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1. LA TOXINOLOGIA ACTUAL*

Hasta hace s6lo unos cuantos afos era el aspecto médico de los venenos
animales la dnica motivacién que existia para su estudic. Segin datos re-
copilados por la Organizacién Mundial de la Salud (1956), cada afio se pro-
ducen 300,000 casos de mordeduras de serpiente en todo el mundo, excluyendo
a Rusia, la parte central de China y Europa Oriental. Esto constituye en
s mismo un importante problema de salud pdblica y una razdn suficiente pa-
ra estudiar los venenos.

Los investigadores han ido descubriendo paulatinamente en los venenos
cualidades muy interesantes, por ejemplo: a) constituyen una de las fuen-
tes més ricas de enzimas gue existen en la Naturaleza, b) tienen componen-
tes especificos que atacan sustancias, reacciones o tejidos clave dentro
del organismo, c) su composicién es relativamente simple comparada con
otros materiales de origen biolégico y d) su estabilidad es muy alta
cuando se les protege debidamente.

Por estas razones, la investigacién en venenos animales se ha incremen—
tado tan considerablemente en los (ltimos afios., Para darse cuenta de ello
basta considerar que cada afio se publican mds de 10,000 articulos sobre
este tema en todo el mundo. Hoy en dfa la Toxinologia va més allé del
aspecto médico y tiene en los venenos una herramienta importante para el
estudio de los procesos fisioldgicos esenciales, una fuente potencial de

nuevos agentes terapéuticos y un medic para establecer correlaciones filo-—

genéticas con bases moleculares. En otras palabras, el estudio sobre ve—

* Revisién hecha en base a los artfculos publicados por Christy (1), Ze-
ller (2) y Zlotkin (3)



nenos animales no estd enfocado Unicamente en el conocimiento de los compo-
nentes directamente involucrados en su accién letal, sino en muchos otros

componentes con una amplia variedad de acciones biolSgicas.

2. VENENOS DE SERPIENTE*

Los venenos de serpiente son mezclas muy complejas de diversos tipos de
sustancias. Su funcidn biclégica probablemente consiste en inmovilizar e
iniciar la digestién de la presa, lo cual resulta teleolSgicamente muy ime
portante para un animal que, como la serpiente, las ingiere integramente.

Aunque casi todos los venenos de serpiente estdn formadaos en un S0% por
proteinas, la proporcién de cada sustancia y sus caracteristicas especiales
varian dentro de cada especie. Sin embargo, por lo general se observa gue
entre mds cercana es la relacidn filogenética de las serpientes, mayor si-
militud existe entre las propiedades y composicidn de sus venenos.,

Todos los venenos animales contienen usualmente mds de un componente
téxico, los cuales tienden a actuar sinergisticamente en el curso de un en-
venenamiento; el efecto téxico total es el resultado de la combinacidn de
todas las acciones que ejercen individualmente cada uno de sus componentes.
Sin embargo, la principal accién letal de los venenos de eldpidos e hidréfi-
dos se atribuye a las neurctoxinas, componentes bésicos no enzimédticos; 1o
contrario se puede decir de los venenos de los crotdlidos y vipéridos, cuya
accién téxica es fundamentalmente enzimética.

De las 3,500 especies de serpientes gue existen aproximadamente en el

*Revisién hecha en base a los artficulos publicados por Minton (4), Rosen—

feld (5) y por el U.S. Bureau of Medicine and Surgery (6).



mundo, solamente 200 son venenosas para el hombre. Estas serpientes se
clasifican de acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas en cinco familias,
gue son: Crotalidae, Viperidae, Elapidae, Hidrophiidae y Colubridae.

‘La familia Crotalidae comprende seis géneros: Crotalus, Sistrurus, Ag-—

kistrodon, Lachesis y Trimeresurus. A los dos primeros génergs correspon-

den las serpientes de cascabel, propias del continente americano. El1 géne-—
ro Bothrops estd localizado Unicamente en México, Centro y Sur América. To-
dos los miembros de esta familia se caracterizan por tener fosas termosen-
soras entre los ojos y las cavidades nasales.

Los representantes de la familia Viperidae se encuentran ampliamente
distribufdas en Africa, Asia y Europa, pero no existe ninguna especie en
Australia ni en el continente americano. Los géneros mds conocidos de esta

familia son los siguientes: Vipera, Bitis, Causus, Cerastes y Equis.

La familia Elapidae incluye a las bien conocidas cobras, mambas y cora—
lillos. Todas las serpientes venenosas de Australia y Nueva Guinea perte-—
necen a esta familia, pero existen solamente dos géneros de estas serpientes

en Norte y Centro América, gque son los llamados Micruroides y Micrurus; en

América del Sur, existe ademés el género Leptomicrurus. Se piensa que estos
han sido los Unicos eldpidos gue emigraron hacia el Nuevo Mundo desde Asia
a través del estrecho de Behring, hace millones de afios. Entre los géneros
gue abundan en Australia y Nueva Guinea podemos mencionar a los siguientes:

Acanthophis, Demansia, Denisonia, Notechis, Oxyuranus, Pseudechis y Toxicoe

lamus. Otros géneros que son muy conocidos son: Naja, Dendroaspis, Haema-

chatus, Bungarus y Ophiophagus; este Ultimo género incluye a la Cobra Real,

la serpiente mds grande del mundo, pues llega a alcanzar los 3 m. de longi-

tude



La familia Hidrophiidae incluye a las serpientes marinas, las cuales
viven en los mares tropicales y subtropicales del Ocedno Indico y Pacifico;
sin embargo, no se encuentran en el Oceano Atléntico ni en el Mar Mediterrd-
neo, Solamente un género, el Pelamis, -existe en las costas de Centro y Sur
América.

La Repdblica Mexicana es particularmente rica en serpientes venenosase.
Todas ellas se encuentran incluidas dentro de dos familias: la familia Ela-

pidae, con dos géneros (Micruroides y Micrurus) y la familia Crotalidae,

con cinco géneros'y 60 especies aproximadamente.

A la familia Elapidaaicorresponden las serpientes de coral o coralillos.
Estas serpientes se caracterizan por sus colores brillantes en anillos rojo,
negro y amarillo. Mucha gente piensa gque son inofensivas porque no tienen
su cabeza ancha y las pupilas verticales en elipse; en realidad lo que hace
gue sean poco peligrosas es su costumbre de permanecer ocultas y su mandf-
bula tan pequefia, pues su veneno es uno de los mds téxicos que existen.

Las serpientes de la familia Crotalidae se distinguen fécilmente por su
cabeza ancha, sus pupilas verticales y su cuerpo rugoso; ademds, tienen
unas fosas termosensoras caracteristicas debajo de sus ojos. Las serpien-—
tes de cascabel (género Crotalus) se encuentran ampliamente distribuidas en
toda la Replblica, llegan a medir hasta dos metros de largo y llevan alma-—
cenada una gran cantidad de veneno sumamante téxico.

La mayor parte de las mordeduras de serpiente que ocurren en México, y
en general en las zonas tropicales de nuestro continente, son producidas
por serpientes que pertenecen al género Bothrops, que reciben el nombre co-
min de "cabezas de lanza®, por la forma tan peculiar que tienen. De todas

ellas, la méds peligrosa es la "nauyaca", que también se llama "barba ama-



rilla" o "cuatro narices", cuyo nombre cientifico es el de Bothrops asper.
Esta serpiente de 1.5 = 2.5 me de largo tiene una conducta impredecible,
fécilmente se irrita y cuando ataca puede morder repetidamente, inoculando
grandes cantidades de veneng. Su distribucidén es muy amplia, siendo comdn
encontrarla en plantaciones de café y pldtano, en zonas selvdticas y bos-—
cosas poco transitadas y a lo largo de los rics. En México, su presencia
se extiende a todo lo largo de la costa del Golfo, desde el norte de Vera-—
cruz hasta la Peninsula de Yucatén.

El veneno de las serpientes botrépicas es fundamentalmente enzimético,
predominando en ellos unavactividad fisiopatolégica de tipo proteclitico y
coagulante, Con excepcién de la laminodcido oxidasa, todas las enzimas que
contienen estos venenos son hidrolfticas. Entre ellas, la gue por si sola
contribuye en mayor proporcién a la toxicidad del veneno es la fosfolipasa
Az, por su potente actividad y por la amplia variedad de efectos bioldgicos
gue produce. Debido a que no se ha hech6 ningdn estudio bioquimico con el
veneno de la serpiente Bothrops asper, decidimos llevar a cabo su caracte-
rizacién biogufmica general, asf como la purificacién y caracterizacidn de

las enzimas con actividad de fosfolipasa tipo A2.
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1. DEFINICION E IMPORTANCIA

Las fosfolipasas son enzimas hidrolfticas que actdan sobre los glicero-—
fosfolipidos como sustrato para producir distintos derivados segln su espe-
cificidad.

Las fosfolipasas tipo A (EC 3.1.1.4) catalizan la hidrdlisis de un en-—
lace éster en el sustrato, formando un liso-derivadeo y liberando una molé-—
cula de dcido graso (Fig. 1). Estas enzimas tienen especificidad posi-
cional: aquéllas que hidrolizan en la posicidn 1 se designan como fosfoli-
pasas Aq y aquéllas que hidrolizan en la posicién 2 se llaman A2. La ma-—
yoria de las fosfolipasas de venenos de serpiente son de tipo Age Los lisg=
derivados gue se producen por accidn de estas enzimas son sustancias con
propiedades detergentes y hemoliticas muy intensas (1,7,28,29).

Las fosfolipasas tipo B (EC 3.1.1.5) actdan sobre los liso-fosfolipidos,
eliminando la molécula de &cido graso restante, ya sea que esté en la posi-
cién 1 6 en la posicién 2, Estas enzimas se llaman también liso-fosfolipa-—
585,

La fosfolipasa C (EC 3.1.4.3) rompe el enlace situado entre el &cido
fosférico y el glicerol, y la fosfolipasa D (EC 3.1.4.4) actla entre el

dcido fosfdérico y el radical polar, liberando dcido fosfatidico.

* Este capitulo estd basado en la revisién general hecha por Tu (7) y en

varios articulos especificos que se numeran a lo largo del texto.
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Fig. 1 Sitio de accidn de los distintos tipos de fosfolipasas sobre los

glicerofosfolipidos.

