papel importante en
el desarrollo de hemorragia; ademas, se ha demostrado que MPVS de tipo PIl y PIlII
colocalizan con proteinas de la membrana basal de la microvasculatura (17); sin embargo,
aun no se conoce los exositios de las MPVS que podrian mediar la interaccion con
proteinas de la MB, y en cuales dominios de las MPVS podrian estar presentes estos

exositios.

Por otra parte, se han realizado estudios in silico ain no publicados por nuestro grupo de
investigacion, donde se encontrd que los principales sitios de unién de una MPVS de tipo
PIII al coladgeno IV se encuentran en los dominios metaloproteinasa y rico en cisteina.
Por lo tanto, es importante verificar estos resultados mediante pruebas in vitro y
profundizar en el estudio de la interaccion de los distintos dominios de las MPVS con
proteinas de la MB para poder identificar de manera mas precisa las regiones moleculares
que participan en dicha interaccion. Lo anterior resulta importante en la basqueda de

moléculas capaces de inhibir esta interaccion, con el fin de inhibir la hemorragia



producida por el envenenamiento. EI conocimiento generado podria llevar a largo plazo
al desarrollo de un medicamento que complemente el tratamiento con suero antiofidico,
el cual se base en la interferencia con la union de estas toxinas a sus blancos en la MB;
ademas, debido a la similitud de las MPVS con las metaloproteinasas de matriz y las
ADAMs, que son metaloproteinasas enddgenas que participan en diversos fendmenos
patoldgicos, también puede contribuir al estudio de la fisiologia y patologia de estas

metaloproteinasas en mamiferos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar la interaccién del colageno 1V y laminina con metaloproteinasas hemorragicas

de venenos de serpientes tipo P, P11l y el fragmento DC con el fin de identificar regiones

moleculares que participan en la interaccion.

321

3.2.2

3.2.3

3.24

3.2 Objetivos especificos

Comparar la union de una metaloproteinasa tipo PI, una metaloproteinasa tipo PI11
y el fragmento DC a las proteinas colageno IV, laminina y MB mediante ensayos
in vitro y ex vivo.

Evaluar el papel de la actividad proteolitica en la interaccion de una
metaloproteinasa tipo Pl y una metaloproteinasa tipo PIII con las proteinas
colageno 1V y laminina mediante ensayos in vitro.

Identificar exositios en las metaloproteinasas de venenos de serpientes que
participan en la unién a las proteinas colageno IV y laminina por medio de
estudios de la interaccidn entre estas proteinas con péptidos sintéticos disefiados
a partir de distintas regiones moleculares de las metaloproteinasas.

Evaluar el efecto de la interaccion entre metaloproteinasas de venenos de
serpiente de tipo Pl y P11 con las proteinas colageno 1V, laminina y matrigel sobre
la actividad proteolitica y hemorragica de estas toxinas mediante ensayos in vitro

e in vivo.
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4. MATERIALESY METODOS
4.1 Obtencién de las MPVS

Los venenos utilizados fueron suministrados por el serpentario del Instituto Clodomiro
Picado y estdn compuestos por un liofilizado de un pool de veneno obtenido de al menos
20 especimenes adultos colectados en diversas regiones del pais. La metaloproteinasa de
tipo P1 utilizada fue la BaP1, la cual se aisl6 a partir del veneno de la serpiente Bothrops
asper mediante cromatografia de intercambio i6nico en CM-Sephadex C-50, seguido de
una cromatografia de afinidad en Affi Gel Blue, de acuerdo con la metodologia descrita

anteriormente por el grupo de investigacion del Instituto Clodomiro Picado (51).

La metaloproteinasa de tipo P11 fue la CsH1, la cual se obtuvo del veneno de la serpiente
Crotalus simus mediante cromatografia de intercambio iénico en DEAE-Shepharose (17).
El dominio DC de la toxina CsH1 se purifico mediante de cromatografia liquida de alto
desemperio (HPLC, por sus siglas en inglés). Brevemente, se incubo la CsH1 purificada
en un buffer Tris HCI 0,015 M a pH 8 durante 3 dias a temperatura ambiente para permitir
su autoprotedlisis. Posteriormente, la muestra se centrifug6 a 13000 RPM durante 5
minutos y se inyectd en un sistema HPLC Agilent 1200 acoplado a un detector de indice
de refraccién utilizando un loop de 500 ul y una columna de C8. La elucion se llevé a
cabo con un flujo de 1 ml/min y un gradiente de solucion A (agua) y B (acetonitrilo),
comenzando con 5% de B durante 2 minutos, aumentando a 18% durante 18 minutos,
luego a 50% durante 2 minutos y finalmente alcanzando 80% durante 4 minutos. Después,
se mantuvo a 80% durante 4 minutos mas y se restablecié al 5%. Se monitored la
absorbancia a 215 nmy se recolectaron manualmente las fracciones, que luego se secaron
en un concentrador al vacio. Para algunos experimentos se trabajé con una preparacion
de CsH1 purificada mediante HPLC siguiendo el mismo protocolo descrito anteriormente

para el DC.
4.2 Animales de experimentacion

Los animales se obtuvieron del Bioterio del Instituto Clodomiro Picado de la Universidad
de Costa Rica. En todas las pruebas se utilizaron ratones CD1 con un peso entre 18-20 g.
Para las pruebas de hemorragia los ratones fueron de ambos sexos y para la obtencién del
musculo cremaster se utilizaron Unicamente machos. El uso de animales en este trabajo

fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuido y Uso de Animales, de la
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Universidad de Costa Rica, bajo el nimero CICUA-21-2023. Los animales se
mantuvieron en ciclos de luz y oscuridad de 12 horas, suministro de comida ad libitum y

condiciones estandar de temperatura y humedad controlada.

4.3 Evaluacion de la union de las MPVS a colageno 1V y laminina
4.3.1 Dot blot

Se coloc6 BaP1 (4 pg), CsH1 (4 ug) y DC (4 pg) en una membrana de nitrocelulosa hasta
su secado. Posteriormente, se bloqued la membrana con leche descremada al 2% y se
incubo con colageno 1V (Cultrex®) a una dilucion 1:100 o laminina (Invitrogen®) a una
dilucidn 1:200 a 4°C durante toda la noche. Posteriormente, se incub6 con un anticuerpo
de anti-colageno IV (Abcam 6586) a una dilucion 1:1000 o anti-laminina (Abcam 11575)
a una dilucién 1:1000, por 1 hora, a temperatura ambiente, para detectar el colageno IV
0 la laminina unida a las diferentes MPVS. Luego se agregé un anticuerpo anti-
inmunoglobulina conjugado con peroxidasa (Sigma A6154) a una dilucion 1:6000 y se
incubd por 1 hora a temperatura ambiente. Los lavados se realizaron con TBS-Tween 20
al 0,05%. Finalmente, se revel6 mediante quimioluminiscencia utilizando el kit comercial

Pierce™ ECL Plus Western y el sistema de imagenes ChemiDoc XRS+ (BioRad).
4.3.2 Western Blot

Se realiz6 una electroforesis de 16 pug BaP1 (0,8 pug/uL), 16 pug CsH1 (0,8 pg/uL) y 16
pg del fragmento DC (0,8 pg/puL) en un gel de poliacrilamida al 12% en condiciones
reductoras y no reductoras. Posteriormente, se transfirieron las proteinas a una membrana
de nitrocelulosa, se bloqued la membrana con leche descremada al 2% y se incubd con
colageno IV (Cultrex®) a una dilucion 1:100 o laminina (Invitrogen®) a una dilucion
1:200 a 4°C durante toda la noche. Posteriormente, se incubd con un anticuerpo de anti-
colageno IV (Abcam 6586) a una dilucion 1:1000 o anti-laminina (Abcam 11575) a una
dilucion 1:1000, por 1 hora, a temperatura ambiente, para detectar el colageno 1V o la
laminina unida a las diferentes metaloproteinasas. Luego se agregd un anticuerpo anti-
inmunoglobulina conjugado con peroxidasa (Sigma A6154) a una dilucion 1:6000 y se
incubd por 1 hora a temperatura ambiente. Los lavados se realizaron con TBS-Tween 20
al 0,05%. Finalmente, se revelé mediante quimioluminiscencia utilizando el kit comercial

Pierce™ ECL Plus Western y el sistema de imagenes ChemiDoc XRS+ (BioRad).
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4.3.3 Ensayos de unién en fase sélida

Para la realizacién de los ensayos se llevo a cabo un proceso previo de biotinilacion de
las MPVS. Para esto, se utilizd el kit "Biotin-XX Microscale Protein Labeling Kit"
(Invitrogen B30010). Brevemente, se disolvieron cada una de las metaloproteinasas o el
fragmento DC en PBS y se mezcl6 100 pL de la solucion con 10 pL de bicarbonato de
sodio 1 M. Luego, se agregd biotina a la solucién y se incubd por 15 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se elimind el exceso de biotina mediante filtracion
en gel y se determind la concentracion de toxina biotinilada utilizando un
espectrofotometro. En adicion, se determind el grado de biotinilacion de las toxinas
utilizando el kit "FluoReporter Biotin Quantitation Assay Kit *for biotinylated proteins*"
(F30751 Invitrogen).

