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1. LA TOXINOLOGIA ACTUAL* 

Hasta hace sólo unos cuantos años era el aspecto médica de los venenos

animales la única motivación que existía para su estudio. Según datos re- 

copilados por la Organización Mundial de la Salud ( 1956), cada aíío 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

sí mismo un importante problema de salud pública y una razón suficiente pa- 

ra estudiar los venenos. 

Los investigadores han ido descubriendo paulatinamente en los venenos

cua'.- dades muy interesantes, por ejemplo: a) constituyen una de las fuen-, 

tes más ricas de enzimas que existen en la Naturaleza, b) tienen componen- 

tes especificas que atacan sustancias, reacciones o tejidos clave dentro

del organismo, c) su composición es relativamente simple comparada con

otros materiales de origen biológico y d) su estabilidad es muy alta

cuando se les protege debidamente. 

Por estas razones, la investigación en venenos animales se ha incremen- 

tado tan considerablemente en los últimos años. Para darse cuenta de ello

basta considerar que cada año se publican más de 10, 000 articulas sobre

este tema en todo el mundo. Hoy en ala la Toxinología va más allá del

aspecto médico y tiene en los venenos una herramienta importante para el

estudio de los procesos fisiológicos esenciales, una fuente potencial de

nuevos agentes terapéuticos y un medio para establecer correlaciones fila- 

genétícas con bases moleculares. En otras palabras, el estudio sobre ve- 

Revisión hecha. en base a los artículos publicados por Christy ( 1), Ze- 

ller- (2) y Zlotkin ( 3) 
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nenas animales no está enfocado únicamente en el conocimiento de lcs compo— 

nentes directamente involucrados en su acción letal, sino en muchos otras

componentes con una amplia variedad de acciones biológicas. 

2. VENENOS DE SERPIENTE* 

Los venenos de serpiente son mezclas muy complejas de diversos tipos de

sustancias. Su función biológica probablemente consiste en inmovilizar e

iniciar la digestión de la presa, la cual resulta teleol3gicamente muy im— 

portante para un animal que, como la serpiente, las ingiere íntegramente. 

Aunque casi todos los venenos de serpiente están formados en un 90% por

proteinas, la proporción de cada sustancia y sus características especiales

varían dentro de cada especie. Sin embargo, por 1c general se observa que

entra más cercana es la relación filagenética de las serpientes, mayor si— 

militud existe entre las propiedades y composición de sus venenos. 

Todos los venenos animales contienen' usualmente más de un componente

tóxico, los cuales tienden a actuar sinergisticamente en el curso de un en— 

venenamiento; el efecto tóxico total es el resultado de la combinación de

todas las acciones que ejercen individualmente cada una de sus componentes. 

Sin embargo, la principal acción letal de los venenos de elápidos e hidr6fi— 

dos se atribuye a las neuratoxinasl componentes básicos no enzimáticos; lo

contrario se puede decir de los venenos de las cratálidos y vipéridos, cuya

acción tóxica es fundamentalmente enzimática. 

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

Revisión hecha en base a los artículos publicados por Minton ( 4), Rasen— 

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



mundo, solamente 212 son venenosas para el hombre. Estas serpientes se

clasifican de acuerdo a sus características morfal6gicas en cinco familias, 

que son: Crotalidae, Viperidae, Elapidae, Hidrophiidae y Colubridae. 

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

kistrodon, Lachesis y Trimeresurus. A los dos primeros géneros correspon— 

den las serpientes de cascabel, propias del continente americano. El géne— 

ro Bothrops está localizado únicamente en México, Centro y Sur América. To— 

dos los miembros de esta familia se caracterizan por tener fosas termosan— 

soras entre los ojos y las cavidades nasales. 

Los representantes de la familia Viperidae se encuentran ampliamente

distribuídas en Africa, Asia y Europa, pero no existe ninguna especie en

Australia ni en el continente americano. Los géneros más conocidos de esta

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

La familia Elapidae incluye a las bien conocidas cobras, mambas y cara— 

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, que son los llamados Micruroides y Micrurus, en

América del Sur, existe además el género Leptomicrurus. Se piensa que estos

han sido los únicos elápidos que emigraron hacia el Nuevo Mundo desde Asia

a través del estrecha de Behring, hace millones de aílos. Entre los géneros

que abundan en Australia y Nueva Guinea podemos mencionar a los siguientes: 

Acanthophis, Demansia, Denisonia, Notechis, Oxyuranus, Pseudechis y oxico— ox - 11. 

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

chatus, BungaruS y Ophíophagus; este último género incluye a la Cobra Real, 

la serpiente más grande del mundo, pues llega a alcanzar los 3 m. de long¡— 

tud. 
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La familia Hidrophiidae incluye a las serpientes marinas, las cuales

viven en los mares tropicales y subtropicales del Oceáno Indico y Pacífico; 

sin embargo, no se encuentran en el Oceano Atlántico ni en el Mar Mediterrá- 

neo. Solamente un género, el Pelamis, e> iste en las costas de Centro y Sur

América. 

La República Mexicana es particularmente rica en serpientes venenosas. 

Todas ellas se encuentran incluIdRq dentro de dos familias: la familia Ela- 

pidae, con dos géneros ( Micruroides y Micrurus) y la fami-,' a Crotalidae, 

con cinco géneros y 60 especies aproximadamente. 

A la familia Elapidae corresponden las serpientes de coral o coralillos. 

Estas serpientes se caracterizan por sus colores brillantes en anillos rojo, 

negro y amarillo. Mucha gente piensa que son inofensivas porque no tienen

su cabeza ancha y las pupilas verticales en elipse; en realidad lo que hace

que sean poco peligrosas es su costumbre de permanecer ocultas y su mandl- 

bula tan pequeña, pues su veneno es uno de los más tóxicos que existen. 

Las serpientes de la familia Crotalidae se distinguen fácilmente por su

cabeza ancha, sus pupilas verticales y su cuerpo rugoso; además, tienen

unas fosas termosensoras características debajo de sus ojos. Las serpien- 

tes de cascabel ( género Crotalus) se encuentran ampliamente distribuidas en

toda la República, llegan a medir hasta dos metros de largo y llevan alma- 

cenada una gran cantidad de veneno sumamente tóxico. 

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 Bothro2s. que reciben el nombre co- 

m ir de 11cabezaS de lanza". por la forma tan peculiar que tienen, De todas

la irás peliqrosa es la " nauyaca", que también se llama " barba ama- 
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rillall o " cuatro narices", cuyo nombre científico es el de E3othroEs asper. 

Esta serpiente de 1. 5 — 2. 5 m, de largo tiene una conducta impredecible, 

fácilmente se irrita y cuando ataca puede morder repetidamente, inoculando

grandes cantidades de veneno. Su distribuci5n es muy amplia, siendo común

encontrarla en plantaciones de café y plátano, en zonas selváticas y bos— 

cosas poco transitadas y a la largo de los ríos. En México, su presencia

se extiende a todo lo largo de la costa del Golfa, desde el norte de Vera— 

cruz hasta la Península de Yucatán. 

El veneno de las serpientes botr6picas es fundamentalmente enzimático, 

predominando en ellos una actividad fisiopatol6gica de tipo protealítica y

coagulante. Con excepcián de la L -aminoácido oxidasa, todas las enzimas que

contienen estos venenos son hidrolIticas. Entre ellas, la que por si sola

contribuye en mayor proporci6n a la toxicidad del veneno es la fosfolipasa

A2' por su potente actividad y por la amplia variedad de efectos bioldgicos

que produce. Debido a que no se ha hecho ningún estudio bioquímico con el

veneno de la serpiente Bothroes asper, decidimos llevar a cabo su caracte— 

rizaci6n bioquímica general, as¡ como la purificacián y caracterizací6n de

las enzimas con actividad de fasfolipasa tipo A2* 



G E N E R A L I D A D E S

S 0 8 R E

F 0 6 F 0 L I P A 5 A 5



8 - 

1. DEFINICION E IMPORTANCIA

Las fosfolípasas son enzimas hídrolíticas que actúan sobre los glicero— 

fosfolípidos como sustrato para producir distintos derivados según su espe— 

cificidad. 

Las fosfolipasas tipo A ( EC 3. 1. 1. 4) catalizan la hidr3lisis de un en— 

lace éster en el sustrato, formando un liso—derivado y liberando una molé— 

cula de ácido graso ( fig. l). Estas enzimas tienen especificidad posi— 

cional: aquéllas que hidrolizan en la posici6n 1 se designan como fosfali— 

pasas Al y aquéllas que hídrolizan en la posici6n 2 se llaman A2. La me— 

yoria de las fosfolipasas de venenos de serpiente son de tipo A2* Los liso— 

derivados que se producen por acci6n de estas enzimas son sustancias con

propiedades detergentes y hemol1ticas muy intensas ( 1, 7, 28, 29). 

Las fosfolipasas tipo B ( EC 3. 1. 1. 5) actúan sobre los liso—fosfollpidos, 

eliminando la molécula de ácido graso restante, ya sea que esté en la 30sí— 

ci3n 1 5 en la posici6n 2. Estas enzimas se llaman también liso—fosfolipa— 

sas. 