Los venenos de serpiente constituyen la fuente més rica de fosfolipa—
sas Tipo A2 hasta ahora conocida. Todos los venenos que se han estudiado
contienen este tipec de enzimas; pero generalmente se encuentran en mayor
proporcidn en los venenos de los crotdlidos.

Gran parte del conocimiento actual sobre el mecanismo y sitio de accidn
de las fosfolipasas, asf como su especificidad de sustrato, ha sido obteni-
do gracias al uso de fosfolipasas aisladas de veneﬁos de serpiente (8, 9)
También han sido muy Utiles para analizar la estructura y funcidn de los
tejidos bicelécticamente excitables y para estudiar la participacién de los
fosfolipidos en ellos (10,11, 12, 13). EL andlisis comparativo de la es—
tructura primaria de estas enzimas ha permitido corroborar las relaciones
filogenéticas, establecidas con bases morfolégicas, entre las familias

Viperidae y Crotalidae (13).
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2. PROPIEDADES QUIMICAS

2.1 Aislamiento y secuencia

Las fosfolipasas tipo A2 son las enzimas de venenos que mejor se han
estudiado, tanto por sus propiedades guimicas como por sus efectos bioldgi-
cos. Todas ellas son, al igual que las neurctoxinas, sumamente estables a
temperaturas elevadas.

Recientemente se han aislado en forma homogénea de una gran variedad de
venenos de casi todas las familias de serpientes. Para ello se han utiliza-
do principalmente los métedos de precipitacidn fraccionada y cromatografia
por exclusidn e intercambio iénico. La cromatografia por afinidad también
se ha utilizado para este propdsito con excelentes resultados: por este mé-
todo Rock y cole (14) aislaron una fosfolipasa del veneno de Crotalus ada-
manteus utilizando andlogos de fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina co-

mo ligandos. La fosfolipasa A, de Vipera ammodytes inmovilizada con sefa-—

rosa 4B activada con BrCN conserva su actividad enzimdtica y su toxicidad.

Joubert y Van der Walt (15) han demostrado gue modificando el pH y la
fuerza iénica del medio, las fosfolipasas A, tienden a dimerizar fécilmen—
te., Para los venenos de eldpidos, vipéridos y crotdlidos, el peso molecu—
lar de las fosfolipasas varia entre 9,000 y 15,000 para el mondmerc, y en—
tre 18,000 y 30,000 para el dimero.

La composicién de aminodcidos de las fosfolipasas A, de venenas revela
un alto contenido de cistinas, y debido a que no contienen grupos sulfhi-

drilos libres,‘puede concluirse gue gran parte de la estabilidad de estas

enzimas estd dada por el gran ndmeroc de puentes disulfuroc presentes.

Hastd este momento se ha reportado la secuencia completa de aminodci-
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dos para las fosfolipasas A_ de pdncreas porcino (16) y equinoc (17), del

2

veneno de abeja (18, 19) y del veneno de varias serpientes, incluyendo al-

gunas especies de cobras (20, 21, 22), la vibora tigre australiana Notechis

Scutatus scutatus (23), la serpiente Bitis gabonica (24), la mocasin acué-

tica japonesa Agkistrodon halys blomhoffii (25) y la serpiente Crotalus

adamanteus (12) del sur de los Estados Unidos. Todas ellas, excepto la de
abeja y la de la mocasin japonesa, tienen grandes homologias en sus secuen-
cias, sobre todo en lo que respecta a la posicidén de los puentes disulfuro,
a la porcidén amino terminal y a ciertas regiones que probablemente sean ime
portantes para su actividéd enzimdtica. La semejanza en las secuencias es
mayor en los venenos de una misma familia que entre los venenos de distin-
tas familias, lo cual comprueba el hecho de gue entre mds cercana es la re-
lacién filogenética de dos especies, mayor es la similitud gue existe en-—

tre la estructura quimica y las propiedades de sus venenos.

2.2 Isoenzimas

Existen en la literatura numerosos reportes sobre la presencia de va-
rios componentes con actividad de fosfolipasa en un mismo veneno. Siete
fosfolipasas con pesos moleculares entre 15,000 y 23,800 se encontraron en

el veneno de Vipera russelli. Se encontraron seis componentes con activi-

dad de fosfolipasa en el veneno de Naja naja, todos ellos con puntos iso-
eléctricos 4cidos y pesos moleculares que van desde 8,500 a 22,000; debido
a esto se cuestiona si son realmente isoenzimas en el sentido tradicional.
En el veneno de Vipera berus se detectaron tres fosfolipasas distintas, dos
de las cuales son inmunolégicamente idénticas y otra que es totalmente di-
ferente. . Del complejo denominado “"crotoxina", proveniente del veneno de

Crotalus durissus terrificus se aislaron tres fosfolipasas Ao con puntos
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isoeléctricos de 9.7, 9.7 y 4.8; el hecho de que proteinas con puntos iso-—
eléctricos tan distintos tengan la misma actividad sugiere que los grupos
hidrofiflicos de la molécula no son esenciales para su accidn catalitica.

Del veneno de Bothrops neuwiedii se aislaron dos fosfolipasas con un peso

molecular aproximado de 9,500; a una fuerza idnica y pH adecuados, estas
enzimas dimerizan fécilmente.

La existencia de estas formas mdltiples de enzima en un mismo veneno pue-
de explicarse de varias maneras:

a) Las fosfolipasas Aé tienen isocenzimas en el sentido tradicional.

b) Las distintas formas de fosfolipasa A2 observadas son formas paliméricas
de la misma enzima.

c) Algunas formmas son artefactos obtenidos durante el proceso de purifica-
cién. Por ejemplo, los grupos amido de la asparagina y la glutamima pueden
ser hidrolizados hacia &cido aspdrtico y glutémico, respectivamente.

d) La enzima original sufre degradacidn proteclitica y las formas mdltiples
de esta enzima serian productos de esta degradacidn.

e) Algunas formas son productos intermediarios producidos durante la sinte-
sis de la enzima verdadera.

La segunda explicacidén resulta muy factible, ya gque las fosfolipasas A2
de venenos tienden a dimerizar bajo ciertas condiciones de pH y fuerza idni-
ca., Existen también evidencias que apoyan la-cuarta paosibilidad, pues se
ha visto gue la actividad de esta enzima aumenta cuando se le somete a tra-
tamiento con tripsina o HC1; esto, sugiere que la eliminacién de alguna por-
cién de la enzima no destruye su actividad bioplégica; sin embargo, esta po-
sibilidad no se aplica tanto a los venenos de elépidos, los cuales no tie-
nen ninguna actividad endopeptid&sica. Para aclarar el dltimo punto se
tendrd que disporer de la secuencia de amincdcidos para todas las formas
miltiples de fosfolipasa en un mismo verena; serén también dtiles los estu-

dios que se hagan sobre la biosintesis de esta enzima.
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2.3 Especificidad

Sin tener en cuenta la procedercia de los venenos, todas las fosfolipa-—
sas A2 purificadas liberan predominantemente 4cidos grasos poliénicos (po~
li-insaturados). Ya que los sustretos para esta enzima contienen en su
gran mayoria 4cidos grasos insaturados en la posicidn 1 y écidos grasos in-—
saturados en la posicién 2, se concluye que el sitio de hidrdlisis se en-—
cuentra en esta dltima posicién (26).

La especificidad de las fosfolipasas est& dirigida hacia la posicién que
ocupan los &cidos grasos en el glicerofosfolipido y no tanto hacia el tipo
de Acidos grasos que contiene. Esta "especificidad de posicién” de las fos-
folipasas se ha confirmado mediante el uso de sustratos sintéticos con &ci-
dos grasos conocidos en las posiciones 1 y 2. Sin embargo, se sabe gue el
tipo de 4cidos grasos en estas posiciones ejerce una considerable influencia
sobre la velocidad de hidrélisis en la posicidn 2.

Se ha visto que los plasmalégencs pueden servir como inhikidores competi-
tivos de la enzima. Al igual que la lipasa lipoprotéica, las fosfolipasas

A, pueden liberar &cidos grasos a partir de complejos fosfolipido-proteina.

2
Se sabe adem&s, que la velocidad de hidrdlisis de estos complejos es de 10

a 20 veces mayor que la hidrélisis de fosfolipidos libres.

2.4 Actividad liso-fosfolipédsica de las fosfolipasas A2

En algunos casos se ha visto que fosfolipasas A2 de verenos de serpiente
ejercen actividad de liso-fosfolipasas (fosfolipasas tipo B). Esto pudiera
ser cierto para todas las fosfolipasas tipo A2, peroc hasta el momento pocos
investigadores han estudiado la actividad de estas enzimas a pHs superiores
a 9.5, donde esta actividad resulta més evidente. Existe a este respecto
un trabajo muy claro hecho en 1973 con la enzima obtenida del veneno de
Vipera palestinae (27).
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2.5 Mecanismo de accién

Para que las fosfolipasas A2 de venenos de serpiente llewven a cabao su
funcién catalftica requieren que el sustrato se encuentre preferentemente
en forma micelar, y no en forma de mondmeros o bicapas. Ademéds, es indis-—
pensable la presencia de iones calcio.

La forma en que la enzima se une a los iones calcio y al sustrato se pos—

tula de acuerdo al siguiente esaquema:

E+Ca —> E-Ca™ == E-ca™ -5 — E -ca"™ - L - ReOCH

MG —— Ny

—BOOOEL g _ca* -1 &E-Caﬁ‘:_ E +Ca""

g e

Fig. 2 Mecanismos de accién enzimitica. (E) Enzima, (S) Sustrato, (L) Li-

so-derivado, (RCOOH) Acido Grasa.

Los estudios realizados indican gque antes de que el sustrato se una a la
enzima, el calcio se une a la parte polar del glicerofosfolipido, inducien-
do un cambio conformacional y una carga parcial positiva que favorece un
atague nucleofflico. Despuds de formarse el complejo (E - Ca e S) se li-
bera el &cido graso y posteriormente el liso-derivado. Finalmente se sepa-

ra el calcio de la enzima.
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2.6 Conformacidn

Por estudios de dicroismo circular se sabe que la mayoria de las fosfo-
lipasas A2 paseen un alto grado de estructura helicoidal hacia la derecha.
Las porcicnes no helicoidales de la molécula poseen una estructura al azar,
También se han realizado andlisis por difraccidn de rayos X con moléculas

cristalizadas de esta enzima.

