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RESUMEN.

En el presente trabajo se ha purificado a homogeneikiad una fosfolipasa A,
neurotéxica del veneno de la serpiants r medio

. _Oxyuranus scuteliatus scuteliatus
de tres cromatografias de intercambio ionico y una cromatografia de afinidad.

_La enzima purificada tiene un peso molecular de 16000 y ol andlisis de aminodci-
dos revela que la ¢nzima se compone de 150 residuos.

La actividad de fosfolipasa ¢s del tipo A, y ademds es dependiente de Ca™.
Se ha secuenciado el 50% de la enzima. Existe una gran similitud con otras

fosfolipasas de veneno de serpientes. Los aminodcidos que enlazan al ion Ca™
son invariantes en nuestra enzime con respecto a oiras fosfolipasas como la

yfosidlpuadoptmfmbovlmydowmmmmmddm
sigunas substituciones.

presentan

enzima disueita en r de Tris-HC! pH 8.0 10 mM y CaCl, 10 mM a una
concentracién de 16.0 mg/mi de proteina, utiizando como agents precipitante
polistilen glicol 6000 a una de §% y 20% v~




INTRODUCCISN.
1.- ENFOQUE DE LA TESIS.

El estudio de la correlacién existente entre la estruciura y funcién de las proteinas
y écidos nucleicos, han sido objelo de estudio de muchos grupos de Investigacién

en bioquimica fisiologia, cristalografia, quimica y biologia molecular en lus ultimos
cuarenta afios.

Con el desarrolio de las técnicas modemas de purificacién de proteinas y éacidos
nucleicos y con el surgimiento de equipos computarizados, es posible aislar a
homogeneidad una serie de proteinas (macromoléculas) de las cuales se deter-
minaron sus estructuras primarias, secundarias, terciarias, y para las proteinas
oligormndéricas Inclusive su estructura cuatemaria.

La determinacién de la secuencia de aminodcidos de familias de proteinas selec-
cionadas por su funcién, permiti6 verificar la importancia de reglones conservadas
en ia estructura primaria. A su vez la aplicacién de la difraccion de rayos X al
esludio de estas proteinas, permitié localizar estos sitios atamente conservados,
on tres dimensiones, demostrindose que de manera general, ellos comesponden a
los llamados sitios activos o cataliticos de proteinas (enzimas) en estudio.

La modificacién quimica de residuos de aminodcidos en posiciones determinadas
ha permitido aumentar el conocimiento de la relacién existente entre la estructura y
funcién de muchas proteinas. Més recientemente el uso de la sintesis quimica de
péptidos y la introduccién de la ingenieria genética con ta clonacion de genes y la
mutacion puntual dirigida ha permitido completar e! panorama més avanzado del
conacimiento en el area de estudio del binomio estructura-funcién de macromolécu-
las (proteinas y dcidos nucieicos).

En esia tesis so realizé un trabajo de purificacién de una proteina modelo, oon
actividad enzimética, fosfolipasa A, y neurotéxica obtenida del veneno de Oxjurs-
nus scuteliatus scuteliatys de Australia. La enzima fué secuenciada en gran parte y
88 obtuvieron cristaies con la finalidad de estudiar posteriorments la estructura de la
molécula por medio de la técnica de difraccién de rayos X.

Ele de esia tesis es primeramente estruciural. Pretendemos cONOCer COMoO
es la molécula quimicaments y si es posible, tridimensionaimente, para poder hacer
:noumu relevanies con respecto a las dos funcionss principales descubiertas

asta ahora en esta proteina: enzima hidrolitica con especificidad a fosfolipidos y
actividad neurotéxica. La enzima mata a ratones experimentales con sin._.mas de
intoxicacién tipico de neurotoxinas.




2.- LAS FOSFOLIPASAS.
8) TIPOS DE FOSFOLIPASAS.

-

Las fosfolipasas son enzimas que hidrolizan mstolim. Existen varias denomi-
naciones segln el enlace del ipido que es hidrol :
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b) PROPIEDADES MOLECULARES.

Las fosfolipasas A, (E.C. 3.1,1.4) de los venenos de semlante son una enzimas
extracelulares relativamente abundantes, forman al rededor del 5% del totai de las
proteinas del veneno completo.

Debido a la relativa abundancia de actividad de fosfolipasa en los venenos de
serplente del grupo de los elépidos, estos son fuenies importantes de material para
la purificacién de esta enzima. Los patrones de purificacion de la fosfolipasa de
veneno presentan mucho mis picos de actividad que los obtenidos en ia purifica-

cién de fosfolipasas de péncreas, esta variedad de enzimas puede ser explicada
considerando los siguientes puntos:

1.- La presencia de isoenzimas con diferentes propiedades, especiaimente con
relacién a su carga.

2. pgacion de moléculas de fosfolipasa dando origen a pesos moleculares que
vnnﬁrw‘tooo a 40000.

3.- Combinacion de ia enzima con componenties no enzimaticos (estos complejos
puesden ser 0 no estables bajo las condiciones de purificacién).

4.- Tambios en la carga de la fosfolipasa por desamidacién y/o rompimiento
proteolitico.

Las posibikdades 1.- y 2.- ocurren en Crotaus atrox.

La formacién do complejos suels ocumr en varios venenos incluido el de Qxiuranug
sculelistus scutelinius (Fohiman 1978). En este vensno se ha descrito un complejo
liamado Yaipoxina formado por 3 cadenas polipeptidicas nombradas como subuni-

dad a, #, 7. La subunidad a (pi>10). es la unica subunidad que muesira neurotoxici-
dad letal y ademds tiene actividad de fosfolipasa A,.

La subunidad B (p!=7.0) tiene dos formas B, y 8, que pueden ser separadas por
cromatogratia de intercambio i6nico y Gifieren en su composicion Ce amino&cidos.

La subunidad 7 (pi<5) contiene tocdos los carbohidratos de la Taipoxina que son
entre 4 y 5 residuos de écido sidlico. Las tres subunidaes tienen similitud en

sscuencia, sin embargo el componente ¥ tiene 8 residucs més en el amino
terminal ( Fohiman J. et al (1978) ).

La taipoxina causa un bloqueo ireversible de (a transmisién neuromuscular

cde un periédo latemts, ¢! cual es Invercamente proporcional a la oon-

de la teipoxina, esta toxina actus & nivel presindptico, se conocen

aproximadamente otras doce fosfolpasas neurotGxicas con esta misma caracte-
ristica, sin embargo las propisdades estructuraies que dan a estas fosfolipasas

su actividad neurotéxicas no s conoce. Inn-Ho Tseal et al. (1887) propons un

posible dominio responsable de la neurotoxicidad, este modelo se basa en e!



estudio ge 42 secuencias de fosfolipasas neurotéxicas ¥ de las secuencias de
fostolipesas de péncreas de mamiteros, para las cuaies se calcularon la distribucién
de residucs cargados, hidrofobicidad y la estructura terciaria, los resultados se
compararon entre si obteniéndose lo sigulente: Tocas las toxinas que actuan a nivel
presindptico tienen 3 o 4 aminoédcidos basicos més que las enzimas no neurotéxi-
cas en las posiciones 59,60,65, 70-73 y 97 o 98. Ademés estos residuos bdsicos
forman un cUmulo cercano a la regién aminoterminal. La naturaleza cationica de
este cumulo basico es aumentada por el grupo a-amino del residuo amino terminal
Lﬂ momento dipolo de las hélices formadas por los aminodcidos 85-110 y 1-10.

ara estas toxinas el segmento 57-65 y la region amino terminal serian los posibles
Iuﬁarn donde la toxina 8e uniera a su receptor en ia mambrana presindptica. Las
folipasas no neurotéxicas no presenian una distribucién de cargas positivas forman-
do un cumulo cercas de la regién aminoterminal para el segmento (57-65).

Acluaimente se conocen més de 42 secuencias de aminodcidos de fos-
folipasas A, de vertebrados. Todas estas fosfolipasas muestran un alto grado de
similitud, y probablemente se han desarroliado de un ancestro comun (Mark,J.Dutton
& Robert C. Hider 1983). La fosfolipasa obtanida del veneno de abeja (Shipolini
et.al 1974) es diferente . en secuencia de aminodcidos a la de los vertebrados por
lo que es dificil hacer estudios comparativos de semejanza de secuencia de
aminodcidos con estas fosfolipasas. Solamente un péptido que rodea a ia histidi-
na-48.del centro activo (Ala-Cls-Cis-Arg-Tre-His-Asp-Met-Cis) es reconocible en la
secuencia de las fostoiipasa de vertebrados. También se conoce la secuencia de la
fosfolipasa A, del veneno de lagarto venenoso Heloderma homidum hormidum (Sosa
P.B. ot. al 19868) 0 monstruo de cuentas, de México. Esia fostolipaca presenta
simiitudes de secuencia con la fosfolipasa A, de abeja, en la posicién amino
terminal, pero el sitio Gue une a! caicio se parece al de las demds fosfolipasas de
reptiles. Gomez F. et. al (1989) reportd la caracterizacién de cinco fosfolipasas
Halodarma suspectum. el molecular de la cinco fosiolipasas esta entre 17000
y 18000, todas estas fo ollpnuoondotlpoA.youpHdptlmoudoe.o.m
cinco variantes difieren significativamente en composicién de aminoécidos y tienen
propiedades antigénicas diferentes, a pesas de esto, las 5 tosfolipasas del veneno
de este aro tienen la misma secuencia amino terminal (31 residucs). La
secuencia de aminodcidos de Ia fosfolipasa mis sbundante del veneno de Heloder-

muestra que esta tiene 142 aminodcidos y & igual que la fosfolipa-
sa dei veneno de Heloderma horidum horridym esta tiene mayor homologia con a
fosfolipasa A, del veneno de abeja, que con las fosfoiipasas A, del veneno de otros
reptiles. Sin embargo esta fosfolipasa muesira una regién atamente conservada
que corresponde & la region entre el aminoécido Asp30 y la Cis39. Esta regién es
ol sitio activo de todas las fosfolipasas A, .
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Los estudios de similitud de secuencia de aminodcidos de las fosfolipasas
A, de serpientes ( Dutton et al, (1983) ), han dado evidencias para que el grupo de
las fosfolipasas de los elapidos se divida en dos subgrupos que compranden en un
subgrupo a todos los elapidos asidticos (cobras) y otro subgrupo que incluye a las
semientes marinas y a los eldpidos australianos. De estos  estudios se puede
concluir que en el subgrupo de los eldpidos australianos se ha tenido una tasa de
cambio en la fosfolipasa mds répido que en el del Qrupo de los eldpidos asidticos.
Cuando se hacen estudios de similitud de secuencia entre lodas las fosfolipasas A,

comparan solamente las foslolipasas pancredticas y las de los eldpidos asiéticos el
nimero de aminoacidos conservados és de 36 a 45, un nimero mayor que cuando
56 comparan las fosfolipasas de serpientes australianas y asidticas. Observess que
estamos comparando secuencias de una enzima (fosfolipasa) con un promedio de