La fosfolipasa G ( EC 3. 1. 4. 3) rompe el enlace situado entre el ácido

fosf6rico y el glicerol, y la fasfolipasa D ( EC 3. 1. 4. 4) actúa entre el

ácido fosf6rico y el radical polar, liberando ácido fosfatídica. 

Este capitulo está basado en la revisiún general hecha por Tu ( 7) y en

varios artículos específicos que se numeran a lo largo del texto. 
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Fig. 1 Sitio de accián de los distintos tipos de fosfolipasas sobre los

glicerofosfolipidos. 

Los venenos de serpiente constituyen la fuente más rica de fosfalipa- 

sas Tipo A2 hasta ahora conocida. Todos los venenos que se han estudiado

contienen este tipc de enzimas, pero generalmente se encuentran en mayor

proporci6n en los venenos de los crotálidas. 

Gran parte del conocimiento actual sobre el mecanismo y sitio de accí6n

de las fosfolipasas, as¡ como su especificidad de sustrato, ha sido obteni- 

do gracias al uso de fasfalipasas aisladas de venenos de serpiente ( 8, g). 

También han sido muy útiles para analizar la estructura y funcián de los

tejidos bioelécticamente excitables y para estudiar la participaci6n de los

fosfolípidDs en ellos ( 10, 11, 12, 13). El análisis comparativo de la es- 

tructura primaria de estas enzimas ha permitido corroborar las relaciones

filogenétícas, establecidas con bases morfológicas, entre las familias

Viperioae y Crotalidae ( 1,3). 
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2. PROPIEDADES QUIMICAS

2. 1 Aislamiento y 2ecuencia

Las fosfolipasas tipo A2 son las enzimas de venenos que mejor se han
estudiado, tanto por sus propiedades químicas como por sus efectos biol6gi— 

cos. Todas ellas son, al igual que las neurotoxinas, 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 ella se han utiliza— 

do principalmente los métodos de precipitaci6n fraccionada y cramatografía

por exclusi6n e intercambio i6nico. La cromatografla por afinidad también

se ha utilizado para este prop6sito con excelentes resultados: por este mé— 

todo Rock y col. ( 14) aislaran una fosfalipasa del veneno de Crotalus ada— 

manteus utilizando análogos de fosfatidiletanolamina y fasfatidilcalina co— 

mo lígandos. La fosfalipasa A2 de Vipera ammodytes inmovilizada con safa— 

rosa 40 activada con BrCN conserva su actividad enzimática y su toxicidad. 

Joubert y Van der Walt ( 15) han demostrado que modificando el pH y la

fuerza i6nica del media, las fasfalipasas A2 tienden a dimerizar fácilmen— 

te. Para los venenos de elápidos, vipéridos y crotálidos, el peso malecu— 

lar de las fosfolipasas varia entre 9, 000 y 15, 000 para el mon6mero, y en— 

tre 18, 000 y 30, 000 para el dímero. 

La composicí6n de aminoácidos de las fasfolipasas A2 de venenos revela

un alto contenido de cístinas, y debido a que no contienen grupos sulfhi— 

drilos libres,91puede concluirse que gran parte de la estabilidad de estas

enzimas está dada por el gran número de puentes disulfuro presentes. 

Hastá este momento se ha reportado la secuencia completa de aminoáci— 



dos para las fosfolipasas A 2 de páncreas porcino ( 16) y equino ( 17). del

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 gabanica ( 24), la mocasín acuá— 

tica japonesa Agkistrodon t2IZs blomhoffii ( 25) y la serpiente Cratalus

adamanteus,( 12) del sur de los Estados Unidos. Todas ellas, excepto la de

abeja y la de la mocasin japonesa, tienen grandes homologías en sus secuen— 

cias, sobre todo en la que respecta a la posici6n de los puentes disulfura, 

a la porci(5n amino terminal y a ciertas regiones que probablemente sean im— 

portantes para su actividad enzimática. La semejanza en las secuencias es

mayor en los venenos de una misma familia que entre los venenos de dístin— 

tas familias, lo cual comprueba el hecho de que entre más cercana es la re— 

laci6n filogenética de dos especies, mayor es la similitud que existe en— 

tre la estructura química y las propiedades de sus venenos. 

2. 2 Isoenzimas

Existen en la literatura numerosas reportes sobre la presencia de va— 

rios componentes con actividad de Fosfalipasa en un mismo veneno. Siete

fosfalipasas con pesos moleculares entre 15, MO 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 ácidos y pesos moleculares que van desde 8. 5CC a 22, 000; debido

a esto se cuestiona si son realmente isoenzimas en el sentido tradicional. 

En el veneno de Vípera berus se detectaran tres fosfalipasas distintas, dos

de las cuales son inmunol6gicamente idénticas y otra que es totalmente di~ 

ferente.. Del complejo denominado 11crotoxina", proveniente del veneno de

Crotalus durissus terrificus se aislaron tres fasfolipasas A2 con puntos
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isoeléctricos de 9. 71 9. 7 y 4, 8; el hecho de que proteinas con puntos ¡ su— 

eléctricos tan distintos tengan la misma actividad sugiere que los grupos

hidrofílicos de la molécula no son esenciales para su acción catalItica. 

Del veneno de Bothro2s, neuwiedii se aislarun dos fosfolipasas con un peso

molecular apruximado de 9, 500; a una fuerza i6nica y pH adecuados, estas

enzimas dimerizan fácilmente. 

La existencia de estas formas múltiples de enzima en un mismo veneno pue~ 

de explicarse de varias maneras: 

a) Las fasfolipasas A,, tienen iscienzimas en el sentido trudicional. 

b) Las distintas formas de fasfalipasa A
2

observadas son formas polímér-icas

de la misma enzima. 

c) Algunas formas son artefactos obtenidos durante el pruceso de purifica— 

ción. Por ejempla, los grupos amido de la aspar-agina y la glutamina pueden

ser hidralizados hacia ácido aspártíco y glutámico, respectivamente. 

d) La enzima original sufre degredaci3n proteolítica y las formas múltiples

de esta enzima serían productos de esta degradación. 

e) Algunas formas son pruductos intermediarios pruducidos duran -be la sínte- 

sis de la enzima verdadera. 

La segunda explicación resulta muy factible, ya que las fosfalipasas A2
de venenos tienden a dimerizar bajo ciertas condiciones de pH y fuerza ídni- 

ca. Existen también evidencias que apoyan la cuarta posibilidad, pues se

ha visto que la actividad de esta enzima aumenta cuando se la somete a tra~ 

tamiento con tripsina o HC1; esta, sugiere que la eliminación de alguna por- 

cián de la enzima no destruye su actividad biológica; sin embargo, esta po- 

sibilidad no se aplica tanto a los venenos de elápidos, los cuales no tie- 

nen ninguna actividad endopeptidásica. Para aclarar el último punto se

tendrá que disponer de la secuencia de amincácidDs para todas las formas

múltiples de fasfolipasa en un mismo veneno; serán también útiles los estu- 

di-os que se hagan sobre la biosíntesis de esta enzima. 
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2. 3 Especificidad

Sin tener en cuenta la procedencia de los venenos, todas las fosfolipa- 

sas A
2

purificadas liberan predominantemente ácidos grasDs poliénicas ( po- 

li-insaturados). Ya que los sustrutos para esta enzima contienen en su

gran mayarla ácidos grasos insaturados en la posicián 1 y áridos grasos in - 

saturados en la posici6n 2, se concluye que el sitio de hidrdlisis se en- 

cuentra en esta última posicián ( 26). 

La especificidad de las fosfolipasas está dirigida hacia la posicidn que

ocupan los ácidos grasos en el glicerofosfolípido y no tanto hacia el tipo

de ácidos grasos que contiene. Esta " especificidad de posición" de las fos- 

folipasas se ha confirmado mediante el uso de sustratos sintéticos con áci- 

dos grasos conocidos en las posiciones 1 y 2. Sin embargo, se sabe que el

tipo de ácidos gresos en estas posiciones ejerce una considerable influencia

sobre la velocidad de hidr6lisis en la posici3n 2. 

Se ha visto que los plasmalógenos pueden servir como inhibidDres competi- 

tivos de la enzima. Al igual que la lipasa lipoprotéica, las fosfolipasas

A 2 pueden liberar ácidos gresos a partir de complejos fosfalipido- proteIna. 
Se sabe además, que la velocidad de hidrdlisis de estos complejos es de 10

a 20 veces mayor que la hidn5lisis de fosfolIpidos libres. 

2. 4 Actividad liso- fosfolipásica de las fosfolipasas A2

En algunos casos se ha visto que fosfolipasas A2 de venenos de ser-piente
ejercen actividad de liso- fosfolipasas ( fosfolipasas tipo B). Esto pudiera

ser cierto para todas las fosfolipasas tipo A21 pero hasta el momento pocas

investigadores han estudiado la actividad de estas enzimas a pHs superiores

a 9. 5, donde esta actividad resulta más evidente. Exis'-. a este respecto

un trabajo muy claro hecho en 19? 3 con la enzima obtenida del veneno de

Vipera palestinae ( 2?). 
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2. 5 Mecanismo de acción

Para que las fosfolipasas A2 de venenos de serpiente lleven a cabo su

función catalítica requieren que el sustrato se encuentre preferentemente

en forma micelar, y no en forma de moni5merr)s a bicapas. Además, es indis- 

pensable- la presencia de iones calcio. 