3. EFECTOS BIOLOGICOS

Las fosfolipasas son quizéd los contribuyentes més importantes a la toxi-
cidad de los venenos, por la amplia variedad de efectos bioldgicos que oca-
sionan. Gran parte de su efectn tdxico se atribuye a la accidn detergente
de los liso-derivados que producen, aungue también causan dafio directamente
a través de la hidrdlisis de fosfolipidos integrantes de estructuras celula-

res.

3.1 Efectos sobre membranas celulares

La fosfolipasa A2 purificada del veneno de Naja naja aumenta la permeabi-
lidad de los hepatocitos de rata. Esto se determina midiendo la libaracién
de enzimas intracelulares, como la transaminasa glutdmico-pirdvica. En un
principioc la likeracién es muy lenta, pero uma vez que se ha hidrolizado
méds de un 25-35% de la fosfatidiletanolamina presente, la liberacién se in—
crementa rdpidamente. La morfologia celular permanece inalterada en sus
rasgos gererales-hasta gue la hidrélisis del fosfolipido es superior al 60%.

En los venenos de las serpientes de los géneros Elapidae, Viperidae y

Crotalidae se han encontrado agentes capaces de lisar los eritrocitos (1,_ i
28, 29). Estos agentes pueden ser de accidn directa o indirecta. Los facto-
res hemoliticos directos son capaces por si mismos de ccasionar la hemdlisis
en una suspensidén isotdnica de eritrocitos lavados; los factores hemoliticos

indirectos requieren ademéds la presencia de un activador, p. ej., fosfatidi-
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letanolamina. La capacidad que tienen las fosfolipasas para lisar los eri-
trocitos es generalmente un efecto indirectn, que se produce después de que
han hidrolizado una cierta cantidad de fosfolipidos estructurales o que es-
tén presentes en el medio. Los liso-derivados resultantes, debido a sus
propiedades detsrgentes, son los verdaderos agentes hemoliticos. Ciertos
componentes bédsicos, como la gramicidina S, los poli%X-amino&cidos bésicos
sintéticos (ej. poli (Lis Leu))y el factor litico directo (30), pueden fa-
cilitar la accidn de las fosfolipasas A> sobre los gléhulaos rojos.  Dichas
componentes bédsicos se unen a las membranas celulares por atraccidn electros-
tética y exponen los fosfolipidos a la accidn enzimdtica de las fosfolipasas.
Adn en presencia del factor 1itico directo, el EDTA inhibe la hemélisis pro-
ducida por la fosfolipasa A2, pues captura los iones calcio necesarios para
su actividad catalitica.

No sélo los gldébulos rojos son susceptibles a ser rotos por accidn de
las fosfolipasas A2 de los wvenenos, sino también los leucocitos, las pla—
quetas y las células cebadas. La desintegracién de estas células trae como
consecuencia la liberacién de histamina y otras sustamcias que son farmaco-
l6gicamente importantes en el fendémeno de choque algunas veces asociado con

las mordeduras de serpiente.

3.2 Efectos sobre tejidoe nerviosa

Se ha visto que las fosfolipasas A2 de venenos de serpiente aumentan la
permeabilidad de la membrana del axén y bloguean su conduccién eléctrica.

Los venenos de Haemachatus haemachatus y de Agkistrodon piscivorous pi-

scivorous, y una fraccién con actividad de fosfolipasa A2 obtenida por ca-
lentamiento del mismo veneno, son capaces de bloguear la actividad eléctri-
ca y facilitar la penetracién de curare y acetilcolina en los axones del

cangrejo. El bloqueo eléctrico y €l aumento en la permeabilidad celular se

atribuyen a los liso-derivados producidos por la accidn de la fosfolipasa
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A2 sobre los fosfolipidos de los axones, pues se ha visto que la liso-fos-
fatidilcolina por si misma es capaz de producir los mismos efectos. La fos-
folipasa tipo C ocasiona la hidrdlisis de una gran parte de los fosfolipidos
del axdén sin producir efectos bloqueadores; a diferencia de la fosfolipasa
Ao, estas enzimas producen diacilglicéridos y residuos fosforilados, ningu-—
no de los cuales posee propiedades detergentes.

Las vesiculas sindpticas de la corteza cerebral de rata, y las vesfculas

colinérgicas aisladas del &rgano eléctrico de Torpedo nobiliana se han uti-

lizado como sustratos para las fosfolipasas A2 purificadas del veneno de

Naja naja siamensis. Aparentemente los liso-fosfolipidos formados debili-

tan y rompen las vesfculas sindpticas, liberando la acetilcolina unida a
ellas.

Estudios hechos con fosfolipasa A2 marcada con iodo radicactivo indican
gue la enzima no atraviesa significativamente la barrera hematoencefélica,

concentrdndose preferentemente en el higado.

3.2.1. Efectos neurotdxicos

La'-mngarotcr)d.na, una proteina neurotfxica aislada del vereno de Bunga-
rus multicinctus (31), ocasiona un bloqueo neurgmuscular al inhibir la libe-
racién de acetilcolina. Existen evidencias que indican gue todos los efec-
tos farmacoldgicos que tiene se deben a la actividad de fosfolipasa A, que
se encuentra asociada a esta toxina. De agui surge la pregunta de por qué
muchas otras fosfolipasas no tienen efectos neurotdxicos; posiblemente la
respuesta radique en la especificidad que tiene la enzima por los sustra-—
tos, pues se ha visto que lae -bungarotoxina libera mé&s répidamente &cidos
grasos a partir de membranas neurcnales que las fosfolipasas no neurotdxi-
cas. La? -bungarotoxina se puede convertir en una fosfolipasa sin activi-
dad neurotdxica tratédndola con anhidrido etoxifdérmico en presencia de ianes

calcio. Esto puede indicar la presencia de dos sitios activos en la toxi-
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na, uno para la actividad enzimética y otro para la actividad neurotéxica,
el primero de los cuales resultaria protegido por los.iones calcio presen-—
tes (31, 32).

Otras dos neurotoxinas de serpiente con actividad de fosfolipasa A2 son
la notexina y la crotoxima. La notexina, aislada de la serpiente tigre aus—

traliana Notechis scutatus scutatus, tiene una gran homologia con la fosfo-

lipasa de péncreas porcino y con la fosfolipasa de Naja naja melanoleuca.

La crotoxina, del veneno de Crotalus terrificus, es un complejo de dos pro—

tefnas unidas no covalentamente: una fosfolipasa As y una proteina acfdica;
esta dltima carece en si misma de actividad neurotéxica y fosfolipésica,
pero potencia la neurctoxicidad e inhibe fuertemente la actividad énziméti—
ca (33).

Existen también homélogos de fosfolipasa A2 sin actividad ni neurotdxica,

como el homélogo Notechis II-1, aislado del veneno de Notechis scutatus

scutatus (33).

3.3. Efectos sobre mitocondrias

En 1959 Petruska y col. (34) trataron por calentamiento los venenos de

Agkistrodon piscivorous y de Naja naja para utilizarlos como agentes lipo-

1fticos en el estudio del papel que tienen los fosfolipidos en la estructu-
ra de las mitocondrias y en la fosforilacién oxidativa. A partir de enton—
ces los estudios en este campo se han ampliado considerablemente.

Los efectos que tienen las fosfolipasas A2 sobre las particulas submito-
condriales los podemos resumir en la siguiente forma:
a) Pérdida de la integridad de la estructura mitocondrial
b) Inhibicién de la cadena transportadora de electrones
c) Desacoplamiento de la fosforilacifn oxidativa

d) Solubilizacién de enzimas mitocondriales unidas a membrana
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3.4 Efectos en mdsculo

Se ha observado que la fosfolipasa A2 purificada a-partir del veneno de

Laticuda semifasciata ocasiona una leve mionecrosis en misculo esquelético

de ratén.

4, RESUMEN

Las fosfolipasas A2 se han encontrado en todos los venencs de serpiente
hasta ahora estudiados. Su peso molecular varia entre 9,000 y 15,000 para
gl monémero, y tienden a dimerizar fécilmente. Su pH dptimo es alrededor
de 8.0 y recquieren necesariamente de iones calcio para ejercer su actividad
catalitica. Su punto isoéléctrico varia entre 4.5 y 9.5; en algunos venenos
se han encontrado hasta siete enzimas caon actividad de fosfolipasa, por lo
que se discute si son realmente iscenzimas en el sentido tradicional. Posee
de 6 a 7 puentes disulfuro que confieren a la molécula gran estabilidad.
Existe una gran homologia en las secuencias de amingdcidos para todas las
fosfolipasas de venenos de serpiente, de.pdncreas porcino y péncreas equino,
pera con la fosfolipasa de abeja no existe una homologfa tan grande.

Estas enzimas atacan el enlaceéster situado en la posicidén 2 de la molé-
cula del glicerofosfolipido, y la velocidad de reaccién depende del tipoc de
4cidos grasos situados en las posiciones 1 y 2. Las fosfolipasas de venenos
de serpiente degradan al sustrato preferentemente cuando esté en forma mice-
lar y no cuando estd en forma de mondmeros o bicapas. Algunas de ellas tie-
nen actividad de fosfolipasa tipo B, otras tienen actividad neurotdxica.

Las fosfolipasas A2 tienen una gran variedad de efectos biolégicos, que
se manifiestan principalmente sobre la membrana celular, el tejido nervioso,
las mitocondrias y en menor grado también sobre el tejido muscular. Todos
sus efectns se explican por la degredacidn de los fosfolipidos estructura—

les y por la accidn detergente de los liso-derivados gue se producen.
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En esta tesis se describe la caracterizacién bioquimica general del ve-
neno de la serpiente mexicana Bothrops asper Garman, asi como la purifica-
cidn y algunas propiedades quimicas de tres fosfolipasas aisladas del mismo

venena,

1. MATERIALES Y METODOS

1.1 Fuente del material

El veneno de la serpiente Bothrops asper se obtuvo a partir de ejempla-
res adultos capturados en San Juan Evangelista (Veracruz, México). Estas
serpientes se mantuvieron en el serpentario del Instituto Nacional de Higie-
ne, S. S. A., lugar donde se colectd el veneno* y se centrifugd inmediata-
mente a baja velocidad. El1 sobrenadante liofilizado se guard$§ en refrige-—
racién a -20° C. hasta el momento de ser utilizado.