Se sabe que en e! eniace al sustrato (ya sea en forma de monémeros 0
regados) esién involucradas interacciones hidrofdbicas. En ta fosfolipasa de
;gncroas bovino se ha observado por andlisis de difraccion de m X que varias
cadenas iaterales de aminoécidos hidrofébicos rodean el sitio , 8in_embargo
las cadenas Iaterales se hallan dirigidas hacia afuera dei sitio activo. Esto crea una
gran drea con propiedades hidrotébicas para interacciones con lipidos. Estos
resicduos son Leu-2, Trp-3, Leu-79, Leu-20, Leu-31, Lis-88, Leu-58 (Val-Leu-val-65),
Tir-69 y Tir-70. €n la fosiolipasa pancredtica los residucs de lsina 53,56,57, y 62
forman un cmulo Que 68 importante para el enlace al sustrato.
También ia parte dal carboxiio terminal (residuos del 118-121) puede ser importants
on ol enlace de la molécuia al sustrato. Especiaimente en las fosfolipasas de
veneno esta pare contiene un cumuio de cadenas laterales de aminodcidos
hidrolébicos (Dijstra B.W et al, (1983) ).

1




¢) MECANISMO DE CATALISIS.

El comporiamiento cinético de un gran nimero de enzimas solubles en agua que
actuan sobre sustratos no agngngoo (incluyendo las esterasas) se conoce con
cierto detalle a nivel molecular. Comunmente estas enzimas muestran una cinética
de Michaslis-Menten cidsica por io que una gran informacién ha sido obtenida del
mecanismo de accién de estas proteinas.

La fosfolipasa A, (E.C. 3.1.1.4) pertenece a un grupo especial de esterasas, las
enzimas lipoliticas, en estas enzimas la actividad especifica depende en gran
medida del estado de agregacién dei sustrato. La velocidad de hidrélisis de los
fosfolipidos Incrementa varios ordenes de m nitud cuando se pasa de fosfolipidos
no agregados a fosfolipidos agregados en m las. El andlisis de las propiedades
cinéticas de esta enzima actuando sobre un sustrato no agregado en forma de
micelas ha dado origen a una hipotesis ( Dijkstra B. W. et al. 1983) sobre el
macanismo de catdlisis de la enzima. Lo que se sabe sobre los principales aspec-
tos del mecanismo do catdiisis es lo siguiente:

1.- La hidrdlisis requiere un enlace éster el cual debe estar separado por 5 0

6  4lomos de una carga negativa la cual debe estar en una orientacién esterso-
quimica especifica.

2- Los lones de Ca ** se requieren para la reacciéon mientras que los lones
raroddos en tamafio, como Ba™ y Sr son inhibidores competitivos. Todos estos
ones se enlazan 6n razén de 1:1 a la enzima a 3 carbones de la cadena
polipéptidica de |a proteina y a la cadena iatoral del Asp-49.

3.- Sustratos monomérico o susiratos anéiogos se eniazan en razén 1:1, en estos
eniaces las interacciones hidrofébicas predominan. :

4~ La His-48 se involucra en la catdlisis con su grupo N-1 orientado hacia ei

solvente. El pK de este grupo es de 6.5, este valor disminuye a 5.5 en presencia
de lones Ca™ .

5. A pesar de que Ia fosfolipasa A, es una enzima que hidroliza ésteres, no es
una esterasa cidsica piesto que no feacciona con COMPUesios organofosforados y
no hay resultados que apoyen ia existencia de un acil-enzima. Por lo que Weels

(1973) propuso que una molécula de agua deberia ser el nuciedfilo que atacara el
enlace ester.
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£l mecanismo catalitico propuesto depende principaimente de la estructura de la
fosfolipasa A de péncreas bovino obtenida por difraccién de rayos X. Se puede
suponer que esta estructura no difiere s nificativamente de la estructura de
cualquier otra fosfolipasa A, ya sea de pancreas o de veneno de reptiles. Tal
suposicién no s poco reaiista, ya que se sabe que las fosfolipasas de
veneno y pancredticas muestran un alto grado de simiitud. Los datos cristalografi-
cos de otras familias de proteinas homdlogas (por ejemplo serina proteasas,
citocromo C y proteasas écidas) muestran que su estructura tridimensional es
claramente independiente de variaciones en la estructura primaria.

En la estructura tridimensiona! de la fosfolipasa A, de pancreas bovino
obtenida por andlisis de difraccién de rayos X, ia His-48 estd localizada en una
grieta formada por aminodcidos hidrofébicos atamente conservados: Asp-49, Tir-52,
{dm-sﬂ. Basados en evidencias quimicas y én ol .arregio espacial de las cadenas

erales del sitio activo Verheij et. al (1980b), han propuesto un mecanismo de
hidrélisis, ver Fig. 1. La vecindad del Asp-99 @ His-48 sugiere una analogia con
las estorasas serinicas. Sin embargo ¢l residuo de serina en las fosfolipasas no tx
encuentra, en vez de este grupo una molécula de agua aproximadamente & 30
del N-1 de ia His-48 se propone que tiene una funcién nucleotilica en la hidréiisis
del eniacs ester. Cuando ia molécula de agua ataca al Atomo carbonilo del
sustrato (ver Fig. 1) el aniilo imidazol de la histidina 48 toma un protén de la
molécula de agua facilitando ia reaccién. Este protén lo dona el aniilo imidazo! al
oxigeno alcoxi, de la misma forma como las enzimas serinicas, donde el protén de
ia serina. se transmite a ia histidina (Kraut,J. 1977; Komiyama s Bender 1979). La
funcién del ion Ca* puede ser enlazarse al grupo fosfato negativo, pero si solo
fuera eosia la unica funcién del Ca™, no queda claro porque la presencia de iones
ligeramente més grandes como el Ba™ forman un complejo ternario al igual que el
Ca" pero no hay hidrélisis. Una posible explicacion es que ol Ca" es un dcido de
Lewis més fuerte qué el Ba> y este puede polarizar mas tacimente el enlace ester

y ostabilizar o intermediario tetrahédrico en concordancia con el grupo amino del
residuo 30.

13
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-9 Lou=3N
005 HN

-=200C

asp-40
R|~C-0-CH —-x
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FIG. 1.- Mecanismo catalitico propuesto para la fosfolipasa por Verheij ot. al 1980b.
Bdsicamente este modelo Propone un Mecanismo mﬂomlodo las serina protea-
sas, 86l0 que en este caso o ataque nucieotilico es real por una molécula de
agus, que estd a 3.0 A de distancia de la His-48. E! ion Ca™ neutraliza ia carge
negativ 'y polariza ol eniace éster del segundo #cido graso oontribuyen-
do a la hidrdlisis de este onlace. ‘
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No existen datos cristalogréficos del complejo enzima-sustrato para fos-
folipasas, que permitan deducir como el susirato se ajusta al sitio activo de Ia
fosfolipasa. Sin ombavgo se puede suponer que una molécula de sustrato queda en
.una posicién tal que el eniace éster pueda ser aiacado por una molécula de agua.
€l grupo fosfato junto al ion Ca™ y ia parte fina! de las cabezas polares apuntando
hacia el solvente. Las dos cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos rian pef-
manecer paralelas y colocarse en la grieta de la superficie de la enzima formada
por las cadenas laterales de los aminodcidos Leu-2, Leu-19, Leu-20, y Leu-31.
(Verheij H. M. et. al 1881),

d) ANALISIS POR DIFRACCION DE RAYOS X.

€l andlisis por difraccion de rayos X s una técnica muy poderosa para

conocer ia estructura tridimensional de una molécula de proteina, ya que omos
llegar a obtener las coordenadas posicionalss de los dtomos que forman una
molécula hasta con una precision de 1.5 A. Esta técnica requiere tener a la
proteina que nos Interesa en estado Sblido cristalino, en ospecia! formando un
monocristal. Actuaimente se CONOCe COn gran precision la estructura tridimensional
.de la fosfolipasa de pancreas de cerdo (Dijkstra B.W. ot. al 1983) y de ia fosfo-
lipasa’ de péncreas bovino, de esta enzima se han obtenido excelentes mono-
cristales de la enzima activa y de la enzima con &tomos pesados, de los cuales
ocbtuvo la estructura tridimensional @ una resolucion de 2.4 A resolucién de 1.7
{ ol modelo molecular de Ia fosfolipasa fué cristalogréficamente refinado hasta un
actor R de 17.1% (Dijstra et.al 1981). Las fostolipasas de Crotalus adamanteus y
Crotalus atrox también han dado cristales adecuados para ol andlisis de rayos X.
En ambos casos un dimero por unidad asimétrica se ha encontrado (Pasek et.al
1?75). La Interpretacion del mapa de densidad electrénica & una resolucion de 2.5

mmnmummmawmdow se dobla
onummummmuhmmumu porcién del
carboxiio terminal 88 une por un puente disulfuro a la cisteina-50. En ambos
dimeros loa sitios activos estan rodeados de moléculas de . La Notexina una
fosfolipasa bisica neurotdxica (puﬂﬁoudnd.lvommr )
forma cristales que difractan & una resolucién de 1.8 A. En esio caso se tienen 6
moiéculas por celda unidad (Kannan et. &l 1977). :

En‘gqmrulunthmrunn\odolodolnmdmammmA.
utitizando los datos cristalogrificcs obtenidos de las fosfolipasas de crotdlidos y de
phncreas bovino, esia Ultima es la que 88 CONOCe CON MAayor precision.