Para los ensayos se prepararon tres placas de 96 pocillos de fondo plano, una se recubrid
con colageno IV (Cultrex®) a una dilucion 1:100, otra con laminina (Invitrogen®) a una
dilucién 1:200 y la otra con matrigel (Cultrex®) a una dilucion 1:200, y se dejaron
incubando durante toda la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, se realiz6 un
bloqueo con leche descremada al 2% y se afadieron cantidades equimolares de los
diferentes tipos de MPVS biotiniladas: CsH1 (1ug), CsH1 (1pg) purificada por HPLC
(CsH1wpLc), DC (0,5ug) y BaP1 (0,5ug) en los pocillos, por triplicado, y se incub6 por
15 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente, se agregé un conjugado de
estreptavidina-peroxidasa (Thermo Scientific™) a una dilucién 1:15000 y se incub0 la
placa durante 1 hora, a temperatura ambiente. Los lavados se realizaron con PBS.
Finalmente, se reveld con el sustrato para peroxidasa o-feniléndiamina (2 mg/ml) y se
midio la absorbancia a 492 nm con el espectrofotometro Multiskan SkyHigh Thermo

Scientific™., Los analisis se realizaron por triplicado.
4.3.4 Ensayos de unién en fase sélida de competencia

Para evaluar el papel del fragmento DC en la union de la CsH1 con el colédgeno IV vy la
laminina, se llevaron a cabo ensayos de union en fase sélida de competencia entre el
fragmento DC y la CsH1. Para esto se prepararon tres placas de 96 pocillos de fondo
plano, una se recubrié con colageno IV (Cultrex®) a una dilucion 1:100, otra con
laminina (Invitrogen®) a una dilucion 1:200 y la otra con matrigel (Cultrex®) a una

dilucion 1:200, y se dejaron incubando durante toda la noche a temperatura ambiente. Al
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dia siguiente, se bloguearon con leche descremada al 2%. Luego, se afiadio a la placa el
fragmento DC (5 pg) sin biotinilar y se incub6 por 15 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente, se agrego la CsH1 biotinilada (0,5 p1g) y se incubd durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se agreg6 un conjugado estreptavidina-peroxidasa
(Thermo Scientific™) a una dilucién 1:15000 y se incub6 durante una hora a temperatura
ambiente. Los lavados se realizaron con PBS. Finalmente, se revel6 con el sustrato para
peroxidasa o-feniléndiamina (2 mg/ml) y se midio la absorbancia a 492 nm con el
espectrofotometro Multiskan SkyHigh Thermo Scientific™. Los andlisis se realizaron

por triplicado.

4.4 Evaluacion del papel de la actividad proteolitica de las MPVS en la

interaccion con colageno 1V y laminina
4.4.1 Western Blot

Para evaluar el efecto de la actividad proteolitica de las MPVS en la union, se utilizo el
inhibidor de metaloproteinasas batimastat, que es un hidroxamato peptidomimético. Se
Ilevé a cabo en condiciones no reductoras el mismo protocolo descrito anteriormente en
la seccion 4.3.2, sin embargo, en este caso la membrana se incub6 con colageno IV
(Cultrex®) a una dilucién 1:100 junto con Batimastat (100 uM) a 4°C, durante toda la
noche. Posteriormente, se incubd con un anticuerpo de anti-coladgeno IV (Abcam 6586) a
una dilucion 1:1000 por 1 hora, a temperatura ambiente, para detectar el colageno 1V
unido a las diferentes metaloproteinasas, luego se agregé un anticuerpo anti-
inmunoglobulina conjugado con peroxidasa (Sigma A6154) a una dilucién 1:6000 y se
incubo por 1 hora, a temperatura ambiente. Los lavados se realizaron con TBS-tween 20
al 0,05%. Finalmente, se hizo el revelado mediante quimioluminiscencia utilizando el kit

comercial Pierce™ ECL Plus Western y el transiluminador ChemiDoc XRS+ (BioRad).

En adicion se realizaron ensayos de Western Blot en condiciones no reductoras siguiendo
el protocolo descrito en la seccion 4.3.2 utilizando CsH1 sin actividad proteolitica, la cual
se obtuvo durante la purificacion del DC por HPLC utilizando un gradiente de polaridad
con acetonitrilo que ocasiond la pérdida de su actividad proteolitica. Para confirmar la
pérdida de actividad enzimatica de la CsH1 se evalud la actividad proteolitica de la
metaloproteinasa sobre un sustrato de gelatina-FITC, el cual es un sustrato comun de las
MPVS. Se utilizo el kit EnzCheck Gelatinase/Collagenase Assay Kit de Molecular Probes
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(E-12055). Brevemente, se colocd en una placa de 96 pocillos buffer de reaccion en cada
pocillo, luego se adicioné la solucion de gelatina-FITC en cada pocillo seguido de las
soluciones de MPVS. Posteriormente, se midio la intensidad de fluorescencia a las 4 horas
a una longitud de onda de absorcion de 495 nm y a una longitud de onda de emision de
415 nm.

4.4.2 Ensayos de union en fase sélida

Se recubri6 una placa de 96 pocillos de fondo plano con 100 pL por pocillo de colageno
IV (Cultrex®) a una dilucion de 1:50 y se dej6 incubando durante toda la noche a
temperatura ambiente. Al dia siguiente, se realizé un bloqueo con leche descremada al
2% vy se afiadieron cantidades equimolares de las MPVS en los pocillos por triplicado:
CsH1 (10 ug) y BaP1 (5 ug) previamente incubadas con Batimastat (10 uM) durante 30
min a temperatura ambiente, ademas, como control se utilizaron las mismas toxinas
previamente incubada con PBS por 30 min. Las MPVS se incubaron durante un periodo
de 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, para detectar las MPVS unidas,
se agrego suero antiofidico polivalente liofilizado (ICP) a una dilucion de 1:400 y se
incub6 por 1 hora a temperatura ambiente. Seguidamente, se agregd un anticuerpo anti-
inmunoglobulina conjugado con peroxidasa (Sigma A6917) a una dilucion de 1:5000 y
se incubo por 1 hora a temperatura ambiente. Los lavados se realizaron con PBS luego de
cada periodo de incubacion. Finalmente, se revel6 con el sustrato para peroxidasa o-
feniléndiamina (2 mg/ml) y se midi6 la absorbancia a 492 nm en el espectrofotometro

Multiskan SkyHigh Thermo Scientific™., Los analisis se realizaron por triplicado.

En adicidn se realizaron ensayos de union en fase solida siguiendo el protocolo descrito
en la seccién 7.3.3 utilizando CsH1 sin actividad proteolitica. Esta toxina se obtuvo de
manera similar a la descrita en la seccién anterior. Para esto se evalud previamente la
actividad proteolitica de la metaloproteinasa sobre un sustrato de gelatina-FITC,
utilizando el kit EnzCheck Gelatinase/Collagenase Assay Kit de Molecular Probes (E-
12055).
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4.5 Evaluacion de la interaccion de péptidos de diferentes regiones de MPVS

con colageno IV
4.5.1 Obtencion de los péptidos

La seleccién de los péptidos a sintetizar se realiz6 a partir de un estudio de docking por
parte del PhD Kostas Kostas Kalogeropoulos de la “Technical University of Denmark”,
Lyngby, Denmark. Para el estudio de docking se eligié un péptido del colageno | que
corresponde a la region que se une a la integrina 231 (PDB 1Q7D) y se construyo un
modelo de  homologia para la CsH1l. Se utilizd  Swiss-model
(https//swissmodel.expasy.org/) con el fin de llevar a cabo la construccién del modelo de
CsH1, el cual se basé en la estructura resuelta de la Bothropasina (PDB 3DSL), una
MPV'S hemorrégica de tipo PIII presente en el veneno de B. jararaca. Posteriormente, se
utilizaron los softwares ZDOCK (http//zdock.umassmed.edu/) y Rosetta 3.5
(https//www.rosettacommons.org/) para los experimentos de acoplamiento in silico entre
la CsH1 y el péptido de colageno I. Segun estos ensayos, los sitios de mayor interaccion
de la CsH1 con el péptido de colageno | se encuentran en el dominio metaloproteinasa,
especificamente en un loop cercano al sitio catalitico, y en la region hipervariable del
dominio rico en cisteina (Figura 3). Por otro lado, en el dominio tipo disintegrina no se
encontrd una interaccion fuerte. Ademas, se observaron valores de interaccion superiores

del péptido de colageno I con la CsH1 en comparacion con la BaP1.