El Sephadex B-75 se obtuwo de Pharmacia Fine Chemicals, la dietilamino-
etilcelulosa DE-32 de Whatman Biochemical y el. Bia Gel P-2 de los laborato-
rios Bio Rad. Las proteinas patrdn para la calibracidén de la columna de
Sephadex B-75 se obtuvieron de Mann Research Laboratories. El &cido hialu-
rénico es de Nitritional Biochemical Co., la albdmina bovina para la cuanti-
ficacién de hialuronidasa es de los Laboratorios Calbiochem, los ésteres

sintéticos N-benzoil-L-arginin-etil éster (BAEE) y N-benzoil-L-tirosin-etil

#*Agradezco al profesor Jordi Julié su generosa donacién del veneno de

Bothrops asper



-22 -

éster (BTEE) son de Sigma Chemical Co., el bis-p-nitrofenilfosfato y el
p-nitrofenilfosfato son de Aldrich Chemical Co. Todos los demds reactivas

utilizados son de grado analitico.

1.2 Toxicidad

La dosis letal media (DLSO) del veneno soluble se obtuvo graficandao el
porcentaje de ratones muertas contra el logaritmo de la dosis aplicada.
Las muertes se registraron 20 horas después de inyectar a ratones albinos
(cepa local), por via intreperitoneal, con diferentes dosis de veneno di-
suelto en 0.1-0.3 ml de solucién salina isoténica. Se aplicaron 12 dosis
distintas y se utilizaron lotes de 10 ratones para cada dosis.

La toxicidad de varias fracciones protéicas obtenidas durante la sepa-

racién del veneno se observé en ratones albimos de 18-20 g de peso inyecta-
dos intraperitonealmente con cantidades variahles de proteina disuelta en

solucién salina o en amortiguador de acetato de amonic pH 4.7, 20 mM.

1.3 Determinaciones enzimdticas

La actividad de fosfolipasa se determind par dos métodos distintos. Para
detectar la presencia de la enzima y hacer ensayos semi—cuantitatiwos se mi—
dié el aclaramiento de una suspensién de yema de huewvo en gel de agarocsa
(35). Para detemminaciones cuantitativas se utilizé el métndo titulométri-
co de Shiloah y col. (27). Con este método, la actividad enzim&tica se de-
termina midiendo la velocidad de adicién de NaOH 0.05 N necesaria para man—

tener a pH 8.0 la mezcla de reaccién. Esta mezcla estd formada par 3.0 ml
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de sustrato (yema de huewo al 10% (p/v) en 0.15 M de NaCl) y una cierta can-
tidad de enzima que permita obtener una relacidn lineal entre el volumen de
NaOH aplicado y el tiempo de adicidn. La mezcla de reaccidn se agita vigo-
rosamente con un agitador magnético y se mantiene bajo una atmdsfera de ni-
trégenoc a 25°C. Se define una unidad de actividad enzimdtica como la canti-
dad de protefrna necesaria para liberar lumol de &cido par minuto bajo las
condiciones anteriores.

La actividad de hialuronidasa se determind turbidimétricamente a 25°C.
segin el método de Tolksdorf y col. (36). Una unidad de actividad enzimé-
tica se define como aguella cantidad de enzima requerida para hidrolizar
lug de &cido hialurénico por minuto a 25°C. en 200 ul de unma solucidn de
200 ug/ml de &cido hialurdnico en un amortiguador a pH 5.3

La actividad esterdsica se midid espectrofotométricaments utilizando és-
teres sintéticos de arginima (BAEE) y tirusina (BTEE) como sustratos. Los
ensayas se llevaron a cabo a 25°C. afiadiendo la solucidn de enzima a una
celda de cuarzo conteniendo 50 mM de CaClZ, imM de BAEE & 0.5 mM de BTEE en
40 mM de amortiguador TRIS-HC1 pH 7.8 en un valumen total de 1.5 ml. Se mi-
de la absorbencia a 255 nm a intervalos de 30 segundos durante un per.Iodo de
3-5 minutos., Una unidad de actividad enzimdtica se define como aguella can-
tidad de proteina necesaria para hidrolizar 1umol de sustrato por minuto ba-
jo las condiciones mencionadas.

La actividad de fosfodiesterasa se determind por el método de Russel (37)

utilizando bis—-p-nitrofenilfosfato camo sustrato. La fosfatasa alcalina se
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cuantificé de acuerdo a la técnica descrita en el Worthington Enzyme Manual
(Edicién 1977, p&g. 138), mientras gue la fosfatasa &cida se determing con
la misma técnica utilizando amortiguadar acetato de amonio pH 4.7, 20 mM,
en lugar de amortiguador TRIS-HC1 pH 8.0, 1 mM; en ambos casos se utilizd

p—nitmfehilf‘osfatn como sustrato.

1.4 Procedimientaos cmmatogzéficos

El Sephadex G-75 y la DEAE-celulosa se prepararon de acuerdo a las in-—
dicaciones de los f‘abrican’oes.r

El Sephadex G-75 se monté en una columna de (0.9 x 200)cm y se equilibrd
durante 24 horas con amortiguador de acetato de amonioc pH 4.7, 20 mM. Para
determinar el volumen de exclusién se utilizé Azul de dextrana y para cali-
brar la columna se utilizaron los marcadores indicados en la Fig. 3, disuel-
tos en 1.5 ml del mismo amortiguador. En ella se puede ohservar que el vo-
lumen de exclusidn fue de 48.8 ml y que los voldmenes de elucién de los mar-
cadores aplicados fueron: ovoalbdmina = 63.0 ml, citocromo c= 80.5 ml y clo-
ruro de sodio = 123.6 ml,

E1l veneno de B. asper (200 mg per peso seco) se soluhilizé a 4°C. mez-
cléndolo con 1.5 ml del amortiguador de acetato de amonio pH 4.7 y se centri-
Fugf). a 27,000 xg durente 10 minutos. E1 sobrenadante, llamado "venena so-
juble (213.8 mg por absorbencia a 288 nm), se aplicé a la columna de
Sephadex G-75 previamente calibrada.

Los pasos de purificacién que involucran cromatografia de intercambio
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FIGURA 3 Calibracidn de la columna de Sephadex G=75.

Los marcadores utilizados fueron Oa.: ovoalbimina (PM=45,000),
Cit. C.: citoaromo c equino (PM=12,400) y NaCl: cloruro de so-
dio (PM=58.44). La determinacidn del volumen de exclusidn con
Ad.: Azul de dextrana (PM 200,000) se realizd separadamente ba-
Jjo las mismas condiciones. E1l cloruro de sodio se determind
conductimétricamente. Dimensiones de la columna: (0.9 x 200)cm.
Condiciones: amortiguador acetato de amonio pH 4.7, 20mM, flu-—

jo ajustado a 17 ml/hr y fracciones de 30 gotas/tubo (1.9 ml).
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iénica se llevaruon a cabo con dos columnas de DEAE—celulosa, una de

(0.9 x 30) cm y la otra de (0.65 x 42) cm. Las condiciones experimentales
para cada una de las columnas cromatogréficas estédn descritas en los pies
de las figuras 7, 8 y 9 (ver Resultados).

Todas las columnas se operaron a temperatura ambiente y la concentra—
cidn de proteina se determind espectrofotométricamente asumienda que 1 uni-
dad de absorbencia a 280 nm equivale a una concentracidn de protefna de 1
mg/ml, utilizando para ello una celda de cuarzo con 1 cm de trayectoria &p-
tica.

La diilisis para eliminer el exceso de sales después de los pasos croma-—
togréficos en DEAE-celulosa se llevé a cabo en contra del amortiguador apro-
piada utilizando membranas "Spectrepar Type 3" (aprax. 3,500 Mr cufnff; Spec—

trum Medical Ind.).

1.5 Electroforesis
La electroforesis d.suontinua en geles de poliacrilamida (Bio Rad Labo-
ratories) se desarrolld utilizando el métndo de Jovin y col. (38). La sepa-
racién se llevd a cabo en geles de (5 x 50)mm con el 7.5% de acrilamida. La
cantidad de pratefna que se aplicé fue de 20-100 ug disueltos en un volumen
final de 200 ul de solucidn amorb‘.guadfa con THIS—HSPD 4pH 6.9 y en presencia
de glicerina al 10%. La electroforesis se llevd a cabo a temperatura am-—

biente contra un amortiguadar de TRIS-glicina pH 8.3, a uma intensidad de

corriente de 2.5 mA/tubo hasta que el colorante marcador (Azul de bromofe-
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nol) llegé al final del gel. Las proteinas se tifieron can Azul brillante
de Coomasie G-250 (Serva Laboratories) y finalmente las geles se lavaron con
&cido acético al 10%.

La electroforesis en geles de poliacrilamida con duodecil sulfato de so-
dio (SDS) se desarrollé de acuerdo al método de Swank (39). La separacidn
se efectud en geles cilindricas de poliacrilamida de (7x90)mm con una compo-
sicidn final del 12% de acrilamida y el 0.2% de SDS. La electroforesis se
llevé a cabo en contra de un amortiguador de TRIS—HSPOAQH 6.8, y se aplicé
una intensidad de corrien£e dé 6 mA/tubo durante el tiempo necesario para
que el colorante marcadar (Azul de bromofencl) llegara al final del gel.
Como protefnas patrdn se utilizaron fragmentos pepsinicos de albdmina bovi-
na (PM del fragmento P29= 29,000 y PM del fragmento P31= 35,000), ribonu-
cleasa (PM= 13,500) y melitina (PM= 2,800).

En algunos experimentos la actividad de fosfolipasa se medid directa-—
mente en los geles. Para ello éstos se cortaron longitudinalmente en dos
partes; una de ellas se tifi§ y la otra se cort§ en rebanadas de 1.5 mm de
espesor para posteriommente determinar en cada una de ellas la actividad de
fosfolipasa por el método titulométrico.