Limolmido fosfolipasa A, tiene una forma de rifon con dimensiones de 22A X
30A X 42A, esta tiene un alto contenido de estructura secundaria con cerca de
50% de a-hélics y 10% de B-plegada. La estructura se estabiliza por gran cantidad
de puentes de hidrégeno que Involucran Ios siguientes grupos de dtomos:

1) Enlace peptidico-eniace peptidico.

2) Enlace peptidico-dlomos de cadenas laterales de aminodcidos.

3) Puentes de hidrégenos entre dtomos de diferentes cadenas laterales de residuos
de aminodcidos.

Las dos a-hélices antiparalelas correspondientes a los aminodcidos de posicién
40-58 y 90-108 se conectan por puentes disulfuro realizados por Cls44-Cis-105 y
Cis51-Cis08. En estas a-hélices los residuos de los aminodcidos que forman el sitio
activo His-48, Asp-49, Tir-52, y Asp-89 estin colocados juntos. Cabe recalcar que
los aminodcidos que forman este sitio activo 28-33 y 48-52 y 98-99 son invarianies
on la secuencia de fodas ias fosfolipasas de veneno de reptiles oblenidas hasta
ahora. Los residuos 28-33 son parte de un bucie que enlaza calcio el cual va de
los residucs 25-42 y que contlene 5 glicinas conservadas en todas las fosfolipasas.
Cuando o patrén de bucies y hazas formadas por la fosfolipasa se resume en una
grifica de Ramachandran estos 5 residuos de glicina (mencionados mids arriba)
88 encuentran en regiones bidas para otros aminodcidos. La substitucién de
osias glicinas por oiros nodcidos que conserven ol patrén de bucies de la
ina resulta aliamente destavorable en términos de energia. El ion Ca™ estd
on ol sitio activo rodeado por siete ligandos de oxigeno (Ver Fig.2) tras

oxigencs de grupos
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carbonlio, el 81 y 52 de Asp-49 y dos moléculas de agul. Seis de estos ligandos
estdn colocados en las esquinas de un octahedro. E| Ca*

por Ba* sin embargo este no conserva esirictamente la misma orientacion que el
Ca*, probablemente debido a su mayor tamafio. Estudios de modificacién quimica
(Verhelj et.al. 1980D) inuestran que la His-48 esté envueita en la catdlisis, la figura
3 nuestra que e! aniilo Imidazol estd junto a las cadenas laterales del Asp-99 y
Tir-62 y una molécula de agua. El dtomo N-3 de His-48 @84 a una distancia de 2.8
A, para formar un enlace de hidrégeno con uno de los oxigenos del
carboxilo del Asp-99. Junto al dtomo N-1 de la Hig-48 (aprox. 3.0 A) se encuentra
una molécula de agua. Esta podria llevar a cabo una funcién nucleotilica en ia
hidrdlisis de! enlace éster de! fosfolipido.

E| oxigeno dei carbonilo de Asp-99 también forma eniaces de hidrégeno con
el grupo hidroxilo de Tir-52 y Tir-73. Estos dos residuos de tirosina son también
invariantes en todas las fosfolipasas. Por medio de una molécula de agua eslos
residuos forman enlaces de hidrégeno con ei QIUpO a-amino de ia Ala-1, ia cadena
lateral de Gin-4, y ios oxigenos de! carbonilo de los residuce Pro-68 y Asn-71. La
Qin-4 de nuevo es invariante en todas las fosfolipasas L las interacciones con el
grupo a-amino y los carbonilos de los enlaces peptidicos no necesariamente
dependen de los residuos laterales.

Por lo tanto se :uodo pensar que en todas las fosfolipasas existe un
mecanismo de kberacidn de protones que utiliza una molécula de agua como
donador. Este sistema liberador de protones esté en ol interior de la proteina junto
oon el Asp-80 y His-48, y esté rodeado por solvente y aminodcidos hidrofébicos
invariantes en la secuencia de aminodcidos de lag fosfolipasas, estos son:
Fen-5, lis-9, Ala-102, Ala-103, Fen-106, y el puente disuifuro entre Cis-290 y Cig-45.
la Fon-22 (Tir en 1a mayoria de las fosfolipasas de veneno de reptil) os
parte de la regidn hidrofdbica del sitio activo. Misntrag Que las paredes. del sitio
activo estén formadas por residuos hidrofdbicos, a porcién que esté en la
superficie del sitic activo es muy diferente. entrada de! sitio activo esis
formada de aminodcidos altamente variables y en su mayoria son hidrotébicog.

.. Por lo que respecta a la estructura molecular de lag fosfolipasas de serpien-
tes, en particular, tenemos lo siguiente:
Todas estas fosfolipasas tisnen los residuos al rededor del Asp-99 @ His-48 y los
aminoécidos igandos del Ca* invariantes o son altamente conservados.
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Los Residuos al rededor de la entrada del sitio activo son variables pero cor
Pocas excepciones estos son hidrofdbicos, ‘ pe

Existe una gran delecién entre log residucs 57 y ep, osto hleo ue dos
bucies externas uclumon ol rededor de Iog puentes dmflfuro entre Cis-61 ;' Cis-91
sin afectar la formg gruesa de la molécula.

Por lo tanto 88 puede conclylr, tentativamente, Que las fosfolipasas de
diferentes tuentes no 86io muestran un alto grado de similitud en I secuencia sino
también a nivel de sstructura tridimensional, Esta conclusién ge @videncia por iog
resultados de ias es! uras obtenidas por andlisis de rayos X de las fostolipasas

de Crotalus atrox a 2.5 A de resolucién,

Como podemos Mrvu 80 conoce bastante bien ¢ propuesto sitio catalitico
las fosfolipasas, racias en gran parte a los datos obtenidos por difracuidn - de
xaoonumgs cﬂlulluodu..smo noce muy poco do log

ga 28

88 ha demostrado POSeSN una actividad toxica.
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3.- OBJETIVOS DE ESTA TESIS

Los objetivos de esta tesis son aislar y caracterizar quimicamente una fosfolipasa
neurotdxica del veneno de la serplente Qxyuranus scuteliatus scuteliatus .
Por un lado nos propusimos lo siguiente: ‘

a) Establecer una estrategia de purificacién.

b) Caracterizar ia enzima, en cuanto a peso molecular por electrofordsis y andlisis
de aminodcidos y también su especificidad.

c) Obtener Informacién socbre la estructura primaria de la misma (secuencia de
aminodcidos).

d) Por otro lado, montamos las técnicas necesarias para obtener cristales de la
fosfolipasa pura, con miras a la obtencién de un patrdn de difraccion de rayos X
para conocer la estructura tridimensional de ia misma.

o “:‘...".‘2.” ..mpuntivw.m e e Mm}":mm conocidas "mmrdw I
un 0 0 Oon otras enzimas semejantes , r
algunos elementos relevantes para la funcidn de la fosfolipasa. &)bfo &
interesa al grupo de investigacién en donde desamolé uste trabajo conocer
aspectos estructuraies relevantes para la neurctoxicidad de la molécuia.
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MATERIAL Y METODOS.

8) FUENTE DEL VENENO.

El veneno iniclaimente wilizado por nuestro laboratorio fué obtenido de un ejemplar

vivo, mantenido en la compafiia La Nauyaca A.C., gracias a la colaboracién del
sefior Manuel Varela Julid. Mayores cantidades de veneno se obtuvieron de la
compafiia Venom Supplies de Australia en forma liofilizada. Este permanecié en un
congelador a -20 °C, hasta ¢l momento de ser utilizado.

b) MEDICION DE PROTEINA.

La concentracién de proteina se determiné por spectrofolometria, asumiendo que
1.0 Ao = 1.0 mg/ml de proteina soluble. Esta medida de la concentracién de
molm, 88 basa en el hacho de que el triptofano y la tirosina absorven a 280nm

las condiciones mencionadas arriba 1 mg de proteina absorveria una unidad.

c) DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASA.

Este ensayo se realizd de acuerdo & lo reponado por Shiioah (1973); Asi esta

activided se determind titulométricaments, utilizando como sust’ato una solucion de
de huevo a! 10% VA con 0.1 N de NaCl. Uns unidad de actividad de fos-

se define como la cantidad de enzima que cateliza la liberacién de una 1
umpldohldoomoopqrnﬂnmolpﬂe.oyazsw;on3.0mldoso|ud6ndo

d) PRUEBAS DE TOXICIDAD.
La actividad tdxica de la fosfolipasa se detectd durante el proceso de purificacion
por administracidn por via intraperitoneal, de diferentes fracciones a una oon-

osntracion de proteina de 20-30- ug por 20 gramos de raién. Los ratones wtilizados
aon de la cepa CD1.

o) TECNICAS DE PURIFICACION.
1.- ESQUEMA GENERAL DE PURIFICACION.