La forma en que la enzima se uno a los iones calcio y al sustr-ato se pos~ 

tula de acuerdo al siguiente esquema: 

E + Ca ++ --'- E - Ca ++ 
S

E - Ca++ - S E - Ca++ - L - BCOOR

RCOOH, 
E - Ca ++ - L 11 - Ca' 11 + Ca++ 

Fig. 2 Mecanismos de acción enzimática. ( E) Enzima, ( S) Sustrato, ( L) Li- 

so -derivado, ( RCOCH) Acida Graso. 

Los estudios realizados indican que antes de que el sustrato se una a la

enzima, el calcio se une a la parte polar del glicerafosfoll:pído, inducien— 

do un cambio conformacional y una carga parcial positiva que favorece un

ataque nucleofílico. Después de formarse el complejo ( E — Ca- S) se li— 

bera el ácido graso y posteriormente el lisa—derívado. Finalmenta se sepa— 

ra el calcio de la enzima. 
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2. 6 Confornaci6n

Por estudios de dicmismo circular se sabe que la mayoría de las fosfo— 

lipasas A
2

poseen un alta grado de estructura helicoidal hacia la derecha. 

Las porriones no helicoidales de la molécula poseen una estructura al azar. 

También se han realizado análisis por difracci6n de rayos X con moléculas

cristalizadas de esta enzima. 

3. EFECTOS BIOLOGICOS

Las fosfolipasas son quizá los contribuyentes más importantes a la toxi— 

cidad de los venenos, por la amplia variedad de efectos biológicos que oca— 

sionan. Gran parte de su efecto tdxico se atribuye a la accidn detergente

de los liso—derívados que producen, aunque también causan daño directamente

a través de la hidrdlisis de fosfalipidos integrantes de estructuras celula— 

res. 

3. 1 Efectos sobre membranas celulares

La fusfolipasa A
2

purificada del veneno de r2la MLa aumenta la permeabi— 

lidad de los hepatocitDs de rata. Esto se determina midiendo la liberacián

de enzimas intracelulares, como la transaminasa glutámico—pirúvica. En un

principio la liberación es muy lenta, pera una vez que se ha hidrolizado

más de un 25~35% de la fosfatidiletanolamina presente, la liberacidn se in— 

crementa rápidamente. La morfología celular permanece inalterada en sus

rasgos generales -hasta que la hidrálisis del fosfolIpido es super,¡cr al 601%. 

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

Crotalidae se han encontrado agentes capaces de lisar los eritrocii=s ( 1,, 7, 

28, 29). Est:os agentes pueden ser de acción directa o indirecta. Los facto— 

res hemaliticas directos son capaces por sí mismos de ocasionar la hemdlisis

en una suspensi6n isat6nica de eritracitos lavados; los factores hemolíticas

indirectos requieren además la presencia de un activadDr, p. ej., fasfatidi— 
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letanolamina. La capacidad que tienen las fosfolipasas para lisar los ari- 

trocitos es generalmente un efecto indirecto, que se produce después de que

han hídrolizado una cierta cantidad de fosfolIpidos estructura -les o que es- 

tán presentes en el medio. Los liso -derivados resultantes, debido a sus

propiedades detergentes, son los verdaderus agentes hemolíticos. Ciertas

componentes básicos, como la grumicidina S, los polio<-aminc)ácidos básicos

sintéticos ( ej. poli ( Lis Leu» y el factor Iltico directo ( 30), pueden fa- 

cilitar la acción de las fosfalipasas A2 sobre los glóbulos rojos. Dichos

componentes básicos se unen a las membranas celulares por atracci6n electrus- 

tática y e>q:) onen los fosfolipidos a la acción enzimática de las fosfolipasas. 

Ain en presencia del Factor lítico direct:o, el EDTA inhibe la hemólisis pro- 

ducída por la fasfalipasa A21 pues captura los iones calcio necesarios pai-a

su actividad catalItica. 

No sólo los glóbulos rojos son susceptibles a ser rotos por acción de

las fosfolipasas A
2

de los venenos, sino también los leucocitos, las ola- 

quetas y las células cebadas. La desintegración de estas células trae como

consecuencia la liberación de histamina y otras sustancias que son farmaco- 

lógicamente importantes en el fenómeno de choque algunas veces asociado con

las mordeduras de serpiente. 

3. 2 Efectos sobre tejido nervioso

Se ha visto que las fosfalipases A2 de venenos de serpiente aumentan la
permeabilidad de la membrana del axón y bloquean su condicci6n eléctrica. 

Los venenos de Haemachatus haemachatus y de IULLstnZdon piscivorous .21L- 
scivorous, y una fracción con actividad de fosfolipasa A

2
obtenida por ca- 

lentamiento del mismo veneno, son capaces de bloquear la actividad eléctri- 

cia y facilitar la penetración de curare y acetílcolina en los axones del

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

atribuyen a los liso -derivados producidos por la acción de la fosfolipasa
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A2 sobre los fosfolípidos de los axones, pues se ha visto que la liso~fcs- 

fatidilcolina por sí misma es capaz de producir los mismos efectos. La fos- 

falipasa tipo C ocasiona la hidrdlisis de una gren parte de los fosfolípidos

del ax(5n sin producir efectos bloqueadores; a diferencia de la fosfolipasa

Aq, estas enzimas producen diacilglicéridos y residuos fosforilados, ningu- 

no de los cuales posee prupiedades detergentes. 

Las vesículas sinápticas de la corteza cerebral de reta, y las vesículas

colinérgicas aisladas del drgano eléctrico de Torpedo nobíliana se han uti- 

lizado como sustratos para las fosfolipasas A 2 purificadas del veneno de

L lLa D2ja siamensis. Aparentemente los liso~fosfollpidos formados debili- 

tan y rompen las vesículas sinápticas, liberando la acetilcolina unida a

ellas. 

Estudios hechos con fosfalipasa A2 marcada con iodo redicactivo indican
que la enzima no atraviesa signíficativamente la barrera hematDencefálica, 

concentrándose preferentemente en el hígado. 

3. 2. 1. Efectos neurotc5xicos

Laj- Ibungarotoxina, una proteína neurut(5xica aislada del veneno de Buncia- 

rus. multicinctus ( 31), ocasiona un bloqueo neuromuscular al inhibir la libe- 

raci6n de acetilcolina. Existen evidencias que indican que todos los efec- 

tos farynacolcSgicos que tiene se deben a la actividad de fasfolipasa A2 que
se encuentra asociada a esta toxina. De aquí surge la pregunta de por qud

muchas otras fosfolipasas no tienen efectos neurotdxiccs; posiblemente la

respuesta radique en la especificidad que tiene la enzima por los sustra- 

tos, pues se ha visto que la Q - bungarotDxina libera más rápidamente ácidos
grasos a partir de membranas neumnales que las fosfalipasas no neurotdxi- 

cas. La - bungarotoxina se puede convertir en una fosfolipasa sin activi- 

dad neurútJxica tratándola con anhIdrido etoxifármico en presencia de iones

calcio. Esto puede indicar la presencia de dos sitios activos en la toxi- 
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na, una para la actividad enzimática y otra para la actividad neurot6xicaj

el primera de los cuales resultar -la protegido por los. iones calcio presen- 

tes ( 31, 32). 

Otras dos neurotoxinas de serpiente con actividad de fosfalipasa A2 son

la notexina y la crutoxina. La nctexina, aislada de la serpiente tigre aus- 

tr-elíana Notechis scutatus scutatus, tiene una grun homología con la fosfo- 

lipasa de páncreas porcino y con la fasfalípasa de Uaa 22La melanoleuca. 

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

teínas unidas no covalentamente: una fasfolipasa A2 y una pruteína acídica; 

esta última carece en sí misma de actividad neurot6xica y fosfolipásica, 

pero potencia la neuratoxicidad a inhibe fuertemente la actividad enzimáti- 

ca ( 33 ). 

Existen también hom6logas de fasfalipasa A2 sin actividad ni neurat6xica, 

como el ham6logo Notechis II -1, aislado del veneno de Notechis scutatus

scutatus ( 33). 

3. 3. Efectos sobre miti3condrias

En 1959 Petruska y cal. ( 34) trataron por cálentamiento los venenos de

Agkistrodon piscivorous y de Lbja nILa para utilizarlos como agentes lipo- 

líticos en el estudio del papel que tienen los fosfolípidDs en la estructu- 

ra de las mitocondrias y en la fosforilaci6n oxidativa. A partir de entan- 

ces los estudios en este campo se han ampliado considerablemente. 

Los efectos que tienen las fasfalipasas A2 sobre las particulas submíto- 

condriales los podemos resumir en la siguiente forma: 

a) Pérdida de la integridad de la estructura mitacondrial

b) Inhibíci6n de la cadena transportadora de electrones

c) Desacoplamiento de la fosfori-laci6n oxidativa

d) Solubilizaci6n de enzimas mitocondriales unidas a membrana
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3. 4 Efectos en músculo

Se ha observado que la fosfolipasa A
2

purificada a partir del veneno de

Laticuda semifasciata ocasiona una leve mionecrosis en músculo esquelético

de ratón. 