A) B)

- VTRP:1837 3~

Figura 3. Acoplamiento in silico entre la CsH1 y el péptido de colageno 1. A)

Interaccion entre la CsH1 (magenta) y el péptido del colageno | que se une a la integrina
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o231 (anaranjado). B) Residuos (amarillo) del dominio metaloproteinasa de la CsH1 que

interaccionan con el péptido del colageno I.

Teniendo en cuenta lo anterior, se encargd a la empresa Peptide 2.0 (VA, EU) la sintesis
de tres péptidos de la CsH1, uno correspondiente al dominio metaloproteinasa, uno al
dominio tipo disintegrina y otro al dominio rico en cisteina (Tabla 1). Ademas, se solicitd
la sintesis de un péptido del dominio metaloproteinasa de la BaP1. Estos péptidos tenian
una longitud entre los 17 a 25 residuos de aminoacidos segln la region y se sintetizaron

de manera ciclica y biotinilados para facilitar su deteccion.

Tabla 1. Péptidos de las MPVS CsH1 y BaP1 seleccionados y sintetizados a partir del

estudio de docking.

Péptido Secuencia Region

Péptido 1 CsH1

MRPEISPEPSTFFS

Dominio metaloproteinasa

Péptido 2 CsH1

ECRASMSECDPAEHCTGQS

Dominio tipo disintegrina

Péptido 3 CsH1

RKENGNKIPCAPED

Dominio rico en cisteina

Péptido 1 BaP1

SGSGCSQNQYETYLTNHNPQC

Dominio metaloproteinasa

4.5.2 Dot Blot de los péptidos seleccionados

Se colocaron cantidades iguales (1 pg) de péptido 1 de CsH1 (P1-CsH1), péptido 2 de
CsH1 (P2-CsH1), péptido 3 de CsH1 (P3-CsH1), péptido 1 de BaP1 (P1-BaP1) disueltos
en agua desionizada e hidroxido de amonio de 0,1% en una proporcion 1:1 y CsH1 en
una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) hasta su secado. Posteriormente, se
siguid el protocolo descrito anteriormente en la seccion 7.5.1 para la deteccion de unién

al colageno 1V.
4.5.3 Ensayos de unién en fase solida de los péptidos seleccionados

Se recubri6 una placa de 96 pocillos de fondo plano con 100 pL por pocillo de colageno
IV (Cultrex®) a una dilucion de 1:50 y se dej6 incubando durante toda la noche a

temperatura ambiente. Al dia siguiente, se realizé un blogueo con leche descremada al
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2% vy se afiadieron cantidades iguales de los péptidos (0,5 pg) disueltos en agua
desionizada e hidroxido de amonio de 0,1% en una proporcion 1:1 y se incubaron durante
un periodo de 15 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente, se agregd un conjugado
de estreptavidina-peroxidasa (Thermo Scientific™) a una dilucién 1:15000 y se incub6
la placa durante 1 hora, a temperatura ambiente. Los lavados se realizaron con PBS.
Finalmente, se reveld con el sustrato para peroxidasa o-feniléndiamina (2 mg/ml) y se
midio la absorbancia a 492 nm con el espectrofotometro Multiskan SkyHigh Thermo

Scientific™., Los analisis se realizaron por triplicado.

4.6 Evaluacion del efecto de la union a colageno 1V, laminina y matrigel sobre

la actividad proteolitica de las MPVS

Para la realizacion de los ensayos, se llevo a cabo un proceso previo de dializacion del
colageno IV utilizando casetes de diélisis Slide-A-Lyzer™. Brevemente, se inyecto la
solucion de colageno 1V en el casete y se incubd con agitacion en un buffer de reaccion
proteolitica (Tris HCI 0,5 M, NaCl 1,5 M, CaCI2 50 mM a pH 7,6) durante toda la noche
a 4 °C. Este procedimiento fue necesario debido a la incompatibilidad del kit para medir

actividad proteolitica con el pH de la solucion de colageno IV.

Posteriormente, con el fin de evaluar el papel de la union a proteinas de la membrana
basal y matriz extracelular sobre la actividad proteolitica de las MPVS se pre-incubaron
soluciones de CsH1 (2 ug) y BaP1 (1 ug) con 50 ug colageno IV (Cultrex®), 100 ug
laminina (Invitrogen®) o 100 pg de matrigel (Cultrex®) por 30 min a 37 °C. Como
control se pre-incubd la misma cantidad de toxina con el buffer de reaccion proteolitica.
Posterior a la incubacién, se evalud la actividad proteolitica de las MPVS sobre un
sustrato de gelatina-FITC, utilizando el kit EnzCheck Gelatinase/Collagenase Assay Kit
de Molecular Probes (E-12055). Brevemente, se colocé en una placa de 96 pocillos buffer
de reaccion en cada pocillo, luego se adiciond la solucion de gelatina-FITC en cada
pocillo seguido de las soluciones de MPVS. Posteriormente, se midié la intensidad de

fluorescencia a las 4 horas. Los analisis se realizaron por triplicado.

4.7 Evaluacion del efecto de la uniéon a colageno IV y matrigel sobre la

actividad hemorragica de las MPVS

Para la realizacion de los ensayos, se llevd a cabo un proceso previo de dializacién del

colageno 1V utilizando casetes de dialisis Slide-A-Lyzer como se describid en la seccion
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anterior. Luego se pre-incub6 por 30 min a 37 °C las siguientes soluciones: CsH1 (2,5ug)
con 50 ug de colageno 1V (Cultrex®), CsH1 (2,5ug) con 100 ug de matrigel (Cultrex®),
BaP1 (20ug) con 50 ug de colageno IV (Cultrex®) o BaP1 (20 ug) 100 pg de matrigel
(Cultrex®). La cantidad de toxina utilizada corresponde a las dosis hemorragicas minimas
reportadas (17,51). Como control se pre-incub6 la misma cantidad de toxina con PBS.
Posteriormente, se siguio el protocolo descrito por Jenkins et al. (2017) (52) con algunas
modificaciones. Se utilizaron grupos de 5 ratones con un peso entre 18-20 g por cada
tratamiento. Los animales se trataron con tramadol 50 mg/kg por via subcuténea, 15
minutos después se aplicaron los tratamientos anteriormente mencionados por via
intradérmica en la parte ventral. Una hora después de la administracion de los
tratamientos los animales se sacrificaron por camara de CO2, se les removid la piel y se
tomaron fotografias del &rea de la hemorragia siguiendo el protocolo descrito por Jenkins
etal. (2022) (53). Las imagenes fueron analizadas para determinar el area de hemorragia

utilizando la herramienta de inteligencia artificial AHA.

4.8 Localizacién de las MPVS sobre la MB de la microvasculatura de musculo

cremaster de ratdn ex vivo.
4.8.1 Modelo ex vivo

Para la realizacién de los ensayos se llevd a cabo un proceso previo de marcaje de las
MPVS. Para esto, se utilizo el kit comercial Microscale Protein Labeling Kit (Molecular
Probes A30009). Este marcaje no afecta la actividad proteolitica de las MPVS, lo cual ya
habia sido demostrado en estudios anteriores (17). Brevemente, se disolvié la CsH1 o el
fragmento DC en PBS y se mezcl6 100 pL de la solucion con 10 pL de bicarbonato de
sodio 1 M. Luego, se agreg0 el fluorocromo Alexa 647 a cada una de las soluciones y se
incubaron por 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se elimind el exceso
del fluorocromo mediante filtracion en gel y se determind la concentracion de toxina

marcada mediante un espectrofotometro.