En 88 muesira un diagrama de flujo de los pasos seguidos para la
obte de la fosfolipasa en forma homogénea.
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.- VENENO SECO.
Il.- CENTRIFUGACION.
‘ Precipitado descartado.
.- SOB&ENADANTE.
l
.- OOLUWA DEAE (pH 8.0)
Varios componentes
ELlJYENTE (Fflcdbn )

I
V.- COLUMNA DE CM-CELULOSA (pH 4.7
Varios eomponomu

FRACC!ON X ]

Vi.- COLUMNA DE CM CELULOSA {pH 6.0)
- componomn.

]
FRACCION 1.6.2

Vil.- COLUMNA DE AFlNIDAD
| Contaminantes.

Vill.- FOSLOLIPASA PURA.



2.- CENTRIFUGACION, E! wveneno liotilizado se disusive en un amortiguador de
Tris-HCl 10mM pH 8.0 + NaCi 10mM y se centrifiga a 10,000 rpm en un rotor JA20
de dngulo fijo de 20! durante 15 min a 4°C en una centrifuga Beckman modelo
J2-21. Se recupera el sobrenadante, 8¢ determina proteina por absorcién a 280 nm
y 8@ procesa por cromatografias de intercambio ionico.

3.- DIALISIS. Se dializd aquelias fracciones que tienen actividad de fosfolipasa
neurotéxica, y que requerian pasos cromatogrdficos en diferentes cordiciones de pH
y fuerza idnica, esto se hace para equilibrar ia musstra con respecto a la columna
on la que se va a realizar la cromatogratia. Las membranas utilizadas son Espec-
trapor con un peso molecular de escape (cutolf) de 3000. La didlisis se lleva acabo
a temperatura ambiente por una hora haciendo cambios cada 15 min,, utilizando un
volumen de amortiguaior de didlisis de 1000 mi,

4.-CROMATOGRAFIAS DE INTERCAMBIO IONICO. Las resinas utiizadas se
obtuvieron de Whatman INC (Cliton, N.J. USA). El tipo de resina utilizada fué
CM-32 y DEAE celulosa. Estas resinas se prepararon de acuerdo a las ingtruc-
ciones del fabricants. Las columnas utiizadas miden 0.9 cm X 34.0 cm. La resina
se empacd con hitrégeno a una atmosfera de presion. Las cromatografias se
corrisron coit una bomba peristélitica de presién regulable Mitton-Roy.

5.- CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD. La fase inmdvil de esta cromatogralia se
sintetizé en e! laboratorio de acuerdo al método inicialmente esio por Rock &
Snyder (1975). El ligando 1-11-carboxi-undecil-rac-2-hexadecil-glicero-3-fosforiicolina
88 acopid a AH-sefarosa 4-B por medio de carbodiimida. La columna mide 0.9x10
cm. Ls muestra se corre a una velocidad de 20.0 mifr en un amortiguador
Tris-HCl 50mM pH 7.95 + CaCl, 20mM. Para eiuir a la fosfolipasa pegada al
soporte sdlido se utilizd como eluyente una solucién de écido acético a 0.1 M. La
velocidad de slucion fué de 30 mi/hr; el eluido de esta fraccion se colectd en tubos
con 200 u! de amortiguador de Tris-HCI 1 M pH 7.95. Inmediatamente esta fraccién
s8 dializé extensivamente contra agua destilada y luego se liofilizé. Esta fraccién es
ia que se utiliza para hacer sacuencia de aminodcidos y ensayos de cristalizacion.

8.- CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION (HPLC).

L.as cromatografias HPLC que ss usaron para separar los péptidos producidos
por digestién enzimética, de la fosfolipasa neurotOxica se realizaron en un croma-
tografc Beckman 421 equipadoc con des bombas M114 y una columna C-18 de fase
reversa ultraspher de 5.0 micras, la velocidad de flujo de la columna fué de 1.0
mi/min y se eluyeron con un gradients lineal de acetonitriio de 0.0% a 60.0% con
0.1 d‘o Acido trifiuoroacético. Por lo general se aplicaron 50 ul conteniendo 50 ug de
proteina.
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7.- ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA CON SDS.

Se realizaron electroforésis en placas de poliacrilamida en presencia de SDS de
acuerdo al método descrito por Laemli (1970), sdlo que en nuestro caso el gel
separador tenia una concentracién de 15%, y las muestras fueron tratadas con
B-Mercaptostanol al 1.0%. Los geles fusron tefiidos con azul brillante de Cooma-
gsle R-250 de acuerdo al método de Reisner et.al (1975). Estas electroforesis
tuvieron como finaidad evaluar la pureza de nuestra enzima en cada paso de
purificacién, asfi como también calcular su peso molecular. De acuerdo al trabajo de
Weber y Osborn (1969), la determinacién del peso molecular por este método es
razonable, y se obtiene una precisién de hasta un 10%.

f) REDUCCION Y CARBOXIMETILACION.

ta eonzima purificads se desnaturalizd con 8.0 M de cloruro de guaniding y
después se redujo con dithiotreilo! y se carboximetilé con écido lodoacético

{ Cleland, W.W. (1864) ). Los reactivos no reaccionantes se¢ separaron de ia
enzima carboximetiiada por medio de una cromatografia de filtracién en gel usando
Bioge! P-30 equilibrada con acético al 20%. La muestra aplicada tiene un volumen

de 1.0 ml y se colectaron fracciones de 1.0mi, la proteina carboximetilada. se

sometié a secuancia de aminoscidos.

@) ANALISIS DE AMINOACIDOS. La hidrdiisis écida de ila fosfolipasa en sus
amino#cidos constituyentes, se llevd a cabo en tubos al vacio en presencia de
200 1l de HCI 6 N durante 24, 48 y 72 hrs. a 110 grados centigrados (Moors S. &
Stein W.H. (1949)). Cada ruptura sa hizo por duplicado. La determinacion de cada
s 0 ieonhoaor or o e cromatograio HPLG. Speciriphysics . modeio

[ s por un cro a
8008.(Brian A. ot. al (1984) y Heinrtkson L. R. & Mow (1984)). La
cuantificacion de los aminoécidos se realizé de acuerdo a un programa de chiculo,
pera microprocssador PC.

h) SECUENCIA DE AMINOACIDOS. La proteina pura reducida y carboximetiiuda

88 secuencié por medio de degradaciin automética de Edman (Edman P. & Begg
G. (1967)) en un sscuencisdor Beckman modelo 890M. Los derivados fenil-
tiochidantoinaminodcidos (PTH-aminodcidos) se identifican por medio de un croma-
tograto HPLC SP80OB. Una descripcién detsliada de este procedimiento se
encusntira en Possan! et. al (1985).
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i) ESPECIFICIDAD DE LA FOSFOLIPASA.

Este ensayo se realizé de acuerdo al método reportado por Opperdoes R. F. &
Van Roy J. (1982), de acuerdo con esto, la enzima purificada, 0.05 nmol se incuba
& diferentes tiempos a 37 °C én un amortiguador de Tris-HC| 10mM PH 8.0 + 27nM
sustrato. marcado . que es 1,2.di[1-C) paimitoll-sn-glicero-3-fostatidil colina + Tritén
X-100 a 0.04%. E| volumen final de Ia reaccién es de 20 ul. La reaccidn se

eluyente una solucion de cloroformo 43%, metanol 9.8%, dcido acético 4.0% y
agua  2.1%. Después que termina la cromatografia de placa fina, s¢ revela la
posicién de los dcidos grasos libres y (a de! lisofosfatidilcolina Con yodo, en seguida
S8 raspan cada una las manchas, se disueiven en una solucién de 2-S-difeni-
~loxasol al 6% en tolueno Yy on seguida s¢ mide su contenido de radioactividad en
un contador beta Beckman LS 7800,

on gota suspendida r rson A. (1985) que - contiene la
proteina tiene un voiumen de 10 ul. Utilizando como agente precipitante Polistilengli-
6000 on las siguientes oconceniracionss: 5%, 10%, Y VN en ei




l';)cDESARROLLO DE PROGRAMAS DE CALCULO PARA MICROPROCESADOR

También en esta tesis, 88 crearon dos programas para realizar los cdiculos de la
wminmmﬂcnddn de la activided de fosfolipasa y de la cuantificacidn de los andlisis de
a 8.

FBs't:s programas pueden ser ejecutados por un microprocesador PC compatible con

1.- PROGRAMA PARA LA CUANTIFICACION DE ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASA.

Este programa estdé en Turbo Pascal versién 3.0 y su nombre es PLASA2.PAS, el
programa ﬂpno las siguientes partes:

i) Prasentacion del programa.

1) instrucciones al usuario. Estas estdn en un procedure llamado “instruys” el cual
e interativo, para permitir que @l usuario pueda leerias cuantas veces quiera.

) Entrata de datos (a través del teclado) para realizar los célculos.

IV) ‘Realizacién de las operaciones artméticas para la cuantificacion del andlisis de
aminodcidos. :

V) sum de resuttados a través de Ia pantaiia.

Vi) Finalizacién del programa, esta pnm‘ permite a! usuario iniciar una nueva
sesién de cdlculo o salir del programa.




2.- FI')ROOSGRAMA PARA LA CUANTIFICACION DE UN ANALISIS DE AMINOACI-

Este programa también esté escrito en Turbo Pascal versién 3.0 y su nombre
os,ANAAA1.PAS. ol programa consta de las siguientes partes:

)] Presentacion del programa.

) Instrucciones al usuario: esta parte estd dentro de un procedure llamado
"instruye”, ol cua! es interactivo, para que el usuario pueda lesrias cuantas veces
sea necesario. Estas instrucciones estén en un archivo Hamado TEXTO.DAT el
cual es invocado y leido por el procedurs “instruye”. El archivo TEXTO.DAT
puede escribires con el editor de Turbo Pascal, y tiene que estar en el mismo
directorio en o que esté ol programa ANAAA1.PAS.