La separacién de las fosfolipasas F.2 y F.3, descrita en Resultados, se
efectud por electroforesis discontinua en geles de poliacrilamida de acuer-
do a la técnica de Jovin y col. (38). Las condiciones son las mismas gque
para la electroforesis analitica, excepto gque se aplicaron 200 ug de pro-

tefna en cada uno de los geles. De los doce geles utilizados, uno fue te-
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fiido para determinar la posicidn relativa de las fosfolipasas y en base a
esto se cortaron las demds geles. Las paorciones correspondientes a la mis—
ma fosfolipasa fueron mezcladas, cortadas en pequefios fragmentos y homogeni-
zadas con 0.5 M de NaCl en amortiguador de acetato de amomioc pH 4.7, 10 mM.
La mezcla se centrifugd a 27,000 xg durante 20 minutos. El sobrenadante se
dializd exhaustivamente contra agua destilada y se concentrd por liofiliza-—
cidn. Para eliminar cualquier residuc de poliacrilamida que pudiera inter-
ferir con el andlisis de aminoécidos, las fosfolipasas F.2 y F.3 se cromato-
grafiaron separadamente en una columna de Bio Gel P-2 de (0.9 x 40) cm pre-
viamente calibrada con albdmina sérica bovina (1.43 mg/ml). Las fosfolipa-
sas se eluyeron con agua hidestilada a un flujo de 22 ml/hr y se calectaron

en fracciones de 0.9 ml/tubo. Finalmente se conservaron liofilizadas.

1.6 Estrategia de purificacidn

La estrategia de purificacién que seguimos hasta obtener las fosfolipa-—
sas del veneno de B. asper en forma homogénea se puede ver resumidaments-en -
el diagrama de la Fig. 4. Los datos experimentales de cada uno de laos pa-

sos de purificacidn se describen en la seccién de Resultados.
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VENENQC SOLUBLE

SEPHADEX G-75

I

Fraccion |1

|
DEAE-ceiutosa pH 755

[

]

(11.8) (11.6)

1 |
DEAE-celuloss pH 8.60 DEAE ~celulosa pH 8.60
(11.8.4) (11.6.3)
| I

DEAE-celulosa pH 8.60 electroforesis

l
! I

Fosfolipasa F. | Fosfolipasa F.2 Fosfolipasa F. 3

Fig. 4 Estrategia seguida en la purificacidn de tres fosfolipasas del veneno
de B. asper. Llos ndmerocs (II.8), (II.8.4), (II.6) y (II.6.3) representan dis—

tintas fracciones cromatogréficas (ver detalles en el texto).

1. 7 Especificidad de las fosfolipasas*

Los fosfolipidos que se utilizaron como sustrato se obtuvieron a partir

*La determinacidn de la especificidad de las fosfolipasas se llewd a cabo
en el Departamento de Biofisica Molecular y Biocuimica de la Facultad de
Medicina, Universidad de Yale, New Haven, Connecticut, con la colaboracidn

del Dr. John E. Cronan.
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de la cepa FT-17 de Escherichia coli (40). Para cada experimento se utili-

zaron 50 mg de fosfolipidos disueltos en 2 ml de éter, los cuales se anadie—
ron a 1 ml de una solucidén 20 mM de amortiguador TRIS-HCl, pH 7.5, conte-
niendo 2.5 mM de GE\Cl2 mé&s una muestra de veneno crudo o fosfolipasa purifi-
cada. Esta solucidn se agité en vortex a 22°C., par 3 haoras. E1 éter se
evapord bajo una atmdsfera de nitrdgeno y los fosfolipidos se extrajeron

por el método de Bling y Dryer, descrito en el trabajo de Christie (41).

La fase de cloroformo se evapord bajo nitrégenc y se analizd por cromatogra-—
ffa de capa fina en una placa de sflica gel tipo G (Analtech); el sistema

de solventes utilizado fue éter de petrflec - éter - &cido acético
(70:30:20) durante 20 minutos, y cloroformo — metanol - 4cido acético
(50:40:10) durante 10 minutos. Los liso-fosfolfpidos identificados en la

placa se transesterificaron con 0.5 N de metéxido de sodio en metanol y se

analizaron por cromatografia de gases (42).

1.8 Andlisis de aminodcidos+

Se prepararon muestras por duplicado de las fosfolipasas purificadas.
Estas muestras se sometieron a una hidrélisis &cida con 6.0 N de HC1l y 0.5%
de fenol para proteger los residuos de tirosina. E1 andlisis de aminodci-
dos se efectud con muestras hidrolizadas a 110°C. por 20, 48, 72 y 120 horas
con el objeto de medir la liberacidén progresiva de los aminodcidos de hidré—
lisis lenta (valina, leucina e isoleucima) y la destruccidn de los amino&-

cidos sensibles (serina y treonina). El contenido de cistefna se determi-
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né como dcido cistéico de acuerdo al método de Moore (43) y el triptofana se
determiné después de uma hidrélisis alcalina de la muestra con 4.2 N de NaOH,
segin el método de Hugli y Moore (44), modificado para un volumen de 100 ul.
El andlisis de los hidrolizados (45) se efectud en un analizador automdtico

Durrum D-500, modificado para alta sensibilidad.

1.9 Secuencia NH2— terminal +

Para este andlisis se utilizaron 23.8 nmoles de fosfolipasa F.1 y 29.2
nmoles de fosfolipasa F.2. Las muestras se disolvieron en &cido trifluoro-—
acético anhidro y se aplicaron separadamente en el secuenciador automético
Beckman 890 C. La degradacién de Edman autom&tica, la conversidn y la ex-
traccién de las fracciones elufdas después de cada ciclo se llevé a cabo se-
giin el procedimiento descrito por Possani y col. (45). Los derivados fenil—
tiohidantoina se identificaron por cromatografia de gases y por anélisis de
aminodcidos, esto dltimo a partir de los derivados hidrolizados con dcido
iodhfdrico (46). La arginina y la histidina se confirmaron posteriormente

utilizando fermantrenquinona (47) y reactivo de Pauly (48), respectivamente.

+El andlisis de aminodcidos y la determinacién de la secuencia amino termi-
nal se llevaron a cabo en la Seccién de Biologfa Celular de la Facultad de
Medicina, Universidad de Yale, New Haven, Connecticut, con la colaboracién

del Dr. Paul L. Fletcher, Jr.
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2. RESULTADOS

2.1 Caracterizacidn del veneno soluble

El veneno soluble de la serpiente Bothrops asper presentd una dosis le-
tal media (DLSO) de 4.3 ug/g de ratén.

En este veneno se determinaron varias actividades enzim&ticas. Los va-
lares de las determinaciores correspondientes aparecen en la Tabla 1. Bajo
las condiciones experimentales no se detectd ninguna actividad de fosfatasa

dcida o alcalina.

Tabla 1 Actividades enzim&ticas cuantificadas

en el "veneno scluble" de Bothrops asper

Fosfolipasa 6,300 < s50° (a)°
Hialurcnidasa 3,900 £ 490 (3)
BAEE Esterasa 63 I 0.20 (4)
BTEE Esterasa 8 ¥ 0.20 (a)
Fosfodiesterasa  0.46 ~ 0.04 (3)

l’:‘Las unidades de actividad enzimdtica se definen
en Materiales y Métodos, y esté&n normalizadas
para 100 mg de proteina i desviacién esténdar
b s

Las cifras entre paréntesis representan el nd-

mero de determinaciocnes independientes.
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La electroforesis en geles de poliacrilamida a pH 8.3 de 100 ug de

veneno soluble revelS la presencia de 15 bandas de proteina (ver Fig. 5).

punto de -
aplicacion 2
3
@ / 4
8
6
T
8
9
10
® :
12
\ 13

colorante \ 14
marcador 15

FIGURA 5 Electroforesis del veneno soluble de Bothrops
asper. 100 ug de veneno se analizaron por electrofore-
sis en geles de poliacrilamida al 7.5% bajo las siguien-
tes condiciones: amortiguador TRIS-glicina pH 8.3, 2.5
mA/tubo, migracién hacia el &nodo y tincidn con Azul bri-
llante de Coomasie. E1l veneno se resolvid en 15 bandas de
proteina: seis intensas (6, 7, 8, 9, 13 y 15); cuatro mo-

deradas (1, 10, 12 y 14) y cinco débiles (2, 3, 4, 5y 11).
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2.2 Fraccionamiento del veneno soluble

El veneno soluble se separd en siete fracciones de distinto peso molecu—
lar al ser aplicado a una columna de Sephadex G-75 (Fig. 6).

Los ensayos cualitativos de toxicidad mostraron que las fracciones I a
IV son letales aplicando 0.3-0.4 mg de proteina a uno o dos ratones albinos
de 20 g de peso; la fraccidn V resultd ser tdxica pero no letal, y las frac-
ciones VI y VII no fueron tdéxicas a estas dosis.

Cuatro de las actividades enzimdticas ensayadas en el vereno soluble se
localizaron en las f‘racciﬁnes I aV y su distribucién se muestra en la Ta-
bla 2, La hialuronidasa y la Fusfoli-pasa estdn cancentradas principalmente
en los picos 2 y 3, respectivamente; la actividad de BAEE-Esterasa se en-
cuentra a todo la largo de los cuatro primeros picas, con dos méximos de
actividad enzimédtica y la actividad de BTEE-Esterasa se presenta en los pi-

cos 1y 3.

Tabla 2 Distribucién de las actividades enzim&ticas en las fracciones pro-

venientes de la cromatografia en Sephadex G—?Sa.

Fracciones I HEL AL v

Fosfolipasa 7.36 87.94 322 1.48
Hialuronidasa 0.00 . 0.00 95,76 4.24
BAEE Esterasa 22,56 40.06 33.78 3.60
BTEE Esterasa 66.92 8.85 24,23 0.00

aLc:s valores representan el porcentaje respecto al total de la actividad

enzimdtica presente en cada una de las fracciones.
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La fraccidn II, con el 17.5% de las unidades de absarbencia a 280 nm y
con el 880% de la actividad total de fosfolipasa, se aplicd a una columna
de DEAE-celulosa equilibrada con amortiguador de fosfato de potasio, pH 7.55,
15 mM. La muestra se eluyd con un gradiente lineal de concentracidn cre-—
ciente de KC1 (Fig. 7). Se obtuvieron dos fracciones con actividad de fos-
folipasa, la fraccién (II.6) y la fraccién (II.8); la primera mostraba dos
actividades de fosfolipasa ligeramente diferenciadas. Los tubos correspon-
dientes a cada fraccién se mezclaron y se dializaron contra el amortiguador
inicial utilizado en el siguiente paso de purificacién.