Para la realizacion del ensayo, grupos de tres ratones macho (peso) se sacrificaron por
dislocacion cervical. Se removid el masculo cremaster y se incubd ex vivo a temperatura
ambiente por 15 min con los siguientes tratamientos: 5 pug de CsH1 marcada con el
fluorocromo Alexa 647, 2.5 ug de fragmento DC de CsH1 marcado con el fluorocromo

Alexa 647, CsH1 sin marcar y fragmento DC sin marcar como control negativo. Las
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toxinas se aplicaron en la superficie del tejido por medio de una micropipeta. Luego del
periodo de incubacion, se realizaron lavados de los tejidos con PBS y se fijaron con

paraformaldehido al 4% disuelto en PBS, por 30 min.
4.8.1 Inmunotincion del masculo cremaster

Posterior a la fijacion se siguid el protocolo de montaje descrito por Wang et al. (54) con
algunas modificaciones. Se incubaron los tejidos con la solucion bloqueadora (25% suero
fetal bovino y 0,5% de Triton X-100, disuelto en PBS) a temperatura ambiente por 4
horas. Seguidamente se agregd un anticuerpo anti-colageno IV (Abcam ab19808) a una
dilucion 1:100 y un anticuerpo anti-actina oo del musculo liso (aSMA, por sus siglas en
inglés) marcado con el flurocromo Cy3 (Clone 1A4, Sigma C6198) a una dilucién 1:100
y se incubaron los tejidos por 72 horas a 4°C. Posteriormente, se incubaron por 4 horas
con un anticuerpo anti-inmunoglobulina marcado con Alexa 488 (Invitrogen A11034) a
una dilucién 1:200. Los lavados se realizaron con PBS. Finalmente, el tejido completo se
monto en un portaobjetos con PBS y fue observado en un microscopio confocal de alta

resolucion Nikon Eclipse Ti2 incorporando un lente 40X.
4.9 Analisis estadistico

Los resultados se presentaron como promedios + la desviacion estandar. Para evaluar las
diferencias significativas entre las medias de los grupos, se utilizaron pruebas de t-Student
cuando se compararon dos grupos Yy andlisis de varianza de una via, seguido de la prueba
post-hoc de Tukey cuando se compararon mas de dos grupos. Se consideraron

significativos aquellos valores de p inferiores a 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1 Evaluacion de la union de las MPVS a coldgeno IV y laminina

Al evaluar la capacidad de union de las MPVS al colageno IV y la laminina mediante un
Dot Blot, donde se fijo CsH1, DC y BaP1 a la membrana, y posteriormente se incubaron
esas membranas con colageno IV o laminina, se encontraron diferencias en la capacidad
de union de la CsH1 respecto a la BaP1 y al fragmento DC. En esta técnica donde las
toxinas no sufren un proceso de desnaturalizacion se pudo observar que la CsH1 posee
mayor capacidad de unirse a ambas proteinas de la MB, mientras que para la BaP1 se

observo muy poca union y para el DC no se encontr6 ninguna union (Figura 4).

A) CsH1 BaP1 DC

Colageno IV .
% 3

B) CsH1 BaP1 DC
Laminina .

Figura 4. Evaluacion de la union de las MPVS al colageno 1V y la laminina mediante
Dot Blot. Cantidades equimolares de CsH1, BaP1 y DC se fijaron en una membrana de
nitrocelulosa. Posteriormente, se bloqued la membrana con leche descremada al 2% y se
incubd con A) colageno IV (Cultrex®) o B) laminina (Invitrogen®) durante toda la
noche. Luego, se incubd con un anticuerpo anti-colageno IV (Abcam 6586) o anti-
laminina (Abcam 11575), para detectar el colageno 1V o la laminina unida a las diferentes
MPVS, luego se agregd un anticuerpo anti-inmunoglobulina conjugado con peroxidasa
(Sigma A6154). Finalmente, se revelé mediante quimioluminiscencia utilizando el kit

comercial Pierce™ ECL Plus Western.
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Posteriormente, al observar la unién de la CsH1 a las proteinas de MB en el ensayo de
Dot Blot, se decidi6 evaluar la capacidad de union de las MPVS mediante un ensayo de
Western Blot, en donde las proteinas sufren un proceso de desnaturalizacion. En este caso
se transfirieron las MPVS en condiciones no reductoras a membranas de nitrocelulosa
para su posterior incubacién con coldgeno IV o laminina de manera similar al
procedimiento del Dot Blot. En condiciones no reductoras se observo que la CsH1 aln
mantiene la capacidad de unirse al colageno IV y a la laminina, a pesar de la
desnaturalizacion que sufre la CsH1 por el SDS. En el caso de la BaPl y el DC,
nuevamente no se observa ninguna union a las proteinas de la MB bajo las condiciones

del ensayo (Figura 5).

A) Colageno IV B) Laminina
CsH1 DC BaPl CsH1 DC BaPl
KD KD
50 — 50 —— .
37 —— 37 ——
25 —— 25 ——

Figura 5. Evaluacion de la union de las MPVS al colageno 1V y la laminina mediante
Western Blot en condiciones no reductoras. Cantidades equimolares de CsH1, BaP1ly
DC se corrieron en un gel de poliacrilamida al 12% en condiciones no reductoras.
Posteriormente, se bloqued la membrana con leche descremada y se incub6 con A)
coladgeno 1V (Cultrex®) o B) laminina (Invitrogen®) durante toda la noche. Luego, se
incubd con un anticuerpo anti-colageno IV (Abcam 6586) o anti-laminina (Abcam
11575), para detectar el colageno IV o la laminina unida a las diferentes MPVS, luego se
agregd un anticuerpo anti-inmunoglobulina conjugado con peroxidasa (Sigma A6154).
Finalmente, se revel6 mediante quimioluminiscencia utilizando el kit comercial Pierce™
ECL Plus Western.

Al encontrar union de la CsH1 en condiciones no reductoras, se realizaron ensayos de
Western Blot en condiciones reductoras, en los cuales se observé que la CsH1 pierde su

capacidad de unirse al colageno 1V y a la laminina luego de la ruptura de los enlaces
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disulfuro. Estos hallazgos sugieren que los exositios responsables de la unién al colageno
IV y la laminina son dependientes de la estructura terciaria de la proteina CsH1 (Figura
6).

A) Colageno IV B) Laminina
CsHlygz CsHly CsHlyz CsHly
5 KDa r 5 KDa
|
= -
25 — 25 ——

Figura 6. Evaluacion de la union de la CsH1 al colageno 1V y la laminina mediante
Western Blot en condiciones reductoras. Se realizo una electroforesis de 16 ug de CsH1
en un gel de poliacrilamida al 12% en condiciones reductoras. Posteriormente, se bloque6
la membrana con leche descremada y se incubdé con A) colageno IV (Cultrex®) o B)
laminina (Invitrogen®) a 4°C durante toda la noche. Luego, se incubd con un anticuerpo
anti-colageno IV (Abcam 6586) o anti-laminina (Abcam 11575), para detectar el
colageno IV o la laminina unida a la CsH1, luego se agregé un anticuerpo anti-
inmunoglobulina conjugado con peroxidasa (Sigma A6154). Finalmente, se reveld
mediante quimioluminiscencia utilizando el kit comercial Pierce™ ECL Plus Western y

el sistema de imagenes ChemiDoc XRS+ (BioRad).

Por otro lado, con el fin de evitar la desnaturalizacion de las proteinas y evaluar de manera
cuantitativa la capacidad de union de las MPVS, se utilizaron ensayos de union en fase
solida, en donde se fijaron a una placa de 96 pocillos colageno 1V, laminina o matrigel y
posteriormente se incubé con CsH1, BaPl o DC. Las toxinas utilizadas fueron
previamente biotiniladas con el fin de facilitar la deteccion y se obtuvo que el grado de
biotinilacién para la CsH1, BaP1y DC fue de 1,83, 3,16 y 1,06, respectivamente. En estos
ensayos, se pudo observar que la CsH1 present6 una interaccion significativa con el
coladgeno IV y la laminina en comparacion con la BaP1 y el fragmento DC, como se

muestra en la (Figura 7 A 'y B). Ademas, en estos ensayos se decidid utilizar matrigel
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como sustrato debido a su alto contenido de laminina y la presencia de otras proteinas de
la MB y MEC, los resultados obtenidos son consistentes con los previamente descritos