1) - Entrada de datos para realizar los cdiculos: esta parte abre un archivo en el
disco donde quedan aimacenados los datos de entrada. Los datos aimacenados
pusden mostrarse @ usuario, sin embargo, estos datos no pueden modificarse
desde ol teclado. Para modificar los datos es necesario reescribir todo el archivo
utiizando el mismo programa o a través de! editor de Turbo Pascal.

IV) La entrada de datos estd protegida contra posibles erroras de edicion por
parte del usuario, cuando se comete un error, 38 le envia un mensaje al usuario,
en ol .que se le dice como ha de escribir ol dato que se le pide, y 88 le vueive
proguntar por @ dato equivocado. Con respecto a la entrada de variables de tipo
file, t n se cusma con procedimientos de proteccién de tal ol
archivo por &l que 88 nta no axiste en ¢ mismo directorio en ¢l que esta el
programa Al 1.PAS enlonces se envia un mensaje de ernor y se vuelve &
preguntar por dicha variable.

V)  Realizacién de las operaciones aritméticas necesarias para la cuantificacién
de los aminodcidos, utilizando los datos de un archivo previamente aimacenado.

V) Salide de resuitados a través de pantaiia, que pueden imprimiree tilizando la
tecia "impr Pant”. ‘ '

Vil) Finalizacion del programa, esia parte permite &l usuario reiniciar ol programa
ml!aqaumaeﬂuuoohmowrdﬂnim.
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RESULTADOS.

a) PURIFICACION POR CROMATOGRAFIAS.

La purificacién de la fosfolipasa neurotéxica se llevé a cabo por medio de tres
cromatografias de intercambio i6nico y una cromatografia de afinidad que usa como

tigando un andlogo de la fosfatidii colina, de acuerdo al esquema presentado en
material y métcaos. '

Se partié de 100 mg de veneno crudo liofilizado, que se disolvié en 10 mi de
amortiguador Tris-HCl 10 mM + NaC! 10mM pH 8.0. Este se centrifugéd a 10000
pm a 4 °C, el sobrenadante se aplico a una primera columna de intercambio

disolvié el veneno. La fraccién donde se encuentra la fosfolipasa neurotéxica que
nos interesa es bdsica, por lo tanto sale en ol cargado de esta cromatografia, (ver
Fig.4). La proteina retenida en la columna se eluye en un solo paso al lavar la
columna con amortiguador de equilibrio que contiene 0.6 M de NaCl.

La fraccion | de la cromatogratia de DEAE se dializa y se recromatogratia en una
segunda- columna de intercambio idnico de CM-32 equilibrada con amortiguador de
acetato de amonio 20mM pH 4.7. Esta cromatogratia se eluye con. un gradiente
fineal de NaCi de 0.0 a 060 M de NaCl (ver Fig. 5.). La fraccién 8 de esta
cromatografia es la que tiene actividad de fosfolipasa y es toxica en ratones al ser
aplicada por via intraperitoneal. Esta fraccién se somete a una tercera cromuog‘mln
de intercambio lonico de CM-32 equilibrada con amorti uador de fosfatos 20mM pH
8.0. Antes de aplicar a la tercera columna se sa la fraccién 1.6 contra el
amortiguador a pH 6.0. Esta columna s8 eluye con un gradiente tinoal
de 00 a 0.45 M de NaCl, obteniéndose 3 fracciones (ver Fig. 6). La fraccibn
nuimero 2 es la que conserva toda Ila activided de fosfolipasa y es toxica .en
ratones. Por ultimo esta fraocién, después de ser equilibrada por medio de didlisis
es recromatografiada en una columna de afinidad, (ver Fl; 7). Esta columna estd
equilibrada en un amortiguador de Tris-HCl s0mM pH 7.95 + CaCl, 20mM, . la
muestra 08 a una velocidad de 20 mihr, mientras que ol lavado con
diferentes amortiguadores 8¢ lieva 8 una velocidad de 30 mihr, la columna se lava
lnﬁdmm&ﬂgW«mM.vaumeﬂo

pesar 0o ia fosfolipasa es dependiente de Ca™. Sin embargo ella puede quedar
retenida :'n (s columna por interacciones hidrolébicas. Con la finalidad de eliminar

EDTA, y que no interfiera con la_sbsorbancia & 280nm se vueive & lavar con
amorniguador de equilibrio.
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aplicsd una muestra de 100.0 mg de veneno compieto a una columna (0.6 cm X
0 cm) equilibrada en amortiguador de Tris-HC) 50 mM pH 8.0 + NaCl 10mM. La

d_de fosiolipasa y neuroiéxica sale en ¢! cargado de esta columna, por o
la proteina retenida en la columna es eluida en una sola etapa con 0.6 M de
disusito en ¢l mismo amortiguador. La velocidad de corrida de esta cromato-
o8 deo 25 mimr y se oolectan 50 fracciones de 2.5 mi por tubo durante el

. 4- CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONIOO DEAE CELULOSA DE
Qxyuranus scuteliatus scuteliatus. .
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| DEL VENENO DE LA SERPIENTE ‘ |

Se  aplicd una muestra de 70.0 mg de |a fraccion | en una columna de.CM-32 (0.9
a
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. -FiG-6.- CROMATOGRAFIA"DE INTERCAMBIO (ONICO CM-32 DE LA FRACCION
1.6 DEL VENENO DE i.A SERPIENTE

Se aplicd una muestra de 15.0 mg de la fraccién 1.6 en_una columna (0.

30.0 cm) de CM-32. equilibrada en un amortiguador de fosfatos de

6.0. La muestra se dializ6 por una hora contra el amortiguador de on

mombmutubulmsdounmddo.aooo. La velocidad de corrida fué de 30 mihr.
, s

Se eluyé con un gradiente lineal de 0.0 & 0.45 M de NaCl Se colectaron traccione
de 2.5 ml. Las 28 numeradas coresponden a las iracciones obienidas. La
Mmznhmmmtoxuydo fosfolipasa. La fraccién
numero 3 corresponde a la Taicotoxina
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Fle 7.- CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD PC-SEFAROSA DE LA FRACCION
8.2 DEL VENENQ DE LA SERPIENTE Oxyuranus scutelisius soutetiatus.

Se aplicd una muestra de 3.0 mg de Ia fraccidn 1.6.2 (praviamente diskzada contra
oa - de equilibrio de la columna) en una mna de 0.9 cm X 10.0 cm
‘oquilibrada en- amortiguador de Trig-HCI' 10.0mM + CaCl, 20mM. La muesira se

aplica a una velocidad de 20 mity, la elucion de la columna se resliza a una

velocidad de 30 miMv. columna es laveda con los amortiguadores: A
indica lavado ocon 20 mi de dom ;
mmw,ummwoconsomuueomcmmmmm

0.1 M. Observese ia sliminacion de pequiios contaminantes con ados
somnnum.«z.om.mnwm.wmw
mo.tumcummo.zmummmamzu
mM CaCl,. El pico principal (el cual se le identifica como fraccion .28.PC) de
ommmhnolmoﬁmluﬂvidddohbﬂmymmxw.
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Finaimente, eluir la proteina quo'ognda ada en |a fase sdlida de la
columna se lava con 20 mi de doido fico 0.1 M. Esta fraccién se colecta en
amoriigudor de equilibrio concentrado a 2.0 M. De ia figura 7 se puede concluir
que practicamente toda !a fraccion 1.6.2 es fosfolipasa que queda pegada en la
columna de afinidad. Aigunos pequefios contaminantes son eluidos con los invados
A, B y C. La tabla | resume los datos de recuperacién y toxicidad encontrados en
oslas columnas cromatogrédticas. La aclividad de fosfolipasa se incrementa en un

40% con 0 &l veneno total, cuando se separa el veneno en dos componen-
tes, uno y otro acido (fracciones | {ull). esto podria deberse a que en el
mismo veneno existen componentes Que Inhiben la actividad de fosfolipasa qQue

80 _separan en la primera cromatogratia de intercambio ionico. La fo ipasa
purificada representa el 4.0% de la proteina total, y la actividad de fosfolipasa
represenia el 10.0%% con respecio a la actividad total de! veneno.

La pureza de la fosfolipasa s muestra en ! gel de la figura 8, en la que se
aprecia solamente una banda, por lo que la enzima se puede considerar pura por
oste criterio. E! peso molecular calculado para esta fosfoiipasa de acuerdo a la
gréfica de la Fig. 9 es de 18000.




TABLM I
RBCUPBAACION ¥ TOXICIDAD DB FPRACCIONES DRL VEMNENO DB
SRAPIENTR Onyupanue ecutellatus scutelistus.

PROTRINA v o8 TORICIDAD*®
coLmen FRACCION ng RECUPRRACI 3%
~ vVenano
Total, 170.8 100.0 IBTAL
“CARGADO 148.4 mg
DERAR (FIG.4) H 9.4 7¢.0 LEYAL
1 "¢ 6.8 IATAL
“CANIADO 72 mg
oM-pid.? T2 11.7 0.0 WO LETAL
(VER P13. 8) .2 1.3 0.0 IBTAL
1.3 3.0 0.0 LRTAL
1.4 1.0 0.0 LETAL
I.% 1.2 13,8 LETAL
1.5 7.4 6.9 LETAL
1.6 11.7 8.9 LETAL
1.7 1.3 0.8 LAwAL
CAMGADO 10 mg
Ci-pis. o 1.6.1 0.62 0.0 1AL
(vBm F28.6) x.6.2 .4 7.3 LEEAL
1.6.3 0.997 0.0 LAwAL
CARGADO T.50 =y
AFINIDAD
(vBR »38. 7) IX.6.a.2¢C 6.94 N aeaL
S B SRR R s ey 1 o 1

M
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FIQ. 8.- ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA 16.0% CON 8DS.