4. RESUMEN

Las fosfalipasas A2 se han encontrado en todos los vertencs de serpienti- 
hasta ahora estudiados. Su peso molecular varía entre 9, 000 y 16, 000 para

el mondmero, y tienden a dímerizar fácilmente. Su pH óptimo es alrededor

de 8 O y requieren necesariamente de iones calcio para ejercer su actividad

catalitica. Su puntn ¡ soeléctrico varía entre 4. 5 y 9. 5; en algunos venenos

se han encontrado hasta siete enzimas con actividad de fosfolipasa, por lo

que se discute si son realmente iscenzimas en el sentido tradicional. Posee

de 6 a 7 puentes disulfuro que confíerie-n a la molécula gran estabilidad. 

Existe una gran homología en las secuencias de aminoácidos para todas las

fosfclípasas de venenos de se-rp erite, ce, páncreas porcino y páncreas equino, 

pero con la fasfolípasa de abeja no existe una homología tan grande. 

Estas enzimas atacan el enlace éster situado en la posición 2 de la molé- 

cula del glicerofosfolípido, y la velocidad de reacción depende del tipo de

ácidos grasos situados en las posiciones 1 y 2. Las fosfolipasas de venenos

de serpiente degredan al sustrat3 preferentemente cuando está en forTna mice - 

lar y no cuando está en forma de monómeros o bicapas. Algunas de ellas tie- 

nen actividad de fosfolipasa tipo B, otras tienen actividad neurotdxica. 

Las fasfolípasas A2 tienen una gran variedad de efectos biológicos, que

se manifiestan principalmente sobre la membrana celular, el tejido nervioso, 

las mitocundr-ias y en menor grado también sobre el tejido muscular. Todos

3us efectos se e>plican por la degradación de los fosfolípidos estructura- 

les y por la accídn detergente de los liso -derivados que se producen. 
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En esta tesis se describe la caracterización bioquimica general del ve- 

neno de la serpiente mexicana Bothrops Ls2er Garman, así coma la purifica- 

cidn y algunas propiedades químicas de tres fosfolipasas aisladas del mismo

veneno. 

1. MATERIALES Y METOOOS

1. 1 Fuente del material

El veneno de la serpiente Isi rO . 12 aspe 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 colectó el veneno* y se centrifug6 inmediata- 

mente a baja velocidad. El sobrenadante liofilizada se guardó en refrige- 

raci6n a - 200 C. hasta el momento de ser utilizado. 

El Sephadex G- 76 se obtuvo de PharTnacia Fine- Chemicals, la dietilamino- 

etilcelulosa DE - 32 de Whatman Biochemical y el Bio Gel P- 2 de los laborato- 

ríos Bio Rad. Las proteínas patrón para la calibración de la columna de

Sephadex G- 75 se obtuvierori de Mann Research Laboratories. El ácido híalu- 

r6nico es de Nitritional Bíochemical Co., la albúmina bovina para la cuanti- 

ficaci6n de hialuranidasa es de los Laboratorios Calbiochem, los ésteres

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

Agredezca al profesor Jordi Juliá su generosa donación del veneno de

BothM22 espe
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ijster ( BTEE) son de Sigma Chemical Co. , el bis- p- nitrofenilfosfato y el

p- nitrofenilfasfatm son de Aldr-ich Chemical Co. Todos los demás reactivos

utilizados son de grack3 analítico. 

1. 2 Toxicidád

La dosis letal media ( DLso ) del veneno soluble se obtuvo graficando el

porcentaje de r -atones muertos contra el logaritmo de la dosis aplicada. 

Las muertes se registruron 20 horas después de inyectar a ratones albinos

cepa local), por vía intraperitoneal, con diferentes dosis de veneno di- 

suelta en 0. 1- 0. 3 m1 de solución salina isatánica. Se aplicaron 12 dosis

distintas y se utilizaron lotes de 10 ratones para cada dosis. 

La toxicidad de varias fracciones prutéicas obtenidas durante la sepa- 

ración del veneno se observó en ratones albinos de 18- 20 g de peso inyecta- 

dos intraperitonealmente con cantidades variables de proteína disuelta en

solución salina o en amortiguador de acetatD de amonio pH 4. 7, 20 mM. 

1. 3 Determinaciones enzimáticas

La actividad de fosfolipasa se determind por dos métodos distintos. Para

detectar la presencia de la enzima y hacer ensayos semi -cuantitativos se mi- 

dió el aclar-amiento de una suspensión de yema de huevo en gel de agarosa

35). Para determinaciones cuantitativas se utilizó el método titulnmAtri~ 

co de Shiloah y cal. ( 27). Con este método, la actividad enzimática se de- 

termina midiendo la velocidad de adición de NaGH 0. 05 N necesaria para man- 

tener a pH 9. 0 la mezcla de reacción. Esta mezcla está formada por 3. 0 m1
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de sustratD ( yema de huevo al 1C% ( p/ v) en 0. 16 M de NaCl) y una cierta can- 

tidad de enzima que permita obtener una relacidn lineal entre el volumen de

NaGH aplicado y el tiempo de adición. La mezcla de reaccic5n se agita vigo- 

rosamente con un agitador magnético y se mantiene bajo una atrmIsfera de ni- 

tri5geno a 25aC. Se define una unidad de actividad enzimática como la canti- 

dad de proteIna necesaria para liberar lumol de ácido por minuto bajo las

condiciones anteriores. 

La actividad de hialuronidasa se determiná turbidimétricamente a 250C. 

segi n el método de Tolksdor-F y col. ( 36). Una unidad de actividad enzimá- 

tica se define como ac¡uella cantidad de enzima requerida para hidrolizar

lug de ácido hialurónico por minuto a 250C. en 200 ul de una solucidn de

200 ug/ m1 de ácido hialurdnico en un amortiguador a pH 5. 3

La actividad esterásica se midid espectrufotométricamente utilizando és- 

teres sintéticos de arginina ( BAEE) y tirosina ( BTEE) como sustratos. Los

ensayos se llevaron a cabo a 250C. añadiendo la soluci6n de enzima a una

celda de cuarzo conteniendo 50 mM de CaCl
2' 

lmM de BAEE ( 5 0. 5 mM de ETEE en

40 mM de amor-tiguador TRIS- HC1 pH 7. 8 en un volumen total de 1. 5 ml. Se mi- 

de la absorbencia a 255 nm a inter-valos de 30 segundos durante un per -lodo de

3- 6 minutos. Una unidad de actividad enzimática se define como aquella can~ 

tidad de proteina necesaria para hidrolizar lumol de sustratD por minuto ba- 

jo las condiciones mencionadas. 

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

utilizando bis- p- nitrofenilfosfato como sustrato. La fosfatasa alcalina se
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cuantificó de acuerda a la técnica descrita en el Worthington Enzyme Manual

Edición 1977, pág. 138), mientras que la fosfatasa ácida se determind con

la misma técnica utilizando amortiguador acetata de amonio pH 4. 7, 20 mM, 

en lugar de amortiguador TRIS- HC1 pH 8. 0, 1 mM; en ambas casas se utilizó

p- nitrofenilfasfato como sustrato. 

1. 4 Procedimientos cromatogr6ficos

El Sephadex G- 75 y la DEAE-- celulasa se prepararon de acuerdo a las in- 

dicaciones de los fabricantes. 

El Sephadex G- 75 se montó en una columna de ( 0. 9 x 200) cm y se equilibró

durante 24 horas con amortiguador de acetato de amonio pH 4. 7, 20 mM. Para

determinar el volumen de exclusi6n se utilizó Azul de dextrana y para cal¡~ 

brar la columna se utilizarun las marcadores indicados en la Fig. 3, disual- 

tos en 1. 5 m1 del mismo amortiguador. En ella se puede observar que el vo- 

lumen de exclusi6n fue de 48. 8 m1 y que los volamenes de elución de los mar- 

cadores aplicados fueran: ovoalbúmína = 63. 0 m1, citocrvmo c= 80. 5 m1 Y Clo- 

ruro de sadio = 123. 6 ml. 

El veneno de B. aspar ( 200 mg por pesa seco) se solubilizó a 40C. mez- 

clándolo con 1. 5 m1 del amortiguador de acetato de amonio pH 4. 7 y se cantri- 

fugó a 27, 000 xg durante 10 minutos. El sobrenadante, llamado " veneno so- 

luble ( 213. 6 mg por absorbencia a 260 nm), se aplicó a la columna de

Sephadex G- 75 previamente calibrada. 

Los pasas de purificación que involucrun cromatografía de intercambia
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FIGURA 3 Calibración de la columna de Sephadex G- 75. 

Los marcadores utilizados fueron Da.: ovoalbúmina ( PM= 45, 000) y

Cit. C.: citoQromo c equino ( PM= 12, 400) y NaCl: cloruro de so— 

dio IPM= 58. 44J. La determinación del volumen de exclusión con

Ad.: Azul de dextrana ( PM 200, 000) se realizó separadamente ba— 

jo las mismas condiciones. El cloruro de sadio se determinó

conductimétricamente. Dimensiones de la columna: ( 0. 9 x 200) cm. 