(Figura 7C). Cabe destacar que el fragmento DC present6 la menor unién en los tres
sustratos utilizados.
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Figura 7. Evaluacion de la union de la CsH1, BaP1 y el fragmento DC al colageno
1V, la laminina y el matrigel mediante un ensayo de unién en fase solida. Placas de
96 pocillos de fondo plano se recubrieron con A) coladgeno 1V (Cultrex®), B) laminina
(Invitrogen®) o C) matrigel (Cultrex®) y se dejaron incubando durante toda la noche. Se
realizd un blogqueo con leche descremada y se incub6 cantidades equimolares de CsH1,
BaP1 y DC previamente biotiniladas con el kit "Biotin-XX Microscale Protein Labeling
Kit" (Invitrogen B30010). Seguidamente, se agregé un conjugado de estreptavidina-
peroxidasa (Thermo Scientific™). Finalmente, se reveld con o-feniléndiaminay se midio
la absorbancia a 492 nm. Los resultados se expresan como la media + la desviacion

estandar (n=3), *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Por otro lado, se evalu6 la participacion del fragmento DC en la union de la CsH1 a las
proteinas de MB mediante ensayos de competencia en los ensayos en fase solida, en
donde se fijé a la placa el colageno IV, laminina o matrigel y posteriormente se incubd
con DC sin biotinilar durante 15 min y luego con CsH1 previamente biotinilada. Los
resultados, indican que la presencia del fragmento DC no afecta significativamente la
unién de la CsH1 a los diferentes sustratos utilizados (Figura 8). Esto sugiere que los

exositios responsables de la unién al colageno IV y la laminina parece no encontrarse en
el fragmento DC.
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Figura 8. Evaluacion del papel del fragmento DC en la union de la CsH1 al colageno
IV, la laminina y el matrigel, mediante un ensayo de competencia en ensayos de fase
solida. Placas de 96 pocillos de fondo plano se recubrieron con A) colédgeno IV
(Cultrex®), B) laminina (Invitrogen®) y C) matrigel (Cultrex®) y se dejaron incubando
durante toda la noche. Se realizd un blogueo con leche descremada y se afiadié DC sin
biotinilar, posteriormente se agregé CsH1 previamente biotinilada y se incubod.
Seguidamente, se agregé un conjugado de estreptavidina-peroxidasa (Thermo
Scientific™). Finalmente, se reveld con o-feniléndiamina 'y se midi6 la absorbancia a 492
nm con el espectrofotémetro Multiskan SkyHigh Thermo Scientific™. Los resultados se

expresan como la media + la desviacién estandar (n=3), *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

5.2 Evaluacion del papel de la actividad proteolitica de las MPVS en la

interaccion con colageno 1V y laminina

Con el fin de evaluar el papel de la actividad proteolitica en la capacidad de unién de la
CsH1y la BaP1 al colageno 1V, se realizd un ensayo de Western Blot luego de inhibir la
actividad proteolitica de las toxinas utilizando Batimastat, un inhibidor de
metaloproteinasas. Al igual que en los Western Blot anteriores, se transfirieron las MPVS
en condiciones no reductoras a membranas de nitrocelulosa para su posterior incubacién
con colégeno IV, sin embargo, en este caso una de las membranas se incub6 con colageno
IV junto con Batimastat. En estos ensayos se observd que la CsH1 sin actividad
proteolitica conserva la capacidad de unirse al colageno 1V, lo que sugiere que la union
al colageno IV no ocurre en el sitio catalitico (Figura 9 A y B). De igual manera se

encontrd que en ninguno de los casos la BaP1 se unid al colageno IV.

En adicion, con el fin de evitar la desnaturalizacion de las toxinas y evaluar de manera
cuantitativa el papel de la actividad proteolitica en la capacidad de unién de las MPVS se

realizd un ensayo de union en fase solida. En este ensayo se recubrié una placa de 96
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pocillos de fondo plano con colageno 1V y se incub6 posteriormente con CsH1 y BaP1
previamente inhibidas con Batimastat. En los resultados obtenidos, de manera similar al
Western Blot, no se encontraron diferencias en la union de las toxinas al colageno 1V, a

pesar de estar inactivas (Figura 9C).
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Figura 9. Evaluacion del papel de la actividad proteolitica de las MPVS en la union
al colageno 1V y al matrigel utilizando Batimastat. Se realiz6 una electroforesis SDS-
PAGE con cantidades equimolares de CsH1 y BaP1 en condiciones no reductoras.
Posteriormente, se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa y se incubd con A)
colageno IV (Cultrex®) o B) colageno 1V (Cultrex®) + Batimastat durante toda la noche.
Luego, se incubd con anti-colageno IV (Abcam 6586). Posteriormente, se agregd un
anticuerpo anti-inmunoglobulina conjugado con peroxidasa (Sigma A6154) y se incubo.
Finalmente, se revel6 mediante quimioluminiscencia utilizando el kit comercial Pierce™
ECL Plus Western. C) Se recubrié una placa de 96 pocillos con colageno IV (Cultrex®)
0 D) matrigel (Cultrex®), y se dejo incubando durante toda la noche. Posteriormente, se
afiadieron cantidades equimolares de CsH1, BaP1 como control, y CsH1 y BaP1
previamente incubadas con Batimastat y se incubaron. Seguidamente, se agregd suero
antiofidico polivalente liofilizado (ICP) anticuerpo anti-inmunoglobulina conjugado con
peroxidasa (Sigma A6917). Finalmente, se revel6 con o-feniléndiamina y se midio la
absorbancia a 492 nm. Los resultados se expresan como la media + la desviacion estandar

(n=3), *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

En otro experimento se evaluo el efecto de la actividad proteolitica en la union de la CsH1
mediante la utilizaciéon de la toxina purificada por HPLC. Esta toxina se obtuvo como
resultado de la purificacion del DC, sin embargo, al utilizar un gradiente de polaridad con
acetonitrilo la proteina sufri6 un proceso de desnaturalizacion por lo que perdio su
actividad proteolitica, lo cual fue confirmado por medio de la evaluacion de esta actividad

sobre un sustrato de gelatina-FITC utilizando el kit comercial. (Figura 10A). Por lo tanto,
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se realizaron ensayos de Western Blot utilizando la toxina purificada por HPLC y se
observo que la CsH1 obtenida por HPLC mantuvo su capacidad de interaccién con el
coladgeno 1V y la laminina a pesar de perder la actividad proteolitica (Figura 10 By C).
Estos resultados son consistentes con los encontrados utilizando Batimastat, por lo que
sugieren que la capacidad de unién al colageno IV y la laminina por parte de CsH1 es

independiente de su actividad proteolitica.
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Figura 10. Evaluacién del papel la actividad proteolitica de la CsH1 purificada por
HPLC en la unién al colageno IV o la laminina. A) Se evalud la actividad proteolitica
de la CsH1 purificar por HPLC sobre un sustrato de gelatina-FITC utilizando el Kit
EnzCheck Gelatinase/Collagenase Assay Kit de Molecular Probes (E-12055). Ademas,
se realiz6 una electroforesis de cantidades equimolares de CsH1 y CsH1 purificada por
HPLC en un gel de poliacrilamida al 12% en condiciones no reductoras. Posteriormente,
se bloqueé la membrana con leche descremada y se incubd con A) colageno IV
(Cultrex®) o B) laminina (Invitrogen®) durante toda la noche. Luego, se incubé con un
anticuerpo anti-colageno IV (Abcam 6586) o anti-laminina (Abcam 11575), para detectar
el colageno 1V o la laminina unida a las diferentes MPVS, luego se agregd un anticuerpo
anti-inmunoglobulina conjugado con peroxidasa (Sigma A6154) y se incubd. Finalmente,
se revelé mediante quimioluminiscencia utilizando el kit comercial Pierce™ ECL Plus

Western.

Adicionalmente, se realizaron ensayos de union en fase solida utilizado la CsH1
purificada por HPLC. Estos ensayos permitieron observar que la CsH1 purificada por
HPLC, a pesar de no tener actividad proteolitica, conserva su capacidad de interactuar

con el colageno 1V, la laminina y el matrigel. Sin embargo, se encontraron diferencias
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significativas en la unién con laminina y matrigel en comparacion con la CsH1 no
purificada por HPLC, como se ilustra en la Figura 11.
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Figura 11. Evaluacion de la union de la CsH1 purificada por HPLC al colageno 1V,
la laminina y el matrigel mediante un ensayo de union en fase solida. Placas de 96
pocillos se recubrieron con A) colageno IV (Cultrex®), B) laminina (Invitrogen®) y C)
matrigel (Cultrex®) y se dejaron incubando durante toda la noche. Se realizé un bloqueo
con leche descremada y se incubaron cantidades equimolares de CsH1 y CsH1 purificada
por HPLC previamente biotiniladas. Seguidamente, se agregé un conjugado de
estreptavidina-peroxidasa (Thermo Scientific™) vy finalmente, se revel6 con o-
feniléndiamina y se midid la absorbancia a 492 nm Los resultados se expresan como la

media =+ la desviacion estandar (n=3), *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