‘Las” muesiras aplicadas en ‘este gel comesponde a las siguichtes:
1.- Veneno

completo de
M‘quﬂ

Fom:plu uomdoordludo intercambio lonico y una de;’
mm(mdonuzpcr'sommzom y \

'3~ Marcadores de n&lg-mn 10 Estos maroadores eon:
" Alodnina bovlnl 67 o '

Conalbumina.
Carbonioa 30000, y u.oznma 15000

Tmmmmmuwuoonommm

PA = ‘aplioacion.
cl-m“ mmwmum

Ovoalbumina 43000, Anhidrasa
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b) CARACTERIZACION QUIMICA DE LA ENZIMA.

1.- ANALISIS DE AMINOACIDOS.

En la Tabla Il se muestra ¢l andlisis de aminodciios realizados a diferentes .
tiempos. Los aminodcidos que disminuyen con el tiempo de hidrélisis Ser, Tir, Thr
se calcularon por ext acién a tiempo cero, los valores se ajustaron por minimos
cuadrados (ver fig lia ). Los valores para estos aminodcidos fueron: 10 serinas, 8
ticosinas y 6 treoninas. Para los aminodcidos que aumentan con el liempo de
hidrdlisis, encontramos los entes valores: 6 leucinas, 8 valinas y 3 isoleucinas,
estos valores se tomaron de Ia hidrdlisis de mayor tiempo y de observar ei perfil de
la gréfica lib. En ia Tabla Il se muestra la composicién final de la enzima es-
tudiada, y se compara con la composicién de la Taipoxina alfa, como puede verse

‘las composiciones son diferentes a pesar de que ambas proteinas tienen actividad

de ipasa y son neurotdxicas.

En lo que respecta a la composicion de Asn y Gin en nuestro caso no se determi-
naron, por ¢l método utilizado, ya que estos aminoécidos 8@ convierten a su forma
dcida, por o que en ios apirticos y giutaminas determinados obtenemos ia suma de
asparticos y asparaginas y la suma de glutamicos y glutaminas respectivamente. El

molecular de nuestra fosfolipasa de acuerdo & su composicién de aminodcidos

0% de 17400 (ver Tabla WI).
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TABLA IIX

COMPOSICION OB AMINOACIDOS DE LA FOSFOLIPASA Oxyursnus scutellatus scute-~
ilatus.
ANINOACIDO 20 hxs 40 hxe 72 hxe
Asp 16 16 17
Glu 12 12 10
ser 10 10 10
a1 17 17 17
nie 3 3 3
axg 10 10 10
Tre -] [ [
ala as 13 18
s ¢ ]

. 3

¢ ¢

1 1

2 s

¢ ¢

¢ ¢

12 22

a) Besiducs/mol basados en 14 Cys y 3 Trp.
b) M.D. Mo determinsdo.
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FIG. lla.- Aminodcidos Que disminuyen su conoentracién con ol ﬂom de hidrGlisls.
La concentracién real fue determinada por extrapolacién & tiempo cero ajustando ios
valores experimentales por minimos cuadrados. Ser A Tyr Tre.
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FIG. lib.- Aminoscidos que aumentan sy concentracién con el tiempo de hidrdieis.,
La conoentracién real de 06108 aminodcidos se estimé de la gréfica, sy,
QuUe 8 72 hrs de hidrélisis se aicanzé el Iimite de la gréfica. A Leu @ Val 8 le.




TABIA IXX

COMPOSICION DE AMINOACIDOS DB LA FOSFOLIPASA ouYeranyp eguteliatus .scute-
218tus. Y DB LA TAIPOXINA ALFA. -

FOSFOLIPASA (BSTA TRSIS) TAIPOXINA ALFA (D::;en N.J. et 8l
- - ' : b ¥ )
Asp 16 [
‘Glu 12 3
Sex 10 5
Q14 17 9
s 1 2
Arg 10 2y
Tre [
Ala 18 |
o - ] ]
iz [ ) [
val ¢ [ ]
Mot 1 2
Iso: 3 2
leu [ [
he 7 s
Lis 11 [
Cie 16 16
® M.D. [
e 3
Gla n.D. e

TOPAL DB A.A° 180 9
]

1
17400 14800

) Sasiduos/mel besades ea 14 S ey,
:)'l.b. ¥o determinado. Syt

L)




2.- SECUENCIA DE AMlNOAOlDOS.

_La enzima purificada se redujo y carboximetiié como se doscribe en material
‘ métodos. Los reactivos no reaccionantes se separaron de la enzima carboximeti-

por medio de una ‘cromatografia de filtracion en gel usando Biogel P-30
equilibrada con acético &l 20%. El perfil de elucién €o muestra én la Fig. 10. De
la fraccién 1 de esla cromatografia, que es la proteina carboximetilada, sé procedié
a realizar la secuencia de aminodcidos.

4
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Iniciaimente la fosfolipasa se apicod directamente al secuenciador automdtico,
obteniéndose la secuencia aminoterminal;

siECUENclA MSMNO 'I’EI’IMINM.:1 0 s
Mn-Lou-All-GIn-Fon-GH-Pho-Mot-llo-Arg-Cl;-Aln-Asn-GIl-GII-

20 25 30
SQr-Am-Sor-Aln-Lou-on-‘nr-Ah-Asx-Tlr-GM-CIs-‘l’lr-CIs-Gli-Lls-

La enzima reducida y carboximetilada se tratdé con Proteasa V8 y con Tripsina
como se describe en material %mdtodos. Los péplidos resultantes fueron separados
por cromatografia HPLC obteniéndose los cromatogramas de las figuras 11y 12, La
figura 11 muesira los cromatogramas de los dos obtenidos con proteasa V8,
mientras que a figura 12 muestra los cromatogramas de los péptidos obtenidos por
digestién con tripsina. Los péptidos secuenciados 8@ identifican con tiempo de
retencién del pico. correspondiente.

La secuencia de aminoscidos de los péptidos generados por digestion enzimdtica
fueron los siguientes: ~

DIGESTION CON PROTEASA V8. -

PEPTIDO 34.74 (Fig.11a)

% ,

1 AN ] 10
CIs-Fon-All-Arg-SQr-Pm-Tlr-GIn-Us»Uo-Asn-Trp-Aan-
(Este péptido estd contenido dentro del péptido 39.33 obtenido con proteasa V8)

PEPTIDO 39.33 (Fig.11b)

t . 5 10 15
f cu-l’on-Nu-Arg-Sor-Pm-Tir-Gln-us’»u:-Asn-Trp-Asn-llo-Aan-Thr-
Lis-Ala-Arg-Giu-




DIGESTION CON TRIPSINA:

PETIDO 38.08 (Fig. 12a) RECROMATOGRAFIADO, RINDE LOS SIGUIENTES
PEPTIDOS: 1

PEPTIDO 27.15 (Fig.12b)

1
Ser-Trp-Lis-

'PEPTIDO 20.96 (Fig. 12b)

1 -] 10
Cis-Tir-Gi-Lis-Ala-Fen-Ser-Cis-Asn-Tre

:Efr'.'l' leog 47.18 (Fig. 12a) RECROMATOGRAFIADO, RINDE LOS SIGUIENTES

PEPTIDO 37.31 (Fig. 12¢)
1. &
Aon-Tvp-melb-Anp-Tn-Lys

del
g?a péptido ou;:omm d\.lg!)m m

PEPTIDO 40.44 ( Fig.12¢ )

1 ] 10 18
u.-'rm-Am-ca--om-m-ron-vm--m-ca--m-Ah-un-m-m

Total de . a. secuenciados 80 fakan por secuenciar 70 a.a.
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FIG. 11a.- C refia llqulda de alte on (HPLC fase reversa, columna C-18
u edummmm Ve, ol P"“' 34.73 se secuencid dinemmm.)

omlomo lineal de 0.0 a 60.0% de acetonitrilo con
doido ttmuom.otﬁoo d 0. 1% lm tracciones 88 colectan manuaimente.
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Fig. 11b.- Cromatografia ligida de alta presién (HPLC fase reversa, columna C-18)
de fosfolipasa tratada con proteasa V8, el péptido 39.33 se secusncié diretamen-
te. La columna se eluyé con un gradiente lineal de 0.0 @ 60.0% de acetonitriio con
dcido trifiuvorodostico af 0.1%. Las fracciones s colectaron manuaimente.
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¢) CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LA FOSFOLIPASA.

De los ensayos realizados con el sustrato marcado radioactivamente con Carbono
14 { on ol carbono del Qrupo carboxilo de! acido graso en la posicién 2) se puede
concluir que esta fosfolipasa es de tlr,o » COMO podemos ver en la Fig.13 se
muestra como a medida que pasa el tiempo se va iiberando marca radioactiva, en
los 4cidos grasos libres mientras que en el lisoderivado no hay radioactividad.

La actividad de fosfolipasa de esta toxina @8 dependiente de Ca™ como Io
muestra la Fig 14, en Ia que podemos ver que a una concentracién de EDTA de
50mM inhibe totaimente ia actividad de fosfolipasa. El 50% de Inhibicién de la
actividad se obtiene con 15mM de EDTA. En la figura 15 se observa de nuevo el
ofecto del Ca™ sobre Ia actividad de fosfolipasa, para la enzima ‘dializada
oxtensivamente contra agua destilada encontramos una diferencia significativa en
actividad especifica, cu 88 compara con la enzima que tienen concentraciones
onire 30 y 100mM de Ca.

d) ENSAYOS DE CRISTALIZACION.