La fraccidn (II.8) se crumatografié en una calumna de DEAE-celulosa
equilibrada con amortiguador de fosfato de potasio a pH 8.60 y se eluy6 con
un gradiente lineal de KC1 (Fig. 8-A). La fraccién (II.8.4) resultante de
este paso se recromatografid bajo las mismas condiciones (Fig. 8--8), obte-
niéndose un componente principal, homogéneo bajo distintos criterios (ver
méds adelante), al cual se identificé como Fosfolipasa F.1.

En la Tabla 3 se encuentra resumido el procedimiento y los rendimientos
obtenidos en cada paso durante la purificacidén de esta enzima.

La fraccidn (II.6) se aplicd a una columna de DEAE-celulosa eguilibrada
can amortiguador de fosfatos a pH 8.6 y se eluyd con un gradiente salino li-
neal (Fig. 9). E1 comperente mayor (II.6.3) que se obtuvo en este pasoc mos-
tré dos bandas de protefna después de analizarla por electroforesis de dis-—
co (ver Fig. 10). Las das bandas tuvieron actividad de fosfolipasa cuando

ésta s determind directamente en los geles (ver la seccidn de Materiales
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y M&todos). A la enzima con mayor movilidad se le llamé§ Fosfolipasa F.2 y a
la oe memor movilidad Fosfolipasa F.3.

Debido a oque estas dos enzimas no se separaban completamente por filtra-
cién en Sephadex G-75 ni por cromatografia de intercambio iénico en DEAE-ce-
lulosa, se decidié separarlas por electroforesis discontinua en geles de po-
liacrilamida, de acuerdo al procedimiento que se describe en Materiales y Mé-
todos, ya que por esta técnica se obtenfa muy buena resolucidn. Los geles
preparativos utilizados permitieron obtener un 5% de la actividad enzim&ti-
ca aplicada. Las fosfolipasas aisladas mostraron una séla banda de protef-
na cuando se les analizé separadamente por electroforesis de disco (Fig. 10).

La Tabla 4 muestra un resumen de la purificacién de las fosfolipasas F.Z2.

y F.3, asi como los rendimientos obtenidos.

2.3 Caracterizacién de las fosfolipasas

Las fosfolipasas purificadas se numeraron de acuerdo a su movilidad elec-
troforética (Fig. 10): la fosfolipasa con mayor movilidad se llamé fosfoli-
pasa F.1, la de movilidad intermedia fosfolipasa F.2 y la de menor movilidad
fosfolipasa F.3 .

La pureza de las tres fosfolipasas se determind par electroforesis de
disco en geles de poliacrilamida, tanto en presencia como en ausencia de
duodecil sulfato de sodio; en ambos casos se obtuvo una sfla banda para ca-
da una de las enzimas. Ademds, la fosfolipasa F.1 mostrd una actividad es-

pecifica constante a lo largo de todo el pico de elucién durante el dltimo
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paso de purificacién (ver Fig. 8).

£l peso molecular calculado con los geles en presencia de SDS fue apro-
ximadamente de 10,000 pare las fosfolipasas F.1 y F.2, y de 27,500 para la
fosfolipasa F. 3 .

De acuerdo a los resultados de la Tahla 5, las tres fosfolipasas que se

purificaron son del tipao A Los fosfolipidos de E. coli, cepa FT-17, tie-

oo

nen mds del 95% de los &cidos grasos insaturados (C ) en la posicién 2,

16:1
lo cual los convierte en un material muy adecuado para la determinacidn de

la especificidad tipo A, de las fosfolipasas. Al analizar la composicidn

2
de dcidos grasas presentes en los lisofosfolipidos se pudo observar que so-

lamente contenfan cantidades mirnimas de dcido palmitoléico, resultado que

concuerda con una especificidad de tipo A

o

La composicidn de aminodcidos de las tres fosfolipasas del veneno de B.
asper aparece en la Tabla 6.

La secuencia amino-teminal para las fosfolipasas F.1 y F.2 se determi-
né utilizando 25-30 nmoles de proteina. Hasta este momento se han identi-
ficado los primeros 22 residuos de aminodcidos por degradacidn de Edman au-
tomética.

Para la fosfolipasa F.1. se obtuvo la siguiente secuencia:

HN = Asx - Leu = Trp —~ Blx - Fen — Gli - Glx - Met = X - Ser - X - Val - X -
X - lis - Asx - Val - Val - Fen - ...

Para la fasfolipasa F.2 la secuencia que se obtuvo fue la siguiente:
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HZN—Asx-Leu—Tm-Glx-Fen—Gli-Glx—Met-Met-Ser—Asx-Val—

Met - Arg = lis = Asx - Val - Val - Fen - Lis = Tir = Leu = ...
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FIGURA 6 Fraccionamiento del veneno soluble de B. asper por cromatografia de
exclusién molecular. En una columna de Sephadex G-75 de (0.9 x 200) cm se
aplicaron 213.8 mg de veneno soluble preparado segun se describe en Materiales
y Métodos. La columna se eluyd con amortiguador de acetato de amonio pH 4.7,
20 mM, a una velocidad de flujo de 18 ml/hr. Se colectaron fracciones de 1.9
ml/tubo, las cuales se.mezclaron de acuerdo a su @bsorbencia y a su actividad
enzimética segin se indica por las barras horizontales. El veneno soluble
guedS dividido en siete fracciones, que se representan en la figura con nime—
ros romanos. Se localizaron las actividades enziméticas de Hialuronidasa
(HAasa), Fosfolipasa, N-benzoil-L-arginin-etil esterasa (BAEEasa) y N-benzoil-
L-tirosin-etil esterasa (BTEEasa); las unidades de actividad enzimdtica estén
definidas en Materiales y Métodos.
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FIQIRA 7 Cromatograffa en DEAE-celulosa de la fraccidn IL.

La fraccidn II proveniente del primer paso de purificacidn se ajustd a un pH de 7.55 con KOH 1. O M. La muestra (36 ml),
conteniendo 45.3 mg. de protefna, se aplicd a una columna de DEAE-celulosa de (0.9 x 30)cm. La columna se eluyd con un
gradiente selino lineal formado por 150 ml de amortiguador de fosfato de potasio pH 7.55, 15 mM y por 150 ml del mismo
amortiguador con 0.2 M de KCl., La velocidad de flujo fue de 40 ml/hr y se colectaron fracciones de 2 ml/tubo. Las
fracciones con actividad de fosfolipasa se mezclaron segin se indica por las berras rorizontales, La concentracidn de
KCl se determind conductimétricamente. Los simbolos significan: C- cargado de la muestra, G-inicio del gradiente,

L- lavado con amortiguador a la concentracidén salina inicial y A - lawvado con el mismo amortiguador a una alta concen-—
tracidn,
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FIGURA 8 Cromatograffa en DEAE-celulosa de la fraccién (II.B). Purificacidn
de la fosfolipasa F.1. . Fig. 8-A: la fracciér II.8 (ver fig. 7), conteniendo
16.8 mg de proteina, se dializé y se aplicé a una columna de DEAE-celulosa de
(0.65x42)cm. La columna se eluyé con un gradiente lineal hecho con 200 ml de
amortiguador de fosfato de potasio pH 8.6, 15 mM y con 200 ml del mismo amor-
tiguador conteniendo 0.2 M de KC1. La velocidad de flujo fue de 30 ml/hr y
las fracciones de 2 ml/tubo. De acuerdo a la absorbencia a 280 nm y a la ac-
tividad de fosfolipasa, la fraccidn (II.8.4) se formé segin estd indicado par
la barra horizontal. Fig. 8-8: la fraccién (II.8.4) se dializé y se recroma-
tografié bajo las mismas condiciones, dando el componente (II.8.4.2), llamado
posteriormente Fosfolipasa F.1. El significado de los simbolos es el mismo
que aparece en la figura 7.



=300
[1.63
4
“‘i 1.00
‘ a8
' L 1
¥ 7 =T
02r ‘) ‘/u—n -2001- 0.20
; a”
1 .// o
./'/ 1015 §
H FloL
E 01F o 4100 ~ 1010 x
é? a g =z
)
T & 0.05
<I L 510
"
o
n ool o0oca oleaosocd 0 __om

09
g 150 100 150 200 250 300 350 400 , 450
c

r %
G m| L A

FIGURA 9 Cromatografia en DEAE-celulosa de la fraccién (11.6).

La fraccién (II.6) proveniente de la cromatografia en DEAE—celulosa a pH 7.55 (ver la Fig. 7), con un total de 11.15
mg de proteina, se dializd y se aplicé a una columna de DEAE—celulosa de (0.65 x 42)cm. La columna se eluy6 con un
gradiente lineal formado por 200 ml de amortiguador de fosfato de potasio pH 8.6, 15 mM, y por 200 ml del mismo amor-
tiguador con 0.2 M de KCl. E1 flujo fue de 30 ml/hr y las fracciones de 2 ml/tubo se colectaron y mezclaron segin se

indica por la barra horizontal, de acuerdo a su absorbencia a 280 nm y a su actividad enzimética. Los simbolos tie-
nen el mismo significado que en la figura 7.
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Vs F.1 F2+F3 F.2 F.3

FIGURA 10 Geles de poliacrilamida de diferentes pasos de purifica-
cién de las fosfolipasas del veneno de B. asper. VS es el veneno SO-
luble (100 ug), F.1 es la fosfolipasa 1 en estado homogéneo (13 ug),
F.2 + F.3 es la fraccién II.6.3 proveniente de DEAE-celulasa, con
dos bandas que corresponden a las fosfolipasas 2 y 3 (35 ug), F.2

es la fosfolipasa 2 (9 ug) y F.3 es la fosfolipasa 3 (B ug) después
de la electroforesis preparativa y en donde se muestra su homogenei-

dad. Las condiclones de la electroforesis son las mismas que para la

figura 5.