5.3 Evaluacion de la interaccién de péptidos de diferentes regiones de MPVS
con colageno 1V

Los péptidos sintetizados se utilizaron en ensayos de Dot Blot de manera similar a los
ensayos realizados con las toxinas. Por lo tanto, para evaluar la capacidad de union de los
péptidos 1,2 y 3 de la CsH1 y el péptido 1 de la BaP1 al colageno IV, se fijaron los
péptidos en una membrana de PVDF. Posteriormente se incubd la membrana con
colageno 1V, utilizando la CsH1 como control positivo. Ademas, se verificé la fijacion
de los péptidos por medio de un conjugado de estreptavidina-peroxidasa como control
adicional (resultados no mostrados). En estos ensayos, no se observd ninguna interaccion
de los péptidos con el coladgeno IV (Figura 12). En adicion, se realizaron ensayos de
union en fase solida para evaluar la interaccion de los péptidos con el coladgeno IV, en
donde se fijo colageno IV a una placa de 96 pocillos y posteriormente se incubd con
cantidades iguales de los péptidos sintetizados. Estos ensayos fueron consistentes con los
de los experimentos de Dot Blot debido a que no se observo interaccion de los péptidos
con el colageno 1V (resultados no mostrados).
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Figura 12. Evaluacion de la union de péptidos de MPVS al colageno IV mediante
Dot Blot. Se fijaron cantidades equimolares de los péptidos 1,2 y 3 de la CsH1 y el
péptido 1 de la BaP1l en una membrana de PVDF. Posteriormente, se bloqueé la
membrana con leche descremada y se incubd con colageno 1V (Cultrex®) durante toda
la noche. Luego, se incubd con un anticuerpo anti-colageno IV (Abcam 6586), para
detectar el coladgeno IV unido a los péptidos, luego se agregd un anticuerpo anti-
inmunoglobulina conjugado con peroxidasa (Sigma A6154) y se incubd. Finalmente, se
revel6 mediante quimioluminiscencia utilizando el kit comercial Pierce™ ECL Plus

Western.

5.4 Evaluacion del efecto de la unién a colageno 1V, laminina y matrigel sobre

la actividad proteolitica de las MPVS

En estudios sin publicar realizados por el grupo de investigacion se encontrd que in silico
la interaccion de las MPVS con componentes de la MEC ocurria en regiones presentes en
el dominio metaloproteinasa cercano al sitio catalitico, por lo que esta union podria tener
un impacto en la actividad proteolitica de las toxinas. Por lo que se decidié evaluar el
efecto de la unién a proteinas de la MEC sobre la actividad proteolitica de las toxinas con
el objetivo de observar si esta unién afectaba su actividad. Para esto se pre-incubaron las
MPVS con colageno IV, laminina y matrigel y posteriormente se midié su actividad
proteolitica sobre gelatina fluorescente. Se observo que la pre-incubacién de las toxinas
con colageno IV produjo diferencias significativas en la actividad proteolitica sobre
gelatina de la CsH1 y la BaP1 (Figura 13 A y B). En contraste, en los experimentos
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realizados con laminina y matrigel, no se observo una disminucion significativa de la
actividad proteolitica de ambas toxinas (Figura13 C, D, Ey F).
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Figura 13. Evaluacion del papel de la union a laminina, colageno IV o matrigel en la
actividad proteolitica de la CsH1 y la BaP1. Cantidades equimolares de CsH1 y BaP1
se pre-incubaron con A), B) colageno IV (Cultrex®), C) y D) laminina (Invitrogen) o E)
y F) matrigel (Cultrex®) por 30 min a 37 °C y se evaluo la actividad proteolitica de las
MPVS sobre wun sustrato de gelatina-FITC utilizando el kit EnzCheck
Gelatinase/Collagenase Assay Kit de Molecular Probes (E-12055). Los resultados se

expresan como la media + la desviacion estandar (n=3), ***p<0,001.

5.5 Evaluacion del efecto de la uniéon a colageno IV y matrigel sobre la

actividad hemorragica de las MPVS
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Dado los resultados de la prueba anterior in vitro, se decidié evaluar si la actividad
hemorragica también se ve afectada en un modelo in vivo al pre-incubar las MPVS con
coladgeno IV y matrigel como fuente de laminina. Para esto se pre-incubaron las MPVS
con col&geno 1V y matrigel y posteriormente se administré la solucién via intradérmica a
ratones con el fin de evaluar la actividad hemorragica de las toxinas. En estos ensayos se
observo que la pre-incubacién de las toxinas con coldgeno 1V produjo una disminucién
significativa en la actividad hemorragica de la CsH1 y la BaP1 (Figura 14 B y D). En
contraste, en los experimentos en donde las toxinas se pre-incubaron con matrigel, no
hubo una diferencia significativa en la actividad hemorragica para ambas toxinas (Figura
14 C y E). Estos resultados concuerdan con los experimentos realizados in vitro que
sugieren que los sitios de union a colageno IV podrian estar cercanos al sitio catalitico de
las MPVS.
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Figura 14. Evaluacion del efecto de la union a colageno IV y matrigel sobre la
actividad hemorragica de las MPVS. Grupos de 4-5 ratones se les aplico por via ID una
dosis cercana a la DHM de cada una de las MPVS CsH1 y BaP1, pre-incubadas por 30
min a 37 °C con B) y D) colageno IV (Cultrex®), o C) y D) matrigel (Cultrex®), y sus
respectivos controles de toxina sola. Una hora después de la administracion los animales
se sacrificaron, se les removio la piel y se determiné el &rea de hemorragia utilizando la

herramienta AHA. A) Iméagenes representativas de lesiones de hemorragia con uno de los
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tratamientos Los resultados se expresan como la media + la desviacién estandar (n=4-5),

**0<0,01.

5.6 Distribucion de la CsH1 y el fragmento DC sobre la microvasculatura del

musculo cremaster de ratén ex vivo.

Segun investigaciones previas realizadas por el grupo, se identifico una colocalizacién de
la CsH1 con el colageno 1V en la MB de los vasos sanguineos (17). Por lo que se decidid
observar la distribucion del fragmento DC en los vasos sanguineos para determinar si
mantenia una distribucion similar a la proteina completa. Para esto se marcaron con el
fluorocromo Alexa 647 cantidades equimolares de CsH1 y DC; previamente se habia
demostrado que la union de este fluorocromo a la CsH1 no afectaba su actividad
proteolitica (17). Luego, se aplicaron las proteinas marcadas en los masculos cremaster
aislados de ratones, los cuales fueron posteriormente fijados para su analisis. En estos
ensayos se observo que la CsH1 se localiz6 en la MB de los vasos sanguineos, en contraste
con el DC que se distribuyé de manera mas difusa en el tejido como se observa en la

Figura 15.
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Colageno 1V Toxina Combinacion

DC s

Figura 15. Distribucion de la CsH1 y el fragmento DC sobre la microvasculatura del muasculo creméster de raton ex vivo. Cantidades

equimolares de CsH1 (5 ug) y DC (2,5 ng) marcadas con el fluorocromo Alexa 647 (verde), fueron aplicadas durante 15 min en los muasculos
cremaster aislados de ratdn. Los tejidos se fijaron con paraformaldehido al 4% y se realizd una inmunotincion con anticuerpo contra colageno 1V
(Abcam19808) y anticuerpo secundario marcado con el fluorocromo Alexa 488 (rojo). Los tejidos se visualizaron en un microscopio confocal

Nikon Eclipse Ti2. La barra de escala representa 35 um.
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6. DISCUSION

La degradacion de los componentes de la MB por las MPVS es un paso esencial del
mecanismo de accion de la hemorragia inducida por estas toxinas, ya que debilita la pared
vascular (18,23). Sin embargo, se ha propuesto que las MPVS de tipo PIII, ademaés de
degradar proteinas de la MB como el colageno IV y la laminina, también tienen la
capacidad de unirse a ellas, lo que podria explicar en parte porqué las MPVS tipo PIlI
tienen mayor actividad hemorragica que las MPVS de tipo PI (17,41). En adicién, se ha
planteado la hipdtesis de que la presencia de los dominios tipo disintegrina y rico en
cisteina podria tener un papel en esta unién, lo que podria contribuir a las diferencias
observadas en la actividad hemorrégica entre los distintos tipos de MPVS (17). Por esta
razon se decidi6 evaluar la interaccion de metaloproteinasas hemorragicas de venenos de
serpientes tipo PI, PI11 y el fragmento DC de una PIII, con proteinas de la MB, con el fin

de identificar regiones moleculares que participan en dicha interaccion.