Condiciones: amortiguador acetato de amanio pH 4. 7, 2GmM, flu— 

jo ajustado a 17 ml1hr y fracciones de 30 gotas/ tubo ( 1. 9 m1). 
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i6níco se llevaron a cabo con cbs columnas de DEAE- celulosa, una de

0. 9 x 30) cm y la otra de Co. ffi x 42) cm. Las condiciones experimentales

para cada una de las columnas cramatográficas están descritas en los pies

de las figuras 7, 8 y 9 ( ver Resultados). 

Todas las columnas se operaron a temperatura ambiente y la concentra- 

ci6n de preiteína se determind espectrofatométricamenta asumiendo que 1 uni- 

dad de absorbencia a 280 nm equivale a una concentración de proteina de 1

mgImI, utilizando para ello una celda de cuarzo con 1 cm de trayectoria dp- 

tíca. 

La diálisis para eliminar el exceso de sales después de los pasas crama- 

togrdficos en DEAE—celulosa se llevó a cabo en contra del amortiguador aprc- 

piado utilizando membranas " Spectrapar Type 3" Caprox. 3, 500 Mr cutoff; Spec- 

trum Medical Ind.). 

1. 5 Electruforesis

La electrafíbresis d- suantinua en geles de poliacrilamida ( Bio Rad Labo- 

ratorias) se desarrolló utilizando el método de Jovin y col. ( 38). La sepa- 

ración se llevó a cabo en geles de ( 5 x 50) mm con el 7. 5% de acrilamida. La

cantidad de proteína que se aplicó fue de 20- 100 ug disueltos en un volumen

final de 200 ul de solución amortiguada con TRIS -H PO4pH 6. 9 y en presencia3

de glicerina al 10%. La electroforesis se llevó a cabo a temperatura am- 

biente contra un amortiguador de TRIS -glicina pH 8. 3, a una intensidad de

corriente de 2. 5 mA/ tubo hasta que el colorante marcador ( Azul de brumafe- 
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nol) llegó al final del gel. Las proteínas se tiñeron con Azul brillante

de Coamasie G- 250 ( Serva Laboratories) y finalmente los geles se lavaron con

ácido acético al 10%. 

La electraforesis en geles de poliacrilamida con duodecil sulfato de so- 

dio ( SDS) se desarrolló de acuerdo al método de Swank ( 39). La separación

se efectud en geles cilíndricas de poliacrilamida de ( 7x9O) mm con una compo—- 

sici6n final del 1211. de acrilamida y el 0. 2"/. de SDS. La electrr)foresis se

llevó a cabo en contra de un amortiguador de TRIS -H
3

POapH 6. 8, y se aplicó

una intensidad de corriente de 6 mA/ tubo durante el tiempo necesario para

que el colorante marcador ( Azul de bromofenol) llegara al final del gel. 

Como proteínas patrón se utilizaron fragmentos pepsInicos de albúmina bovi- 

na ( PM del fragmento P29 29, 000 y PM del fragmento P
31 = 

35, 000), ribonu~ 

cleasa ( PM= 13, 500) y melitina ( PM= 2, 800). 

En algunos experimentDs la actividad de fosfolipasa se medid directa- 

n- nte en los geles. Para ello éstos se cortaron longitudinalmente en dos

partes; una de ellas se tifid y la otra se cortó en rebanadas de 1. 5 mm de

espesor para posteriormente determinar en cada una de ellas la actividad de

fosfolipasa por el método titulométrico. 

La separación de las fosfolipasas F. 2 y F. 3, descrita en Resultados, se

efectuó por electm.foresis discontinua en geles de paliacrilamida de acuer- 

da a la técnica de Jovin y col. ( 38). Las condiciones son las mismas que

para la electroforesis analítica, excepto que se aplicarun 200 ug de pro- 

teína en cada una de los geles. De los doce geles utilizados, uno fue te- 
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ñido para determinar la posicidn relativa de las fosfolipasas y en base a

esto se cortaron los demás geles. Las porciones correspondientes a la mis- 

ma fosfolipasa fueron mezcladas, cortadas en pequeHos fragmentos y homogeni- 

zadas con 0. 5 M de NaC! en amortiguador de acetato de amonio pH 4. 7, 10 mM. 

La mezcla se centrifug6 a 27, 000 xg durante 20 minutos. El sobrenadante se

dializó exhaustivamente contra agua destilada y se concentrd por liofíliza- 

cicSn. Para eliminar cualquier residuo de poliacr-ilamida que pudiera inter- 

ferir con el análisis de amincácidos, las fosfolipasas F. 2 y F. 3 se cromato- 

grafiaron separadamente en una columna de Bio Gel P- 2 de ( 0. 9 x 4U) cm pre- 

viamente calibrada con albúmina sérica bovina ( 1. 43 mg/ m1). Las fasfolipa- 

sas se eluyeron con agua bidestilada a un flujo de 22 ml1hr y se colectaron

en fracciones de 0. 9 ml/ tubo. Finalmente se conservaron liofilizadas. 

1. 6 Estrategia de purílficacic5n

La est.rategia de pur-ificaci6n que seguimos hasta obtener las fosfolipa- 

sas del veneno de B. asper en forma homogénea se puede ver resumidamentr- en

el diagrama de la Fig. 4. Los datos experimentales de cada uno de las pa- 

sos de purificacidn se describen en la seccidn de Resultados. 
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1 VENENO SOLUBLE 1

I SEPHADEX G- 75 I

Fracci6n 11

1

DEAE—celulosa
pl 55J

DEAE—celulose pH 8.60 IDEAE— ceiulosci pH 8. 60] 

11. 6. 3) 

DEAE—celulose pH 8. 601 electraforesis

1 Fasfolipaso F. 1 1 Fosfolipasa F. 2 1 1 Fosfolipasa F. ] 

Fig. 4 Estrategia seguida en la purificaci6n de tres fosfolipasas del veneno

de E. asper. Los números ( 11. 8), ( II.S. 4), ( 11. 6) y ( 11. 6. 3) representan dis— 

tintas fracciones cromatográficas ( ver detalles en el textc). 

1. 7 Especificidad de las fosfolipasas* 

Las fosfalIpidos que se utilizarun como sustrato se obtuvieron a partir

La determinaci6n de la especificidad de las fosfolipasas se llevd a cabo

en el Departamento de BiafIsica Molecular y Sioquímica 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 cal¡ ( 40). Para cada experimento se utilí- 

zaron 50 mg de fasfolípidos disueltas en 2 m1 de éter, los cuales se añadie- 

ron a 1 m1 de una solución 20 mM de amortiguador TRIS- HC1, pH 7. 5, carTte- 

niendo 2. 5 mM de CaCl 2 más una muestra de veneno cruda a fosfalipasa purifi- 

cada. Esta solución se agitó en vortex a 220C. por 3 horas. El éter se

evaporó bajo una atmósfera de nitrógeno y los fasfolípidos se extrajeran

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

La fase de cloroformo se evaporó bajo nitrógeno y se analizó por cramatogra~ 

fía de capa fina en una placa de sílice gel tipo G ( Analtech); el sistema

de solventes utilizado fue éter de petróleo - éter ~ ácido acético

70: 30: 20) durante 20 minutos, y cloroformo - metanol - ácido acético

50: 40: 10) durante 10 minutos. Los liso- fosfalipidos identificados en la

placa se transesterificaron con 0. 5 N de metóxido de sadio en metanol y se

analizaran por cromatografía de gases ( 42). 

1. 8 Análisis de aninoácidos+ 

Se prepararon muestras por duplicado de las fosfolipasas purificadas. 

Estas muestras se sometieran a una hidrdlisis ácida con 6. 0 N de HC1 y 0. 5% 

de fenol para proteger los residuos de tirasina. El análisis de aminoáci- 

dos se efectuó con muestres hidrolizadas a 1100C. por 20, 48, 72 y 120 horas

con el objeto de medir la liberación progresiva de los amincácidas de hidr6- 

lisis lenta ( valína, leucina e isoleucina) y la destrucción de los amincá- 

cidos sensibles ( serina y treanina). El contenido de cisteína se determi- 
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nó como ácido cistéico de acuerdo al método de Maore ( 43) y el triptufano se

determind después de una hidr6lisis alcalina de la muestra con 4. 2 N de NaCU, 

según el método de Hugli y Mocre ( 44), modificado para un volumen de 100 ul. 

El análisis de los hidrolizados ( 45) se efectud en un analizador automático

Durrum D- 500, modificado para alta sensibilidad. 