Tabla 3,~ Resumen de la Purificacién de la Fosfolipasa F.1 del Vereno de Bothrops asper

Fraccidn Procedencia de Protefna Actividad Actividad Recuperacidn Relacidn con la
la fraccidén ( a) Total Especifica actividad espe-
e (unidades ) (Unidades/ cifica del vene-

mg ) no crudo
VVensno crudo Veneno liofilizado 100.00 6,300 63 100,00 1.00
1T Sephadex B-75 17.48 5,541 317 87,94 5,03
11,8 DEAE—celulosa (pH 7.58) 312 1,750 561 27.78 8,90
I1.8.4 DEAE-celulasa (pH 8.60) 0.81 1,038 1,281 16.48 20,33
11.8.4,2 DEAE-celulosa (pH 8.60) 0,44 903 2,052 14,33 32,57

aTomanda una unidad de A280 como 1 mg de proteina

b
Una unidad de actividad es definida como la cantidad de enzima gue libera 1 umol de dcido graso en un minuto,
bajo las condiciones experimentales descritas en Materiales y Métodos,

= A =



Tabla 4.~ Resumen de la Purificacién de las Fosfolipasas F.2 y F.3 del Veneno de Bothrops asper

Fraccidn Procedencia de Proteina Actividad Actividad Recuperacidn Relacidn con la

la fraccién ( a) Total Especifica actividad espe-

o (unidades )  (unidades/ cifica del vene-
mg ) Mo crudo
Veneno cruda Veneno liofilizado 100.00 6,300 63 100,00 1.00
II Sephadex G-75 17.48 5,541 317 87.94 5.03
1.6 DEAE-celulasa (pH 7.50) 2,40 1,730 721 27.46 11.44
11.6.3 DEAE-celulosa (pH 8.60) 1.12 1,176 1,080 18.67 16.67
11.6.3 (F.2) Electroforesis en gel 0.46 529 1,149 8.40 18.24
11.6.3 (F.3) Electroforesis en gel 0.15 112 748 1,78 11,87

aTomando una unidad de A280 como 1 mg de proteina

b
Una un.dad de actividad es definida como la cantidad de enzima que libera 1 umol de &cido graso en un minuto,
bajo las condicicnes experimentales descritas en Materigles y Métodos,

=45 =
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Tabla 5 Composicidén de &cidos grasos(a)de los fosfolipidos de Escherichia

coli FT-17 y de los liso-derivados producidos por accién de las fosfolipasas.

Acido+ Fasfolipido Liso-fosfolipidos

Graso (sustrato) 7 Crot. adam.” F.1° F.2° F.a® M.Q.Koutiaa
Cc

14:0 3.0 1.4 2.2 2.2 15 1.0
C15:D 40.1 86.3 86.4 86.8 85.8 83.7
C

16:1 37.4 tr tr tr tr tr
C

18:0 1.4 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
C

18.1 18.0 12.3 113 11.0 12.7 14.5

a
Paorcenta je en peso del metil éster del 4cido graso.

l:’Venant:; de Crotalus adamanteus usado como control (5 mg).

cFosfulipasas F.1, F.2 y F.3 del vereno de Bothrops asper, ensayadas con 2.8,
5.6 y 8.0 ug respectivamente

d
Vereno de la cobra Naja naja koutia usado como control (5 mg).

+La primera cifra indica el nimero de &tomos de carbono y la segunda indica el

grado de insaturacién

(tr) significa cantidades minimas (menos del 0.05%).
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Tabla 6 Composicién de aminocécidos de las tres fosfolipasas purificadas del

veneno de B. asper.

=l Eink e F.3
Aminoé&cido nmol No. entero nmol  No. entero nmol. No. enteroc
mé&s cercano méds cercano més cercano
Acido aspértico 12.90 13 13.91 14 32.19 32
Treonina 4,75 5 4.68 5 12.78 13
Serina 5.00 5 3.93 4 22.34 22
Acido glutémico 9.26 9 9.26 9 30.19 30
Prolina 4.21 4 3.45 3 15.76 16
Glicina 9.88 10 9.29 9 24,73 25
Alanina 3.81 4 3.98 a4 14.98 15
Cisteina 8.69 ) 9.14 9 16.32 16
Valina 6.29 & 6.24 6 16.42 17
Metionina 2.31 2 2.55 3 2.98 3
Isoleucina 3.09 3 2.93 3 13.60 14
Leucina 2.02 2 1.84 2 14.64 15
Tirosina 6.80 7 7.60 8 6.98 ?
Fenilalanina 3.56 4 3.75 4 6.31 6
Histidina 0.99 1 0.65 1 §5.21 6
Lisina 6.88 7 7.28 7 14.31 14
Arginina 3.06 3 3.09 3 7.84 8
Triptofano 3.14 3 2.10 2 6.79 7
TOTAL 57 96 266
Peso molecular 10978 + 11 10959 + 11 29042 + 31

calculado

La composicién de aminodcidos se calculd en base a gue el ndmerc de Asp,
Blu, Ala y Leu es respectivamente 13, 9, 4 y 2 para F.1; de 14, 9, 4 y 2 para
F.2 yde 32, 30, 15 y 15 para F.3.



3. DISCUSION

El veneno de Bothrops asper, al igual que el de la mayorfa de los cro-

tdlidos, contiene un gran nimero de enzimas hidrolfticas, pero no tiene
cantidades detectables de neurotoxinas semejantes a las presentes en los
venenos de los eldpidos (7). La toxicidad de 1los venenos de esta Gltima
familia es por lo menos un orden de magnitud mayor que la Dlsg calculada
por nosctros para el veneno de B. asper. Durante la purificacién de su ve-
neno, cada fraccifn obtenida era menos téxica gue el veneno total, lo cual
indica la presencia de efectos sinergisticos (ver la fig. 6 y su toxicidad
en Resultados). Todo lo contrario sucede durante la purificacién de las
neurotoxinas de los venenos de eldpidos, donde las toxinas puras del tipo
son mucho més potentes que el veneno total (49).

La presencia de tres fosfolipasas, varios tipos de esterasas y por lo
menos un tipo de hialuronidasa (var fig. 6 y Tabla 2) no explica todas las
bandas de proteina encontradas por electroforesis en geles de poliacrilami-
da en el veneno soluble (ver fig. 5). En otros venenos de serpientes del
mismo género (29) se han encontrado enzimas como la L-aminodcido oxidasa,
varias proteasas, 5! nucleotidasas, DNAasas, RNAasas, ATPasas, pirofosfata-
sas y algunas otras snzimas gue probablemente también contiene el veneno
de B. asper. La bdsgueda de un factor lftico directo en el veneno fue ne-

gativa, pero se encontrd un factor 1ftico indirecto posiblemente asociado
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con la actividad de fosfolipasa tipo Ap: cuando el veneno se incuba previa—
mente con fosfatidilcolina (Sigma Type V-E) por 10 minutos, y se pone pos—
teriormente en contacto con eritrocitos humanos, se observa un marcado efec—
to hemolftico (50).

Durante todo el proceso de purificacién no se detecté ningtn inhibidor
de fosfolipasas como el reportado por Vidal y Stoppani (51) para el veneno
de varias serpientes botrépicas de Sudamérica. Los datos presentados en las
tablas 3 y 4 referentes a la recuperacidn de la actividad enzimdtica no in-
dican la presencia de este tipo de inhibidores. Tampoco encontramos en este
veneno ningdn perfodo de latencia al medir la actividad de fosfolipasa por

el método titulométrico; sin embargo, con el veneno de Bothrops jararaca

(donacibn del Instituto Butantan, de Sao Paulo, Brasil) pudimos confirmar
los resultados de Vidal y Stoppani a este respecto. (Datos no reportados
en esta tesis).

Los’ resultados que mostramos aqui sobre la caracterizacién general de
veneno de B. asper indican que éste es una mezcla de diferentes componentes
en los cuales las enzimas proteoliticas parecen predominar. Con el objeto
de evitar al méximo la degradacién de las fosfolipasas presentes, el frac—
cionamiento inicial del veneno en Sephadex G-75 se hizo a pH &cido, rango
en el cual las proteasas de estos venenos parecen tener escasa actividad
(51).

Para la fosfolipasa F.1 se recuperd un 14.33% de actividad enzim&tica



total con respecto al veneno soluble y se obtuvo un incremento aparente en
la actividad especifica de 32.6 veces (ver tabla 3). El rendimiento final
obtenido para las fosfolipasas F.2 y F.3 con relacién a la actividad enzi-
matica total fue de 8.4% y del 1.8%, respectivamente; el incremento aparen—
te en la actividad especifica fue asi mismo de 18.2 y de 11.9 veces, respec—
tivamente (ver tabla 4), Los rendimientos son relativamente bajos si se les
compara con los que se obtuvieron para la fosfolipasa F.1. Esto es debido

en parte a que algunas cantidades de enxima se dejaron en los tubos latera-
les al hacer la seleccién de las fracciones: para los pasos posteriores (ver
los cortes indicados por las barras horizontales en las figs. 6, 7, 8 y 9).
El rendimiento obtenido en la electroforesis de disco con fines preparati-
vos para la fraccién (II.S.S) fue solamente de 54.5%, lo que significa que
en el Gltimo paso el rendimiento se redujo casi a la mitad. E1 hecho de que
el material inicial, o sea el veneno soluble, sea una mezcla de varias fos-
folipasas de las cuales no sabemos su contribucién a la actividad fosfolipéd-
sica total, dificulta el célculo del incremento en la actividad especifica
al final del procesc para cada enzima en pa;ticular. Actualmente estamos en
busca de un método mds simple que proporcione mayores rendimientos, como po-
drfa ser una cromatograffa de afinidad. Gran parte del éxito que se obtuvo

fue debido a la alta estabilidad de estas enzimas.
La caracterizacién de las tres fosfolipasas, segln se describe en Resul-

tados, muestra que son homogéneas bajo distintos criterios. La actividad es-

pecifica de la fosfolipasa F.1 a lo largo de todo el pico de elucién duran—
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te el Gltimo paso de purificacién (Fig. 8-B) fue constante. La electrofore-
sis de discﬁ de los tres componentes pufificados reveld solamente una banda
de protefna (Fig. 10) y se demostré que la actividad de fosfolipasa estaba
asociada a ellas. La recuperacidn de un porcentaje mayor al 95% del residuo
amino-terminal y la obtencién de una sola secuencia es consistente con la
presencia de solamente un componente protéico para las fosfolipasas F.1 y
a2 sometidas al estudio de la determinacién de su secuencia.