Por lo tanto, en este estudio se evalud la union de tres toxinas: BaP1, una MPVS
hemorragica de tipo PI; CsH1, una MPVS hemorragica de tipo PIII; y el fragmento DC
de la CsH1, con el colageno IV, la laminina y el matrigel, mediante técnicas como Dot
Blot, Western Blot y ensayos de union en fase sélida. En estos ensayos se observaron
diferencias en la capacidad de unién de las toxinas a las proteinas de la MB. En los
ensayos de union en fase solida y el Dot Blot, donde las toxinas conservaron su estructura
nativa, la CsH1 mostré una mayor capacidad de union al colageno 1V, la laminina y el
matrigel que la BaP1l, mientras que para el fragmento DC no se detectdé ninguna
interaccion. Ademas, al evaluar la unién mediante Western Blot en condiciones no
reductoras, donde hay desnaturalizacion de las proteinas debido al SDS, pero ain se
conservan los puentes disulfuro, y por lo tanto gran parte de la conformacién terciaria de
las proteinas, se observé que la CsH1 mantiene la capacidad de unién a la laminina y
colageno 1V, lo cual coincide con los hallazgos obtenidos en las otras técnicas. En adicion,
se observo que en condiciones reductoras la CsH1 perdié su capacidad de unirse a las

proteinas de MB.

La estructura terciaria de la CsH1 atn no ha sido elucidada, aunque se han desarrollado
modelos homologos basados en la bothropasina, una MPVS tipo PIII que se caracteriza
por poseer tres enlaces disulfuro en el dominio metaloproteinasa, siete en el dominio tipo

disintegrina, seis en el dominio rico en cisteina y un enlace disulfuro inter-dominio que
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conecta el dominio tipo disintegrina con el dominio rico en cisteina (55). Por lo tanto, la
pérdida de estos enlaces en la CsH1 resulta en la pérdida de su capacidad de interactuar
con las proteinas de MB, lo que sugiere que la estructura terciaria es necesaria para
mantener la conformacién de los exositios que participan de la union. Estos resultados
también concuerdan con estudios in silico realizados por el grupo de investigacion (datos
no publicados), en los cuales se observo que la interaccion entre la CsH1 y el colageno |
tiene lugar en un sitio donde se producen interacciones simultdneas con el dominio
metaloproteinasa y la region hipervariable del dominio rico en cisteina debido a la forma
de C que tiene la proteina al ser una MPVS de tipo PIII (19).

La interaccion de la CsH1 con las proteinas de la MB coincide con investigaciones previas
que han documentado la unién del subdominio Da de la jararagina, una MPVS de tipo
PIll, a proteinas de MB como el colageno 1V (42) y el colageno | (41), mediante ensayos
de unidn en fase solida. Ademas, estudios previos demostraron que la CsH1 (17) y la
jararagina (41) se unen a componentes de la MB y co-localizan con el colageno 1V. Estos
resultados también concuerdan con hallazgos de investigaciones anteriores donde se ha
observado que otras MPVS de tipo PIIl, como la bothropasina y la HF3, presentan
afinidades similares de union al coldgeno V1 vy a la laminina, sin embargo, se desconoce
la regidn en particular donde se da esta interaccion (45). Ademas, se ha observado unién
a otros sustratos de la MEC, como por ejemplo en un estudio previo se observo que la
atragina, una MPVS de tipo PIII, se unio6 a la integrina avp3 mediante una secuencia
ubicada en la region hipervariable del dominio rico en cisteina (47). Lo cual concuerda
con lo demostrado anteriormente donde se observo que la jararagina se unio a la integrina

a2f1 mediante secuencias ubicadas en este dominio (44).

Por otra parte, en los estudios realizados se observo que la BaP1 presentd una union leve
al colageno 1V, la laminina y el matrigel en los ensayos de union en fase solida y el Dot
Blot, pero no se detecto interaccion mediante Western Blot. Este resultado coincide con
estudios previos relacionados con la BJ-PI, una MPVS de tipo PI, en los cuales no se
evidencid union de la toxina al colageno V1 ni a la laminina (45). Ademas, concuerda con
estudios previos en ensayos in vivo mediante microscopia confocal, donde la BaP1 no

mostré una colocalizacion clara con el colageno 1V, en contraste con la CsH1 (17,41).

En cuanto al fragmento DC de la CsH1, no parece estar involucrado en la interaccion con

las proteinas de MB, ya que todos los resultados obtenidos en los ensayos de union in
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vitro para esta proteina resultaron negativos. Ademas, se realizaron ensayos de
competencia con la CsH1 y se observo que la presencia del fragmento DC no afect6
significativamente la unién de la CsH1 a las proteinas de MB. Estos hallazgos concuerdan
con lo observado en los experimentos de microscopia confocal realizados con el fin
identificar la distribucion del fragmento DC en los vasos sanguineos en un tejido ex vivo.
En estos ensayos se observé que el fragmento DC se distribuy6 de manera mas difusa en
el tejido, a diferencia de la CsH1, que se localizé en la MB de los vasos sanguineos como
habia sido demostrado previamente (17). Por lo tanto, parece que el fragmento DC de la

CsH1 no se une a componentes de la MB en la microvasculatura del musculo cremaster.

En contraste con nuestros resultados, en estudios previos se ha demostrado que el
fragmento DC de la bothropasina se une al colageno V1 y al colageno I, aunque con una
afinidad menor en comparacion con la bothropasina, y no presenta interacciéon con la
laminina, el fibrindgeno y la fibronectina, lo cual sugiere que la interaccion con las
proteinas de la MB no se produce solo en estos dominios, sino que se requiere la presencia
del dominio metaloproteinasa (45). En otra investigacion, se observé que la jararagina,
una metaloproteinasa de tipo PIII, se une al coldgeno I y IV en un sitio localizado en el
subdominio Da del dominio tipo disintegrina de la toxina, ya que se demostrd que el uso
de un anticuerpo monoclonal especifico para esa region bloquea tanto la capacidad de
union al coldgeno como su actividad hemorragica (43). No obstante, es importante tener
en cuenta que, al utilizar un anticuerpo, su tamafio puede influir en las interacciones con
otros sitios de unidn, ya que podria ocasionar impedimentos estéricos. Ademas, en este
estudio, se utilizd la toxina completa en lugar del fragmento DC por si solo, como se hizo
en los ensayos realizados, lo que pudo influir en los resultados debido a la presencia del

dominio metaloproteinasa.

Por otro lado, en los estudios de docking realizados por el grupo de investigacion (datos
no publicados) se observé interaccién del dominio rico en cisteina y el dominio
metaloproteinasa de la CsH1 con el péptido del colageno I, pero no se observo interaccion
del dominio tipo disintegrina. Por lo tanto, no se puede descartar la posibilidad de que se
requiera la conformacién tridimensional en forma de C de la proteina para que ocurra la
interaccion del dominio DC, ya que estos estudios indican que la interaccion de la toxina
con la proteina de MB ocurre de manera simultanea con el dominio metaloproteinasa y el

dominio rico en cisteina; sobre todo, teniendo en cuenta que en el dominio rico en cisteina
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se encuentra laregion hipervariable, la cual es importante para la interaccién de las MPV'S
con proteinas de la MB y MEC (7).

Luego de verificar la union de la CsH1 al colageno IV y la laminina, surge la pregunta
sobre si esta unién ocurre en el sitio catalitico y si es dependiente de la actividad catalitica.
Por lo tanto, se decidi6 evaluar el papel de la actividad proteolitica en dicha interaccion.
Para ello, se llevaron a cabo ensayos de union en fase solida y Western Blot utilizando
Batimastat, un péptido sintético que se une al sitio catalitico de las metaloproteinasas e
inhibe su actividad proteolitica (56,57). En estos ensayos, se observéd que, al perder su
actividad proteolitica, la CsH1 no perdia su capacidad de unirse al colageno IV.
Adicionalmente, se realizaron ensayos de union en fase solida y Western Blot utilizando
una CsH1 que habia perdido su actividad proteolitica tras su purificacion mediante HPLC,
y nuevamente se observé que esto no afectaba su capacidad de unirse al colageno IV 0 a
la laminina. Estos resultados sugieren que la unién de la CsH1 al colageno IV y la
laminina ocurre en sitios diferentes al sitio catalitico, y que esta union es independiente
de su actividad proteolitica. Estos hallazgos son consistentes con los resultados de los
estudios in silico (datos no publicados), donde las regiones de union al colageno | se
encontraban en un loop cercano al sitio catalitico y en la region hipervariable del dominio

rico en cisteina.