1. 9 Secuencia NH 
3 - 

terminal + 

Para este análisis se utilizaron 23. 8 nmoles de fasfolipasa F. l y 29. 2

nmoles cki fosfolipasa F. 2. Las muestras se disolvieran en ácido trífluorci- 

acético anhidro y se aplicarun separadamente en el secuenciador automático

Beckman 890 C. La degr-adación de Edman automática, la conversi6n y la ex- 

tracci6n de las fracciones eluídas después de cada ciclo se llevd a cabo se~ 

gi1n el prucedimiento descrito por Possani y col. ( 45). Los der-ivados fenil- 

tichidantoina se identificaron por cromatDgrafía de gases y por análisis de

aminoácidos, este último a partir de los derivados hidrolizados con ácido

iodhIdrico ( 46). La arginina y la histidina se confirmaron posteriormente

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

El análisis de aminoácidos y la determinación de la secuencía amino teiTni- 

nal se llevaron a cabo en la Secci6n de Siología Celular de la Facultad de

Medicina, Universidad de Yale, New Haven, Connecticut, con la colaboracián

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

2. 1 Caracterizacidn del veneno soluble

El veneno soluble de la serpiente Bathrops asper presentó una dosis le- 

tal media ( DLSD ) de 4. 3 ug/ g de rat6n. 

En este veneno se determinaron varias actividades enzimáticas. Los va- 

lores de las determinaciones correspondientes aparecen en la Tabla 1. Bajo

las condiciones experimentales no se detectó ninguna actividad de fasfatasa

ácida o alcalina. 

Tabla 1 Actividades enzímáticas cuantificadas

en el " veneno soluble" de Bathiros asper

Fosfolipa— 
a

6, 300 550
b

4) 

Hialuronidasa 3, 900 490 3) 

BAEE Esterasa 63 0. 20 4) 

BTEE Esterasa 8 0. 20 4) 

Fosfodiesterasa 0. 46 0. 04 3) 

a
Las unidades de actividad enzimática se definen

en Materiales y Métodos, y están normalizadas

par -a 100 mg de pr-ateína ± desviación estándar

b
Las cifras ent:re paréntesis representan el nil - 

mera de determinaciones independientes. 
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La electroforesis en geles de paliacrilamida a pH 8. 3 de 100 ug de

veneno soluble reveló la presencia de 15 bandas de proteína ( ver Fig. 5). 

1

punto de

aplicación 2

3

4

5

7

9

r ---- 
1 o

12

13

colorante
14

marcador 15

11' IGURA 5 Electroforesis del veneno soluble de Gothrops

asper. 100 ug de veneno se analizaran por electrofore— 

sis en geles de poliacrilamida al 7.% bajo las siguien— 

tes condiciones: amortiguador TRIS—glicina pH 8. 31 2. 5

mA/ tubo, migración hacia el ánodo y tinción con Azul bri— 

llante de Coomasie. El veneno se resolvió en 15 bandas de

proteína: seis intensas ( 6, 7, 8, 9, 13 y 15, cuatro mo— 

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

El veneno soluble se separd en siete fracciones de distinto pesa malecu- 

lar al ser aplicado a una columna de Sephadex G- 75 ( Fig. 6). 

Los ensayos cualitativos de toxicidad mostraron epe las fracciones I a

IV son letales aplicando 0. 3- 0. 4 mg de prvte:£na a una o dos ratones albinos

de 20 g de pesa; la fraccidn V resultd ser tóxica peru no letal, y las frac- 

ciones VI y VII no fueran t6xicas a estas dosis. 

Cuatro de las actividades enzimáticas ensayadas en el veneno soluble se

localizarun en las fracciones I a V y su distr-ibución se muestra en la Ta- 

bla 2. La híaluronidasa y la fosfolipasa están concentradas principalmente

en los picos 2 y 3, respectivamente; la actividad de BAEE- Esterasa se en~ 

cuentra a todo la largo de los cuatru primerus picos, con dos má>dmos de

actividad enzimática y la actividad de BTEE- Esterasa se pmsenta en los pí - 

cos I y 3. 

Tabla 2 Distribuci(5n de las actividades enzimáticas en las fracciones pro- 
a

venientes de la cromatDgrafía en Sephadex G- 75

Fracciones I II IV

Fosfolipasa 7. 36 87. 94 3. 22 1. 48

Hialuronidasa 0. 004 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

aLos valores representan el porcentaje respecto al total de la actividad

enzimátiea presente en cada una de las fracciones. 



35 - 

La fracci6n II, con el 17. 5% de las unidades de absorbencia a 280 nm y

con el 88. C% de la actividad total de fosfolipasa, se aplic6 a una columna

de DEAE- 4--elulasa equilibrada con amortiguador de fosfato de potasio, pH 7. 55, 

15 mM. La muestra se eluy6 con un gradiente lineal de concentracidn cm— 

ciente de KC1 ( Fig. 7). Se obtuvieron dos fracciones con actividad de fas— 

falipasa, la fraccidn ( 11. 6) y la fraccidn ( 11. 6); la primera mostraba dcs

actividades de fasfalipasa ligeramente diferenciadas. Los tubcs correspon— 

dientes a cada fracci6n se mezclaron y se dializaran contra el amortiguador

inicial utilizado en el siguiente pasa de purificacidn. 

La fraccitín ( 11. 8) se cromatografid en una columna de DEAE-- celulasa

equilibrada con amortiguador de fosfato de potasio a pH 8. 60 y se eluyó con

un gradiente lineal de KG1 ( Fig. 8—A). La fracci6n ( 11. 8. 4) resultante de

este pasa se recramatografid bajo las mismas condiciones ( Fig. 6- 0), obte— 

niéndose un componente principal, homogénea bajo distintos criterios ( ver

más adelante), al cual se identific6 como Fosfolipasa F. l. 

En la Tabla 3 se encuentra resumido el procedimiento y los rendimientos

obtenidos en cada paso durante la purificaci6n de esta enzíma. 

La fraccidn ( 11. 6) se aplic6 a una columna de DEAE—celulosa equilibrada

con amortaguador de fasfatos a pH 8. 6 y se eluyd con un gradiente salina li— 

neal ( Fig. 9). El componente mayor ( 11. 6. 3) que se obtuvo en este pasa mas— 

trd dos bandas de proteína después de analizarla por electroforesis de dis— 

co ( ver Fig. 10). Las dos bandas tuvieran actividad de fasfolipasa cuando

ésta se determind directamente en los geles ( ver la secci6n de Materiales
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y Métodos). A la enzima con mayor movilidad se lo llamó Fosfolipasa F. 2 y a

la ne menor movilidad Fosfolipasa F. 3. 

Debido a que estas dos enzimas no se separaban completamente por filtra~ 

cidn en Sephadex G- 75 ni por crumatografía de intercambio iónicn en DEAE- Ce- 

lulosa, se decidió separarlas por electroforesis discontinua en geles de po- 

liacrilamida, de acuerda al procedimiento que se describe en Materiales y Mé- 

todos, ya que por esta técnica se obtenía muy buena resolución. Los geles

preparativos utilizados permitieron obtener un H#a de la actividad enzimáti- 

ca aplicada. Las fosfolipasas aisladas mostraron una sála banda de protel~ 

na cuando se les analizó separadamente por electroforesis de disco ( Fig. 10). 

La Tabla 4 muestra un resumen de la purificación de las fosfolipasas F. 2. 

y F. 3, así como los rendimientos obtenidos. 

2. 3 Caracterización de las fosfolipasas

Las fosfalípasas purificadas se numeraran de acuerdn a su movilidad elec~ 

troforétíca ( Fig. 10): la fosfolipasa con mayor movilidad se llamó fasfoli- 

pasa F. l, la de movilidad intermedia fosfolípasa F. 2 y la de menor movilidad

fosfolípasa F. 3 . 

La pureza de las tres fosfalipasas se determinó por electraforesis de

disco en geles de poliacrilamida, tanto en presencia como en ausencia de

duodecil sulfato de sodio; en ambas casas se obtuvo una s3la banda para ca- 

da una de las enzimas. Además, la fosfolipasa F. l mostró una actividad es- 

pecífica constante a la largo de todo el pico de elución durante el último
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paso de purificaci6n ( ver Fig. 8). 

El pesa malecular calculado con los geles en presencia de SDS fue apro—- 

ximadament>_- de 10, 000 para las fasfolipasas F. l y F.. 2, y de Z7, 500 para la

fasfalipasa F. 3 . 

De acuerdo a los resultados de la Tabla 5, las tres fasfalipasas que se

purificaron son del tipo A2* Los fasfalIpidos de E. cal¡, cepa FT - 17, tie- 

nen más del 95% de las ácidas grasas insaturados ( C
16: 1 ) 

en la pasicidn 2, 

la cual los convierte en un material muy adecuado para la determinacidn de

la especificidad tipo A2 de las fasfalipasas. Al analizar la composici6n

de ácidos grasas presentes en las lisofasfalIpidos se pudo observar que so- 

lamente contenían cantidades mínimas de ácido palmitaldica, resultado que

concuerda con una especificidad de tipo A2 . 

La ccmpasicidn de aminoácidcs de las tres fasfolípasas del veneno de 8. 

asper aparece en la Tabla 6. 

La secuencia amina—terminal para las fasfalipasas F. 1 y F. 2 se determí— 

nd utilizando 25- 30 nmoles de proteína. Hasta este momento se han identi- 

ficado los primeras 22 residuos de aminoácidcs por degradaci6n de Edman au— 

tom6tica. 