Se ha reportado la existencia de un equilibrio dinémico entre las for-
mas monoméricas y diméricas de estas enzimas, gque se desplaza en un senti-
do o en otro dependiendo de factores como la fuerza iénica y el pH del me-
dio (20). En nuestro caso la Unica indicacisn gque tenemos en este sentido
es el volumen de elucién obtenido en el Sephadex G-75, ya que las tres fos-—
folipasas se eluyen entre la ovoalbdmina (PM = 45,000) y el citocromo c
(PM = 12,400). Esto serfa de esperarse para la fosfolipasa F.3, pero no pa-
ra las fosfolipasas F.1 y F.2. De acuerdo a la composicién de aminodcidos
de la tabla 6, la fosfolipasa F.3 na es una forma polimérica de F.1 o de
F.2.

Las tres fosfolipasas del veneno de B. asper tienen un mayor contenido
de dcidc glutdmico y aspértico en relacién a los aminoécidos bésicos, lo
cual explica su comportamiento aniénico en las columnas de DEAE-celulosa y
en la electroforesis de disco. Las fosfolipasas F.1 y F.2 tienen una compo-

sicién de amino&cidos muy similar, pero la fosfolipasa F.3 tiene un conte-
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nido mucho mayor de residuos hidrofébicos (I1e y Leu) en términos proporcioc-
nales; todo lo contrario sucede con los residuos arométicos (Fen y Tir), que
estén proporcionalmente en menor cantidad en esta Gltima enzima. Algunos in-
vestigadores han realizado estudios con el objeto de localizar y determinar
los residuos implicados en la actividad catalftica. Volwerk y col. (52} re-
portaron la inactivacifn de la fosfolipasa de péncreas.porcino por reaccién
del residuc His-47 con bromure de bromofenacilo; un resultado similar obtu-

vo Eaker (53) para la notexina del elépido Notechis scutatus scutatus. Res-

pecto a esto es muy interesante notar gque las fosfolipasas F.1 y F.2 descri-
tas en esta tesis contienen solamente un residuo de histidina por molécula,
que probablemente sea indispensable para su actividad enzim&tica. Las tres
fosfolipasas gue se purificaron contienen de dos a tres residucs de metioni-
na por molécula y las fosfolipasas F.1 y F.2 contienen solamente tres resi-
duos de arginina. Estos datos serdn muy dtiles para disefiar una estrategia
en la determinacién de la secuencia.completa de estas enzimas.

La cantidad total de aminodcidos en F.1 y F.2 es menor que la observada
en las fosfolipasas Ao purificadas a partir del péncreas porcino (16) y de
otros venenos de serpiente (7954). De acuerdo a la revisién hecha por Tu
(7), més de 40 fosfolipasas diferentes han sido purificadas a partir de
los venenos de 22 distintas especies de serpientes de las cuatro familias
principales. La fosfolipasa Ag de Bitis gabonica (24) tiene 118 residuos de

aminocdcidos con 12 cistefnas; la fosfolipasa DE-II del eldpido Naja melano-
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leuca (21-23) tiene 119 amincdcidos y 14 cistefnas, mientras que la fosfoli-

pasa Ao de Crotalus adamanteus (12) tieme 122 residuos con 14 cistefnas.

Ninguna de estas enzimas tiene una composicién de aminodcidos muy semejan—
te a la gue tienen las tres fosfolipasas de Bothrops asper, excepto la fos-
folipasa P.4 del veneno de Vipera berus, con 91 amincdcidos y 10 cisteinas,
y la fosfolipasa P.2 del mismo veneno, con 259 residuos y 17 cistelnas (s5),
Un estudic mds amplic hecho con fosfolipasas cortas pero con la misma acti-
vidad biolégica, proporcionard datos gue serdn de mucha importancia en el
establecimiento de la relacién que existe entre la estructura y la funcién
de estas enzimas.

Se determind una porcidn de la estructura primaria de las fosfolipasas
F.1 y F.2 a partir del extremo amino-terminal. La.cantidad de fosfolipasas
F.3 no fue suficiente para iniciar la dsterminacién de su estructura prima—
ria. La secuencia de aminoécidos hasta el residun 22 parece ser la misma
en las dos fosfolipasas, aungue existen algunos residuos (simbolizados como
X) gque no se han confirmado. Si comparamos estas secuencias (Fig. 11) con
las que se han obtenido del péncreas de algunos mamiferos y de los venenos
de otras serpientes, podremos noter que la regi6n aminc terminal es una por-
cién con una gren homologfa, scbre todo en sus 10 primeros residuos. Confor-
me aumenta la cercanfa filogenética de las especies, la homologfa se hace
cada vez mayor. Los residuos 4-5 (Blx - Fen) son invariantes y el residuo

Tle-9 es también invariante en todas las secuencias reportadas previamente.



Pdncreas porcino
Pdncreas equino

N. melanoleyca DE-1I

N. melangleuca DE-—II1

Bitis gabonica
»*
Bothrops asper F. 1

Bothrops F 2*

“E"
Crotalus gdomanteus

A. halys blomhof 1ii

5 10

= | Gin Fen |—| Arg — Ser -- Met |- ~ Lis |~ Cis tjl—aJ— Iie = Pro

= |[Gin - Gln —~ Cis — Tre — Ile — Pre
Asn [—| Leu |—! Tir|=|Gin — Gln - Cis - Tre —:F;I;Iﬂi— Pro
Asn | —| Leu _LI'_'_E- Gin - — His [~ Cls — Tre —-!L\fn_l_l— Pro
Asp|—| Leu |[— Tre —|Gin — Met — Gii ~ Gin
Asx [—| Leu |—| Trp|—|GIx — X Vel |- X - KX
LAL— Leu|—| Trp|—|Gix — Val |- Mt — Arg
Ser|~| Leu|— Val —|GIn — Fen |~|Glu — Tre — Leu|— Met — Lis vai = Ale |-
| Ser |—| Leuj- Met —[GIn —~ Fen |—|Glu — Tre — Leu —.—lﬂ' = Lis l— llcl Alq =
FIGJRA 11 Comparacidn de las secuencias en la regidn amino-terminal de las fosfolipasas A de péncreas porcino y equino,

2
y de los venenos de Naja melanoleuca (DE-IT y DE-III), de Bitis gabonice, de Crotalus adamanteus y de Agkistrodon halys

blomhoffii (Tomadas de Tu (7) y Heinrikson (12), Las secuencias de las fosfolipasas F.1 y F.2 de Bothrops asper* se in-:

tercalaron buscando una mayor homologfa con las secuencias vecinas. Los residuos invariantes en més de una especie se en-
cerraron dentro de cuadros y los residuos comunes s6lo dentro de une misma especie se encerraron can linea discontinua.

Se introdujeron algunos espacios en las secuencias buscando alirear los residuos bajo la méxima homologfa posible,
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Los andlisis comparativos de las secuencias de aminodcidos proporcionan
las bases sobre las cuales se especula acerca de la posicién de los puentes
disulfuro, el sitio activo y los residuos implicados en la funcién catalfti-
ca de las enzimas. Muchas de las ideas que surgen de estos estudios se con-
firman postericrmente por métodos quimicos o andlisis cristalogrdficos.
Nosotros esperamos obtener muy pronto mayores datos que nos permitan reali-

zar un andlisis estructural méds detallado acerca de estas enzimas.
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El veneno soluble de la serpiente mexicana Bothrops asper Garman (San
Juan Evangelista, Veracruz) mostré tener 15 bandas de proteina cuando se
analizé por electroforesis en geles de poliacrilamida a pH 8.3. En el mis—
mo veneno se detectaron y cuantificaron las actividades enziméticas de fos—
folipasa, hialuronidasa, N-benzoil-lL-arginin-etil esterasa, N-benzoil-lL-tiro-
sin-etil esterasa y de fosfodiesterasa; sin embargo, no se detecté ninguna
actividad de fosfatasa dcida o alcalina.

La cromatografia del veneno es Sephadex G-75 permitidé obtener siete
fracciones protéicas, las cuales fueron menos téxicas que el veneno total

(DLsg=4.3 ug/g de ratén).

La fraccién con el mayor porcentaje de actividad de fosfolipasa (frac-
cién II) se separd posteriormente en una columna de DEAE-celulosa a pH 7.55.
Las dos fracciones fosfolipasa-positivas que se obtuvieron (II.S y II.B) se
purificaron separadamente en una columna de DEAE-celulosa a pH 8.60. La
fraccién (II.8.4) se recromatograffoc en la misma columna y se obtuvo la fos—
folipasa F.1 en forma homogénea. La fraccidn (11.6.3) se separé por electro-
foresis discontinua en geles de poliacrilamida a pH 8.3, obteniéndose otras
dos protefnas puras, denominadas fosfolipasas F.2 y F.3.

La identificacién de los liso-derivados producidos a partir de fosfoli-
pidos de Escherichia coli FT-17 permitid establecer que las tres fosfolipa-

sas purificadas son del tipo Age.



El anflisis de aminodcidos mostré que la fosfolipasa F.1 estd formada
por 57 residuos con 9 cistefnas (PM = 10,978 + 11), que la fosfolipasa F.2
tiene 96 residuos con 9 cistefnas (F’M = 10,959 * 11) y que la fosfolipasa
F.3 contiene 266 residuas con 16 cistefnas (PM = 29,042 ¥ a1).

La secuencia amino-terminal determinada por degradacién de Edman auto-
médtica para la fosfolipasa F. 1 es:
HZN—Asx-Leu-Trp—Glx—Fen—Gli-Glx—Met—X-Ser-X-Val—

X=X =Lis =« Asx = Val = Val - Fen - ...
Para la fosfolipasa F.2 la secuencia es:
Ho N = Asx = leu - Trp - Blx - Fen = Gli - Glx - Met - Met - Ser - Asx -

Val - Met - Arg — Lis — Asx - Val - Val = Fen = Lis = Tir - Leu = ...
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