En lothoo on los que se colocod ietilen-glicol 6000 ai 20% y 5.0% en

amo| r de Trs-HCl 10 mM + CaCly, 20 mM, a temperatura ambiente,
después de dos meses se obtuvieron unos precipitados que tienen una forma
crisialina, estos presentan caras lisas y aristas, su longitud més larga es de 0.2 mm
08108 podrian ‘ser crisiaies de Ia fosfolipasa. Los cristales obienidos con 20.0% de
polistilen glico! se muestran en Ia figura 16, mientras que los obtenidos con 5.0%
de polistilen giicol se muestran on la figura 17. En el ensayo con 5.0% de polistiien
glicol sélo se obtuvo un unico cristal cuya dimensién mds grande s de 0.18
mm, mcldomru Que en el ensayo de 20.0% de polistiienglicol €000 se obtuvieron
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FIG. 13.- ESPECIFICIDAD DE LA FOSFOLlPASA DEL VENENO DE SERPIENTE
Aetwid.ddobofoupau utiliundo 0.05 nmol de enzima y 27.0 nmol de sust o
marcado radioactivamente en ¢l segundo carboxilo de la fosfatidil eouna
representan acidos grasos libres. representan lisoderivados.
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FIG. 14.- DEPENDENCIA DE Ca*" DE LA FOSFOLIPASA DE Qxyuranus scuteliatus
souteliatys.

Efecto inhibitorio de! EDTA sobre Ia actividad de fosfolipasa,

punio representa un ensayo por triplicado, este se reliz6 con 2.0 nmol de
enzima utilizando ¢l método de Shiloah (1973).
La enzima es incubada por 5.0 min en presencia de EDTA a temperatura am-
bients, a diferentes concentraciones y después se realiza e ensayo do su activi-
dad. En Ia solucién donde se efeciua ¢l ensayo también hay EDTA a ia concentra-
cidn correspondisnte.
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FIG. 16.- EFECTO DEL Ca™ EN LA ACTIVIDAD DE FOSFOLIPABA

Para esta curva ia enzima co dlullzo omndvmm. contra agua destilada,
88 incubd en presenci ferentes conrontraciones. La lcﬁvldnd

fué medida de acuerdo gl S‘IUOIH (1973). Cada punto representa

g'o.” por tﬂpllo.do El punto (0.0) M obtenido dldlw la enzima ocontra EDTA




::.e. 18.- CRIBTALES DE LA FOSFOLIPASA A DE Qmmm_m:ummm,

Esios cristales se obtivieron con Ia técnica de difusién de Vapor en gota suspendida
y usando polistilen geol 6000 al 20% como precipitante. La fotogralia se obtuvo
oon us 2l:inlefowtmm transmision y con el objetivo 4 X. La dimensién més grande
mide 0.2mm. '




FIG. 17. CRISTALES DE (A FOSFOLIPASA A DE Mﬂﬂ!‘lﬂ%

Cristal de fosfolipass A. obtenido con porierien licol 6000 ) §,09, Utilizando |q
técnica de difusion ge Vapor en gota OUlpoﬂdidg. La fotografig tieng Iag Mmismag
Condiciones que ig Fig. 18. €n osle caso g dimensién mgg larga mide 0.18 mm.
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DISCUSION.

Una de las fosfolipasas del veneno de la serpiente Qxyuranus scuteliatus scutel-
latus, se logré purificar a homogeneidad por medio de tres cromatoxratln de
Intercambio ionico y una de afinidad como se demuestra en la figura 8. Ademas por
los resultados de las electroforesis en gel de poliacrilamida podemos decir que 6!
peso molecular de esta toxina es de 16000. Esta toxina forma el 4.0% de la

rotelna total, y representa el 10.0% de la actividad ds fosfoli del veneno total.

sta recuperacién aparentemente baja de actividad de fostolipasa, sélo representa

una parte de la actividad total, ya que en el venenc al menos existen otras 4

fosfolipasas las cuales fueron aisladas, de la fosfolipasa neurotdxica que nos
interesa, por medio de las cromatografia de intercAmbio Idnico.

De acuardo a los resultados mostrados en la figura 13, esta fosfolipasa es de tipo
A, ya'que la radioactividad de los acidos grasos en la posicidn 2 de! glicerol,
iberados por la activided de la enzima, aumenta con el tiempo de forma casi lineal
{cosficiente de cofrelacién linea! es de 0.899) debido a que en el intervalo de
tlempo que se estudié la activided de ia enzima solo observamos liberacién de
acidos grasos de la posicién 2 del glicerol podemos decir que esta enzima tiene
actividad de fosfolipasa A, unicamente. Nuestros resultados no nos muesiran
ninguna otro tipo de actividad de fosfilipasa.

La actividad de fosfolipasa A, es afectada fuesrtemente por ¢l quelante de iones

calcio: Acido etilendiaminotetraacético (EDTA), a una concentracién de 20.0 mM de
EDTA se obtisne un 50% de Inhibicién de la actividad, en condiciones de didlisis
contra EDTA 100mM la actividad se pierde tolaiments, y en condiciones de didlisis
exaustiva contra agua destilada la actividad sufre un decremento del 30% recupera-
ndose esta actividad al agregarse calcio a la enzima dializada. Por o tanto todo
o8t0 Indica que la actividad de fosfolipasa de la toxina es dependiente de calicio.
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La secuencia de los péptidoe fué alineada utilizando ia gran similitud que
presentan las fosfolipasas de serpientes. Para esto se utilizéd ia secuencia de una
tosfoli que forma un complejo en el mismo veneno de serpiente

que es ¢ componente alfa de ia Talpoxina. La secuencia
hasia sste momento es ia siguiente:

1 10 20 30 40 50 €0
(1) WLLOFGFMIRCANRRSRPVWEYMDYGCYCGRGGSGTPVDDLDRCCQVEDECYGEAVRRIG
1 10 20 30 40 50 60
(2) WLAQFGFMIRCANGGSREALDYADYGCYCGK~=mm=mmmmmmmm o= e e
| I i
W-TRIMINAL
70 00 90 100 110

(1) CAPYWTLYSWKCYGKAPTCHNTKIRCORFVCRCDAKAARCTARSPYQUENN

D
70 0 90 2 100 110
(2) ~v-omm- SUKCYGKAP SCHTKTRCORFVCRCDAKAA TCFARS P YQINN
it B ti
T27.18 T29.9¢ T40.44 ve 39.33

118
(1) MINTRARCE

113
(2) ISIIIII?
W 35.33

(1) ONuEaSNS SSStALiALNS Teipexina slfe. (Duftom M.J. et. sl 1983).
(0) Sewnsseme sewtaliatus seukailstua (NSTS YRSIS)



Comparacién de ia secuencia de la foslolipasa obtenida en este trabajo
contra una base de secuencias, llamada GenBank ( Genetic Sequence Data Bank
16 March 1990 GenBank (R) Rulease 63.0 ). El programa utilizado para hacer los
alineamiontos fue el ilamado tfasta realizado por Pearson R. W. (1990). Nuestra
secuencia fue estudiada en dos partes la primaera corresponde a la secuencia amino
terminal y la segunda al carboxilo terminal, ya que nos falta secuenciar una regién
Intermedia que une a estas dos regiones. La corparacion la hicimos utllizando dos
bases de datos: FVERT y FMAMMAL, FVERT contienv las secuencias de todos los
vertebracios que no son inamiferos, y FMAMMAL contiene las secuencias de
organismos mamiferos.

Comparaciétn de la secuencia amino terminal de la fosfolipasa A,

de Oxyuranus scutellatus scutellatus contra la base de secuen-
cias FVBRT:

>snkpla2a Notechis scutatus (elapidae) fosfolipasa A, neurotéxica

73.3% de identidad en 30 aminoAcidos superpuestos

10 20 30
osgat NLAQFGFMIRCANGGSRSALDYADYGCYCGK
X 1o 130323 tatestesierisinX
SNKPLA NLYQFGNMIQCANHGRRPTLAYADYGCYCGA
40 50 60

>LSLPLAZR Laticauda laticaudata (elapidae) fosfolipasa A,

60.0% de identidad en 30 aminoécidos superpuestos
\ 10 20 30
ossat NLAQFGFMIRCANGGSRSALDYADYGCYCGK
Xetitoootate, 2o, o0 223X
LSLPLA NLAQFALVIKCADKGKRPRWHYMDYGCYCGP
40 50 60

>SNKPLAZ2 Aipysurus laevis (elapidae) fosfolipasa A, neurotéxica.

63.3% de identicad en 30 amino&cidos superpuestos
0

10 20
ossat NLAQFGFMIRCANGGSRSALDYADYGCYCGK
Xs 3. .28t 2.3,. o8 s333:3:X
SHNKPLA NLYQFDNMIQCANKGKRATWHYMDYGCYCGS
40 50 60




>SNKTOXCRA Crotalus durissus (viperidae) crotoxina A.

33.3% de identidad en 30 amincdcidos superpuestos

10 20 30
ossat NLAQFGFMIRCANGGSRSALDYADYGCYCGK
edeete e . Xooa3X
SNKTOX SLVEFETLMM-KIAGRSGISYYSSYGCYCGA
80 100 110

>SNKTOXCRB Crotalus durissus (viperidae) crotoxina B

43.3% de identidad en 30 aminodcidos superpuestos

10 20 :30
ossat NLAQFGFVIRCANGGSRSALDYADYGC&CGK
: .ot oo Xt ozl
SNKTOX HLLQFNKHIKFETRKNAIPF ~YAFYGCYCGW
90 100 110




Comparacién de la secuencia amino terminal de la fosfolipasa A,

de Oxyuranus scutellatus scutellatus contra la base de secuen-
cias FMAMNMAL

>PIGPLA2RA Sus_acrofa (cerdo domestico) fosgolipasa A, de pancre-
1]

53,68 de identidad en 27 aminoacidos superpuestos

10 20 30
ossat NLAQFGFMIRCANGGSRSALDYADYGCYCGK

PIGPLA ALNQFRSMIKCAIPGSHPLMDFNNYGCYCGL
40 50 60

>PIGPLA2R  Sus _scrofa (cerdo doméstico) fosfolipasa A, de pan-
creas isocenzima mayoritaria.