Para la fosfalipasa F. l. se obtuvo la siguiente secuencia: 

H2N — Asx — Leu — Trp — Glx — 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: 



5FAM

H 2N - Asx - Leu - Trp - 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 8. asper por cromatografía de

exclusión molecular. En una columna de Sephadex G- 75 de ( 0. 9 x 200) cm se

aplicaron 213. 8 mg de veneno soluble preparado según se describe en Materiales

y Métodos. La columna se eluyó 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 Pbsorbencia y a su actividad

enzimática según se indica por las barras horizontales. El veneno soluble

quedó dividido en siete fracciDnes, que se representan en la figura con núme- 

ros romanos. Se localizaron las actividades enzimáticas de Hialuronidasa

HAasa), Fosfolipasa, N- benzoil- L- arginín- etil esterasa ( BAEEasa) y N- benzoil- 

L- tirosín- etil esterasa ( BTEEasa); las unidades de actividad enzimática están

definidas en Materiales y Métodos. 
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IGURA 8 Cromatografía en DEAE—celulasa de la fracci6n ( 11. 8). Purificación

de la fasfolipasa F. 1. , Fig . 8—A: la fraccidr. 11. 8 ( ver fig. 7). conteniendo

16. 8 mg de proteína, se dializó y se aplicó a una columna de DEAE—celulosa de
0. 65x42) cm. La columna se eluyó con un gr-adiente lineal hecha con 200 m1 de

amortiguador de fasfato de potasio pH 8. 6, 15 mM y con 200 m1 del mismo amor— 
tíguador 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 fosfalipasa, la fracción ( 11. 8. 4) se formó según esta indicado por

la barra horizontal. Fig. ": la fracción ( 11. 8. 4) se dializ6 y se recroma— 

tografid bajo las mismas condiciones, dando el componente ( 11. 8. 4. 2), llamado

posteriormente Fasfolipasa F. 1. El significado de los símualos es el mismo

que aparece en la figura 7. 
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V5 F. 1 F. 2 + F.3 F. 2 P. 3

WIGURA 10 Geles de poliacrilamida de diferentes pasas de purifica— 

cijn de las fosfolipasas del veneno de B. asper. VS es el veneno so— 

luble ( 100 ug), F. l es la fosfolipasa 1 en estado homogéneo ( 13 ug), 

F. 2 + F. 3 es la fracción 11. 6. 3 proveniente de DEAE—celulasa, con

dos bandas que corresponcen a las fosfolíjasas 2 y 3 ( 35 ug) w F. 2

es la fosfolipasa 2 ( 9 ug) y F. 3 es la fcsfolipasa 3 ( B ug) después

de la electroforesis preparativa y en donde se muestra su homogenei— 

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

f ¡gura E. 
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Tabla 5 Composici6n de ácidos grasas (a) de los fosfalIpidos de Escherichia

col¡ FT - 17 y de los liso~derivados producidos por acci6n de las fasfalipasas. 

Acida+ Fasfalípido Lisa—fosfolIPidos

Graso sustrato) Crot. adam. r) F. i u, F. 21 F. 3- N. n. Koutia CI

14: 0 3. 0 1. 4 2. 2 2. 2 1. 5 1. 0

C
16: 0 40. 1 86. 3 66. 4 86. 8 85. 8 83. 7

C 16: 1 37. 4 tr tr tr tr tr

18: 0 i. a 0. 0 0.(] 0. 0 0. 0 0. 0

18. 1 18. 0 12. 3 11. 3 11. 0 12. 7 14. 5

a
Porcentaje en peso del metil éster del ácido grasa. 

b
Veneno de Crutalus adamanteus usada como control ( 5 m9). 

c
Fasfalipasas F. l, F. 2 y F. 3 del veneno de Bothrr3ps aspar, ensayadas con 2. 8, 

5. 6 y 8. 0 ug mspectivamente

d
Veneno de la cobm Naja naja koutia usado como control ( 5 mg). 

La primera cifru indica el rK! merx3 de átomos de carbono y la segunda indica el

grado de insaturaci6n

tr) significa cantidades mínimas ( menos del
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Tabla 6 Composición de aminoácidos de las tres fosfolipasas purificadas del

veneno de 6. aspe . 

F. 1 F. 2 F. 3

Aminoácído nmol No. entero nmol No. ent3ro nmal. No. entero

más cercano más cercano más cercana

Acido aspártico 12. 90 13 13. 91 14 32. 19 32

Trecnina 4. 75 5 4. 68 5 12. 78 13

Serina 5. 00 5 3. 93 4 22. 34 22

Acido glutámico 9. 26 9 9. 26 9 30. 19 30

Prolina 4. 21 4 3. 45 3 15. 76 16

Glicina 9. 88 lo 9. 29 9 24. 73 25

Alanina 3. E31 4 3. 98 4 14. 98 15

Cisteína 8. 69 9 9. 14 9 16. 32 16

Valina 6. 29 6 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. 96 7

Fenilalanina 3. 56 a 3. 75 4 6. 31 6

Histidina 0. 99 1 0. 65 1 5. 71 6

Lisina 6. 88 7 7. 28 7 14. 31 14

Arginina 3. 06 3 3. 09 3 7. 84 a

Triptafano 3. 14 3 2. 10 2 6. 79 7

TOTAL 97 96 266

Pesa molecular 10978 + 11 10959 + 11 29042 + 31

calculado

La composición de aminoácidos se calculd en base a que el número de Asp, 

Glu, Ala y Leu es respectivamente 13, 9, 4 y 2 para F. l; de 14, 9, 4 y 2 para

F. 2 y de 32, 30, 15 y 15 para F. 3. 
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3. DISCUSION

El veneno de Bathrops aspar, al igual que el de la mayoría de los cro- 

tálidas, contiene un gran número de enzimas hidrolíticas, pero no tiene

cantidades detectables de neuratoxinas semejantes a las presentes en los

venenos de los elápidos ( 7). La toxicidad de los venenos de esta última

familia es por lo menos un crden de magnitud mayor que la DL50 calculada

por nosotros para el veneno de S. asper. Durante la purificación de su ve- 

neno, cada fracción obtenida era menos tóxica que el veneno total, lo cual

indica la presencia de efectcs sinergiosticos ( ver la fig. 6 y su toxicidad

en Resultados). Todo lo contrario sucede durante la purificación de las

neurotoxinas de los venenos de elápidas, donde las toxinas puras del tipo

scn mucho más potentes que el veneno total ( 49). 

La presencia de tres fasfalipasas, varios tipos de esterasas y por lo

menos un tipo de hialuranidasa ( ver fig. 6 y Tabla 2) no explica todas las

bandas de proteína encontradas por electroforesis en galas de poliacrilami- 

da en el veneno soluble ( ver fig. S). En otros venenos de serpientes del

mismo género ( 29) se han encontrado enzimas como la L- amincácido oxidasa, 

varías proteasas, 51 nuclectidasas, DNLAasas, R%Aasas, ATPasas, pirafosfata- 

sas y algunas otras enzimas que probablemente también contiene el veneno

de B. asper. La búsqueda de un factor litico directo en el veneno fue ne- 

gativa, pero se encontró un factor 11tico indirecto posiblemente asociado
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ron la actividad de fesfalipasa tipo A2: 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- 

tu hemolítica ( W). 

Durante todo el proceso de purificaci6n no se detect6 ningún inhibidor

de fosfolipasas como el reportado por Vidal y Stappani ( 51) para el veneno

de varias serpientes botrdpicas de Sudamérica. Los datos presentados en las

tablas 3 y 4 referentes a la recuperaci6n de la actividad enzimática no in- 

dican la presencia de este tipo de inhibidares. Tampoco encontramos en este

veneno ningún período de latencia al medir la actividad de fosfalipasa por

el método titulométrica; sin embargo, con el veneno de Buthrops jararaca

donaci6n 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 aquí sobre la caracterizaci6n general de

veneno de B. asper indican que éste es una mezcla de diferentes componentes

en los cuales las enzimas proteolíticas parecen predominar. Con el objeto

de evitar al máximo la degradacidn de las fasfolipasas presentes, el frac- 

cionamiento inicial del veneno en Sephadex G- 75 se hizo a pH ácida, rango

en el cual las proteasas de estas venenos parecen tener escasa actividad

51). 

Para la fasfalípasa F. l se recuperó un 14. 33% de actividad enzimética
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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 relación a la actividad enzi- 

mática total fue de M% y del 1. 8%, respectivamente; el incremento aparen- 

te en la actividad específica fue así 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. l. Esto es debido

en parte a que algunas cantidades de enxima se dejaron en los tubos latera- 

les al hacer la selección de las fracciones para los pasos posteriores ( ver

los cortes indicados por las barras horizontales en las figs. 6, 7, 8 y g). 

El rendimiento obtenido en la electroforesis de disco con fines preparati- 

vos para la fraccit5n ( 11. 6. 3) fue solamente de 54. 5%, lo que significa que

en el último paso el rendimiento se redujo casi a la mitad. El hecho de que

el material inicial, a sea el veneno soluble, sea una mezcla de varias fos- 

folipasas de las cuales no sabemos su contribución a la actividad fosfolipá- 

sica total, dificulta el cálculo del incremento en la actividad específica

al final del proceso para cada enzima en particular. Actualmente estamos en

busca de un método más simple que proporcione mayores rendimientos, como po- 

drIa ser tina cromatografia de afinidad. Gran parte del éxito que se obtuvo

fue debido a la alta estabilidad de estas enzimas. 