Posteriormente, como se demostré que la unidén al colageno IV y laminina es
independiente de la actividad proteolitica, se decidié evaluar si la union a estas proteinas
afectaba la actividad proteolitica de las toxinas sobre un sustrato de gelatina fluorescente
luego de su incubacion con colageno IV, laminina y matrigel. En estos ensayos se
observaron diferencias significativas en la actividad proteolitica de la CsH1 y la BaP1
tras su incubacion previa con coladgeno 1V, ya que se produjo una disminucion
significativa en su capacidad para degradar la gelatina, a diferencia de lo que sucedio al
pre-incubarlas con laminina y matrigel, donde no se observaron cambios apreciables.
Estos resultados sugieren que el sitio de unién al colageno 1V es cercano al sitio catalitico,
lo que concuerda con lo que se observé en los estudios in silico realizados por el grupo
de investigacion. Asi, al unirse el colageno 1V a las MPVS, es probable que se bloquee el
sitio activo por impedimento estérico, lo que lleva a una reduccion de la actividad
proteolitica de las MPVS. Estos hallazgos contrastan con investigaciones previas donde

se pre-incubé una MPVS de tipo PIII con colageno | y posteriormente se midié la
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actividad proteolitica de la toxina utilizando fibrina como sustrato, y se demostrd que la
union previa del colageno | a la toxina no afectaba la capacidad de la MPVS para
hidrolizar la fibrina (43). Sin embargo, es importante tener en cuenta que en ese caso se
utilizé colageno I, el cual es un tipo de colageno fibrilar, mientras que el colageno 1V es
un formador de redes que contiene una mayor cantidad de dominios no colageno, por lo

tanto, presentan diferencias estructurales significativas.

En contraste, en el caso de la laminina, podria ser que los sitios de union a las MPVS
estén mas alejados del sitio catalitico, lo que explicaria que no se hayan observado
cambios en su actividad proteolitica, 1o que sugiere que esta MPVS posee distintos
exositios que le permiten unirse a proteinas de la membrana basal. Respecto al matrigel,
los resultados coinciden con los de la laminina, posiblemente debido a la menor
proporcidn de coldgeno 1V en comparacion con la laminina presente en el matrigel (58).
Adicionalmente, es posible que las diferencias observadas entre los sustratos se deban a
que las MPVS se unen con menor afinidad a la laminina y al matrigel, lo que

posteriormente les lleva a preferir la union con el colageno 1V.

Dado que se vio afectada la actividad proteolitica de la CsH1 y la BaP1 al pre-incubarlas
con el colageno 1V, se decidio evaluar si se veia afectada la actividad hemorrégica in vivo.
En estos ensayos se observaron diferencias significativas en la actividad hemorragica de
la CsH1 y la BaP1 tras su incubacion con colageno 1V, lo que provocé una disminucion
en su actividad hemorragica. En contraste, al pre-incubarlas con matrigel como fuente
rica en laminina, no se observaron cambios en su actividad hemorragica, lo cual coincide
con los resultados in vitro. Estos hallazgos respaldan la idea de que la union previa del
colageno 1V a las MPVS bloqguea su sitio catalitico, lo que conlleva a una disminucién en
su actividad proteolitica y en su capacidad para acceder a los sustratos de la MB. La
actividad proteolitica de las MPV'S es importante para la degradacién de componentes de
la MB, ya que es un paso esencial en el mecanismo de hemorragia provocado por estas
toxinas (18,23). Por lo tanto, al disminuir su actividad proteolitica, se reduce la capacidad
hemorragica de las MPVS.

Por otra parte, resulta destacable que en estos experimentos se pudo observar una
reduccion en la actividad proteolitica y hemorragica de la BaP1 después de su pre-
incubacion con colageno 1V, a pesar de que en los ensayos de union mostré una leve

interaccidn con esta proteina. Esta diferencia podria atribuirse a que la interaccion entre
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la BaP1 y el colageno IV podria no ser tan fuerte, y segun la metodologia utilizada, esta
interaccion podria perderse. Por lo tanto, en los ensayos de union en fase solida y Dot
Blot, donde la toxina demostr6 una ligera union al coladgeno 1V, se llevaron a cabo
maltiples lavados, lo que pudo resultar en un debilitamiento de la unién entre la BaP1y
las proteinas de la MB. Sin embargo, al evaluar la actividad proteolitica y hemorragica
de la MPVS, no se realizaron lavados, si no que se administraron ambas proteinas juntas.
Por lo tanto, es posible que la interaccion entre la BaP1 y el coldgeno IV ex vivo no se
viera afectada, y por lo tanto, la BaP1 actuara en menor medida sobre sustratos de la MB
y MEC de la microvasculatura del tejido, lo cual influyd en una menor actividad

hemorragica.

Finalmente, después de llevar a cabo varios ensayos de unién con las MPVS, se busco
respaldar los resultados obtenidos, y al mismo tiempo, evaluar regiones especificas de las
MPVS donde se podria dar la interaccion con las proteinas de la MB. Con este propésito,
se realizaron ensayos de unién en fase solida y Dot Blot utilizando los péptidos
sintetizados (Tabla 1) a partir de los hallazgos obtenidos en los ensayos de docking. En
el ensayo de docking se observé que la CsH1 interactia con el péptido de colageno | en
regiones que se encuentran en un loop cercano al sitio catalitico y en la region
hipervariable del dominio rico en cisteina, y no se encontrd una interaccién fuerte en el
dominio tipo disintegrina. Por lo que los péptidos utilizados fueron dos del dominio
metaloproteinasa, cerca del sitio catalitico, y uno del dominio rico en cisteina, en la region
hipervariable. Sin embargo, los resultados observados en estos ensayos in vitro mostraron
que no hubo interaccion de los péptidos con el colageno IV bajo las condiciones
estudiadas. Este resultado es importante ya que los ensayos con la CsH1 sugirieron que
su interaccion con las proteinas de la MB depende de su estructura terciaria y de la
presencia de puentes disulfuro. Sin embargo, a pesar de que los péptidos fueron
sintetizados de manera ciclica carecian de una estructura tridimensional similar a la
presente en la CsH1 nativa. Por lo que, los resultados obtenidos concuerdan con lo
encontrado en los ensayos realizados con la CsH1 donde se sugiere que la estructura
terciaria es necesaria para mantener la conformacion de los exositios que participan de la

unién de la toxina con las proteinas de MB.

Adicionalmente, es importante tener en cuenta que la proteina CsH1 adn no ha sido

cristalizada, lo que significa que su estructura tridimensional completa no ha sido
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determinada. Por lo tanto, se tuvo que construir un modelo homologo basado en la
bothropasina (PDB 1Q7D) para realizar el estudio de docking. Ademas, el estudio de
docking utiliz6 un fragmento del colageno | en lugar de colageno 1V, que fue el sustrato
empleado en los ensayos in vitro. Estas limitaciones pudieron haber influido en la

eleccion de los péptidos y por lo tanto en los resultados obtenidos.
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7. CONCLUSIONES

La CsH1, una MPVS hemorrégica tipo PIII, es capaz de unirse al colageno IV y la
laminina, mientras que la BaP1, una MPVS hemorragica tipo PI, mostr6é una interaccion

mas débil con estas proteinas de la MB.

La unidn de la CsH1 al colageno IV y la laminina es una interaccion dependiente de su

estructura terciaria, pero independiente de su actividad proteolitica.

El fragmento DC de la CsH1 no se une por si solo a las proteinas de MB, tanto en los
modelos in vitro como ex vivo; sino que parece requerir del dominio metaloproteinasa

para que ocurra la interaccion, de acuerdo con los estudios de docking.

La union de la CsH1 y la BaP1 al colageno IV provoca una disminucién de la actividad
proteoliticay hemorragica de las MPVS, lo cual sugiere que el sitio de unién de las MPVS

al colageno 1V es cercano al sitio catalitico.

La union de la CsH1 y la BaP1 a la laminina no afecta la actividad proteolitica de las
MPVS. Esto podria deberse a que el sitio de union de las MPVS a la laminina es diferente
del de colageno IV y no esta cerca del sitio catalitico, o a la existencia de diferentes

afinidades hacia estas proteinas.

Los estudios de interaccion mediante péptidos sintéticos derivados de regiones
moleculares de la CsH1 refuerzan que los exositios de interaccién de la toxina con las
proteinas de MB depende de la estructura tridimensional de la proteina, la cual esta

ausente en los péptidos.
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8. RECOMENDACIONES

En el futuro, se podria realizar la expresion recombinante del dominio metaloproteinasa

de la CsH1 para examinar Unicamente la interaccién de este dominio.

Ademas, se podria considerar realizar ensayos de union con MPVS de tipo PIl para

examinar la interaccién en ausencia del dominio rico en cisteina.

Finalmente, es importante llevar a cabo el proceso de cristalizacion de la CsH1. Debido
a que conocer la estructura tridimensional de la toxina permitiria obtener una mayor

comprension de las interacciones de la MPVS con otras proteinas.
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