La caracterización de las tres fasfalípasas, según se describe en Resul- 

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

pecifica de la fasfalipasa F. l a la largo de todo el pica de elucit5n duran- 



51 - 

te el último pasa de purificacidn ( Fig. 8- 8) fue constante. La electrafore- 

sis de disco de los tres componentes purificados reveld solamente una banda

de proteína ( Fig. 10) y se demostró que la actividad de fesfalipasa estaba

asociada a ellas. La recuperacii5n de un porcentaje mayor al 9% del -residuo

aminc>-termnal y la obtenci6n de una sola secuencia es consistente con la

presencia de solamente un componente protéico para las fosfolipasas F. l y

F. 2 so . metidas al estudia de la determinaci6n de su secuencia. 

Se ha reportado la existencia de un equilibrio dinámica entre las for- 

mas monoméricas y diméricas de estas enzimas, que se desplaza en un senti- 

do o en otro dependiendo de factores como la fuerza iónica y el pH del me- 

dio ( 20). En nuestro casa la única indicaci6n que tenemos en este sentido

es el volumen de eluci6n obtenido en el Sephadex G- 75, ya que las tres fas- 

falipasas se eluyen entre la ovcalbúmina ( PM = 45, 000) y el citocromo c

PM = 12, 400). Esto sería de esperarse para la fasfolipasa F. 3, pero no pa~ 

ra las fasfalipasas F. l y F. 2. De acuerdo a la composicidn de amincácidos

de la tabla 6, la fasfalipasa F. 3 no es una forma palimérica de F. l a de

F. 2. 

Las tres fosfolipasas del veneno de 8, asper tienen un mayor contenido

de ácido glutámico y aspártico en relaci6n a los amincácidos básicos, la

cual explica su comportamiento aniónico en las columnas de DEAE- celulosa y

en la electroforesis de disco. Las fasfolipasas F. l y F. 2 tienen una ccmpo- 

sici6n de amincácidcs muy similar, pero la fasfolipasa F. 3 tiene un conte- 
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nido mucha mayor de regiduos hidrofóbicos ( Ile y Leu) en términos proporcio- 

nales; todo la contrario sucede con los residuos aromáticos ( Fen y Tir), que

están proporcionalmente en menor cantidad en esta última enzima. Algunas in- 

vestigadores han realizado estudios con el objeto de localizar y determinar

los residuos implicados en la actividad catalItica. Volwerk y cal. [ 521 re- 

portaran la inactivaci6n de la fosfelipasa de páncreas porcino por reacción

del residuo His -47 con bromura de bromofenacilo; un resultado similar obtu- 

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

pecto a esta es muy interesante notar que las fosfalipasas F. l y F. 2 descri- 

tas en esta tesis contienen sclamente un residuo de histidina por molécula, 

que probablemente sea indispensable para su actividad enzimática. Las tres

fasfalipasas que se purificaron contienen de dos a tres residuos de metioni- 

na por molécula y las fasfalipasas F. l y F. 2 contienen solamente tres resi- 

duos de arginina. Estas datos serán muy útiles para diseHar una estrategia

en la determinación de la secuencia. completa de estas enzimas. 

La cantidad total de aminoácidas en F. l y F. 2 es menor que la observada

en las fosfolipasas A2 purificadas a partir del páncreas porcino ( 16) y de

otros venenos de serpiente ( 7, 54). De acuerdo a la revisión hecha por Tu

7), más de 40 fasfolípasas diferentes han sido purificadas a partir de

los venenos de 22 distintas especies de serpientes de las cuatro familias

principales La fosfalipasa A2 de Bitis gab9nica ( 24) tiene 118 residuos de

aminoácidas con 12 cisteinas; la fosfalipasa DE - II del elápido tILa Telanck- 
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euca ( 21- 23) tiene 119 amnoác.idos y 14 cisteSnas, mientras que la fosfoli

pesa A2 dE Cretalus adamanteus ( 12) tiene 122 residuos con 14 cisteíras. 

NE-nguna de estas enzimas tiene una compcsicidri de amínoácidos muy semejan- 

te a la que tienen las tras fosfolípasas de 12 12per, excepto la Fos- 

folipasa P. 4 del veneno de Vipera Derus, con 91 amínoácidos y 10 cisteinas, 

y la fosfolipasa P. 2 de! rrrisi-nc venero, con 259 residuos y 17 cisteInas ( S-=), 

Un estudio más amplío hecho con fusfolipasas cartas pero con la misma acti- 

vidad bi.ullgica, propw cic nará datos que serán de mucha importancia en el

estatileGimiento de la relaci6n que existe entre la estructura y la funcidn

de estas enzimas. 

Se determín6 una porción de la estructura primaria de las fosfolipasas

F l y F. 2 a partir del extremo amino- terminal. La cantidad de fosfoliPasas

F. 3 no fue suficiente para íniciar la determinacidr de su estructura prima- 

ria. La sRcuercia de aminoácidcs hasta el. residuo 22 parece ser la misma

en las dos fcsfc1ipasas, aunque existen algunos residuos ( símbolizados como

X) que no se han confírmado. Si- ccmpararrcs estas secuancias ( Fig. 11) con

las que se han obtenír1ii de! páncreas de algunos mam:fferos y de los venenos

de otras serpientesl podremos riiDtL i- q! ie la regidn amino terminal es una por- 

ci4( 5n con una gran homologia, sobre todo en sus 10 primeros residuos. Confor- 

me aumenta la ct.,-canla filogenética de las especies, la homologia se hace

cada vez mayor. Lcs residuos 4- 5 CGlx - Fen) son invaríantes y el reBiduo

Ile -9 es también invariante en todas las secuencias reportadas previamente. 
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Los análisis comparativos de las secuencias de aminoácidos proporcionan

las bases sobre las cuales se especula acerca de la posición de lcs puentes

disulfuro, el sitio activo y los residuos implicados en la función catalIti- 

ca de las enzimas. Muchas de las ideas que surgen de estos estudios se con- 

firman pcsteríormente por métodos químicos o análisis cristalográficas. 

Nosot- as esperamos obtener muy prcnto mayores datos que nos permitan real -¡- 

zar un análisis estructural más detallado acerca de estas enzimas. 



C 0 N C L U S 1 0 N E S



57 - 

El veneno soluble de la serpiente mexicana BcthriD2s asper Garman ( San

Juan Evangelista, Veracruz) mostró tener 15 bandas de proteína cuando se

analizó por electrcforesis en geles de poliacrilamída a pH 8. 3. En el mis- 

mo veneno se detectaron y cuantificaron las actividades enzimáticas de fos- 

folipasa, hialuronidasa, N- benzail- L- arginin- etil esterasa, N- benzoil- L- tira- 

sin- etil esterasa y de fosfodíesterasa; sin embargo, no se detectó ninguna

actividad de fosfatasa ácida o alcalina. 

La cromatografla del veneno es Sephadex G- 75 perTnitió obtener siete

fracciones protéicas, las cuales fueron menos tóxicas que el veneno tctal

DL50=a. 3 ug/ g de ratón). 

La fracción con el mayor porcentaje de actividad de fosfolipasa ( frac- 

ción II) se separó posteriormente en una columna de DEAE- celulosa a pH 7. 55 

Las dos fracciones fosfolipasa- positivas que se obtuvieran ( 11. 6 y 11. 8) se

rit-,.Lricaron separadamente en una columna de DEAE- celulasa a pH 8. 60. La

fracci6n ( II.S. 4) se recromatograflo en la misma columna y se obtuvo la fos- 

folipasa F. l en forma homogénea. La fracción ( 11. 6. 3) se separó por electro- 

foresis discontínua en geles de poliacrilamida a pH 8. 3, obteniéndose otras

dos prateínas puras, denominadas fasfnlípasas F., 2 y F. 3. 

La identificación de los líso—-derivados producidos a partir de fosfolí- 

pidas de Escherichia colí FT - 17 permitió establecer que las tres fasfalipa- 

sas pur-lficadas son del tipo A2. 
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El análisis de aminoácidos. mostró que la fasfolipasa F. 1 está formada

por 97 residuos con 9 cisteínas ( PM = 10, 978 + 11) 9 que la fasfalipasa F. 2

tiene 96 residuos con 9 cisteInas ( PM = 10, 959 ± 11) y que la fasfolipasa

F. 3 contiene 266 residuos con 16 cisteínas ( PM = 29, 042 i 31). 

La secuencia aminc- terminal determinada por degradaci6n de Edman auto- 

mática para la fosfolipasa F. 1 es: 

HpN- A,sx - Leu - Trp - Glx - Fen - Gli - GlA - Met - X - Ser - X - Val - 

X - X - Lis - Asx - Val - Val - Fen - ... 

Para la fnsfolipasa F. 2 la secuancia es: 

H2 N - Asx- Leu - Trp- Glx- Fen- Gli- Glx - Met- Met - Ser- Asx- 

Val - Met - Arg - Lis - Asx - Val - Val - Fen - Lis - T' ir - Leu - ... 
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