85.6% de identidad en 27 aminoécidos superpuestes

10 20 30
ossat NLAQFGFMIRCANGGSRSALDYADYGCYCGK
S T T R A D R YR B P
PIGPLA ALNQFRSMIKCAIPGSHPLMDFNNYGCYCGL
40 50 60

>BOVPLAZR Bog taurus fosfolipasa A, pancreética
$1.9% de identidad en 27 aminoAcidos superpuestos

10 20 30
oaaat NLACFGFMIRCANGGERSALDYADYGCYCGK
X 11, 11,8 A TP R R ERY
BOVPLA ALNQFNGM!KCKanBEPLbDrgNYGCYCGL
30 40 5

>DOGPPLA2 Caniw sp, foafolipasa A, de pancreas
55.6% de identidad en 27 aminoAcidos superpuestos
10 20 30
ossat NLAQFGFMIRCANGGHRSALDYADYGCYCGK
L N Y N R RN T |

DOGPPL AVWQIFRNMIKCTIPESDPLKDYNDYGCYCGL,
40 50 60




Comparaciéon de la secuencia carboxilo tersinal de la fosfolipana

A, de Oxyuranus scutellatus scutellatus contra la base de secu-
encias FVERT

>SNKPLA2A Notechis scutatus (elapldae) fosfolipasa A, neuro-
toxica

62.0% de identidad en 50 aminodcidos superpuestos

10 20 30 40 50

ossct SWKCYGKAPSCNTKTRCORFVCNCDAXAADCFARSPYQKKNWNINTKARC

Kivi oqetoiiadn 3ol 38,008, 00,0888 00808888 8.2, X

SNKPLA SWQCIEKTPTCNSKTGCERSVCDCDATAAKCFAKAPYNKKNYNIDTEKRC
110 120 130 140 150

>LSLPLA2R Laticauda laticaudata (elapidae) fosfolipasa A,

€8.1% de identidad en 47 amino&cidos superpuestos

10 20 30 40 50

ossct SWKCYGKAPSCNTKTRCQREVCNCDAKAADCFARSPYQKKNNNINTKARC

HEHE S I P T R R S RS I R R SO S E I 4

LSLPLA SYYCGGDGPYCNSKTECQRFVCDCDVRA CFARYPYNNKNYNINTSKRC
110 120 130 140 150

>SNKPLA2 Aipysurus laevis (elapidae) fosfolipasa A, neurotéxica

54.0% de identidad en 50 amino&cidos superpuestos

10 20 30 40 50
ossct  SWKCYGKAPSCNTKTRCQRFVCNCDAKAADCFARSPY(QKKNWNINTKARC

X: s r s s . * .
HE e I S - - S I S T T R

SNKPLA SWQCTENVPTCNSESGCQKSVCACDATAAKCFAEAPYNNKNYNINT-SNC
110 120 130 140 150

>SNKTOXCRB Crotalus durissus (viperidae) crotoxina B

72.7% de identidad en 11 amincAcidos superpuestos

10 20 30 40 50
ossct SWKCYGKAPSCNTKTRCQREVCNCDAKAADCEARSPYQKKNWNINTKARC
Xiz: ..1::X
SNKTOX HDCCYGKLAKCNTKWDIYPYSLKSGYITCGKGTWCEEQICECDRVAAECL
130 140 150 160 170
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Comparacion de la secuencia carboxilo terminal de la fosfolipasa

A, de Oxyuranus scutellatus scutellatus contra la base de secu-
encias FMAMMAL

>DOGPPLR2 Canis sp. fosfolipasa A, de pancreas

45.1% de identidad en 51 aminocacidos superpuestos

10 20 30 40 50

ogsct SWKCYGKAPSCNTKTR~CQRFVCNCDAKAADCFARSPYQKKNWNINTKARC

HE I I T S A S S I S S L T Y T 2 :

DOGPPL SYSCSGSEITCSSKNKDCQAFICNCDRSAAICFSKAPYNKEHKNLDTKKYC
110 120 130 140 150

>PIGPLAZ2R Sus scrofa {(cerdo doméstico)

fosgolipasa A, de pan-
creas isocenzima mayoritaria.

43.1% de identidad en 51 aminodcidos superpuestos

10 20 30 40 50

o8s8ct SWKCYGKAPSCNTKTR-CQREVCNCDAKAADCFARSPYQKKNWNINTKARC

HES- O I I T I S 5 S T AP O AP S S

PIGPLA SYSCSNTEITCNSKNNACEAFICNCDRNAAICFSKAPYNKEHKNLDTKKYC
110 120 130 140 150

>PIGPLAZRA Sus scrofa (cerdo domestico)

fosgolipasa A, de pan-
creas

43.1% de identidad en 51 aminocécidos traslapados

10 20 30 40 50

0ossct SWKCYGKAPSCNTKTR-CQREFVCNCDAKAADCFARSPYQKKNWHINTKARC

P S I I S S S TP 2 O 3 S AP S S

PIGPLA SYSCSNTEITCNSKNNACEAFICNCDRNAAICEFSKAPYNKEHKNLDTKKYC
110 120 130 140 150

>BOVPLAZR Bos taurus fosfolipasa A; pancreética

37.3% de identidad en 51 amino&cidos superpuestos

10 20 30 40 50

ossct SwKCYGKAPSCNTKTR—CQRFVCNCDAKAADCFARSPYQKKNWNINTKARC
Darl ees ateares e tL.XKitroL3iosil. tXotolo ..

BOVPLA SYSCSNNEITCSSENNACEAFICNCDRNAAICFSKVPYNKEHKNLDKK~ KC

110 120 130 140 150
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En estos alingamiontos las secuencia de caracteres que siguen al signo ">" son los
indices de la secuencia con la que se encontré simiiitud en la base de datos.
ossat:l e8 la secuencia amino terminal de la fosfolipasa de Oxyuranus scutellatus

scutellatug :
osscl: 8 la secuencia carboxilo terminal de la fosfolipasa de Oxyuranus scutellatus
scutollatus

Los dos puntos " indican aminoécidos idénticos en ambas secuencias.

El punto "." indica subtitucion de aminodcidos segun la matriz PAM260 (Dayhoff M.
et_al. (1978)). Esto quiere decir que ios cambios de aminoéAcidos estén dentro de
las posibies substituciones que se originan en una familia de proteinas relacionadas.
Las X's marcan la longitud de la secuencia problema que es similar a la secuencia
en la base de datos, lo que queda fuera de las X's indica similitud pero para
encontraria s tomaron en cuenta deleciones o inserciones.

Al comparar nuestra secuencia amino terminal y carboxilo terminal contra un banco
de datos bastante extenso, la similitud mas grande siempre se encontré con
fosfolipasas de serpiente y de mamiferos, ambas partes amino terminal y carboxilo
terminal, tienen similitud alta con las mismas proteinas de las bases de datos.

De acuerdo con esta comparacién podemos decir que la fosfolipasa purificada por
nosotros, en cuanto a su secuencia de aminodcidos es muy parecida a las !ooml
pasas neuroléxicas de otras serpientes e inclusive tiene similitud con las fosfolipa-
sas A, de mamiferos. Este datos se ve reforzado por la similitud encontrada con la
fosfolipasa A, de la serpiente Agkistrodon halys blomhaofii con la cual nuestra
fosfolipasa conserva aminoacidos en comiin y que adem4s son comunas a otras 30
fosfolipasas. La co aciéon con la fosfolipasa de Agkictrodon halys blomhofii a
continuacién (a di mos:
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Al comparar nuestra secuencia con Ia obtenida por Tomoo K. et. al (1989), de una
f:aulallgtnu bdsica del veneno de serpiente Anhﬁmﬂm_hdn_mmm tenemos lo
gulente:

10 20 30 40 30

1 €0
(1) smunxnxmoxmosxmcmmwmmn
A RARNAE AD ® A N RAAR AR Aa -

10 20 30 40 30 €0

1
(2) WLAQFGFMIRCANGGSRSALDYADYGCYCGK
2 as ) sseses

70 80 90 100 110
(1)  LDVYTYTRENGAIVCGGDDPCKKQICECDKDAAICFRDNIDTYDNKYNFT
* ® » » " bk "N bw »
70 80 90 100 110
(2) —=—memee SWECYGKAPSCNTRTRCQRIVCHCDARAAECFARSP YQKKNN
[ ] ]
115 120

118
(2) WINTERARR

1 rmmuwmmmammm
yw»mmaowammmmm*lM.TmK.u.

2)  Foslolpasa neurolxica dei veneno de ESTA TESIS). Los
(ﬂ;hom U] Wah:mnmmmmt&wwm
De esta comparacion obtenc:nos la siguiente informacién:

Los aminodcidos L, Q, F, | de la regién amino-terminal son compartidos con las
otras 30 fosfolipasas estudiadas por Tomoo K.et. al 1989.




En nuestra secuencia hasta ¢l momento obtenida, podemos observar Que aparecen

ios aminodcidos Gli-30 y Tir-28 que son aminodcidos involucrados en el enlace al

Ca,., en nuesira secuencia también aparecen los aminodcidos Gin-4 y Tyr-73 que

son aminodcidos del sitio activo de las fosfolipasas A, de acusrdo al modelo

esto por Dijkstra 1980, de acuerdo a este autor el sitio activo también tiene a

ami s Asn-71 y Asp-89, en nuestra secuencia estos aminoacidos son
diferentes ya que nosotros tenemos Lis en la pocisién 71 y Cis en la pocisién 99.

Admitiendo ia similitud de la secuencia propuesta ariba podemos decir que la
secuencia de aminoacidos de esta fosfolipasa conserva aminodcidos de la region
amino terminal y algunos aminodcidos de! sitio de enlace al caicio y del sitio activo.
Los aminodcidos del sitic aclivo, que hasta ahora hemos secuenciado, presentan
algunas substituciones. Estas diferencias podrian esperarse, dado Que nuesira fo-
sfolipasa es también neurotéxica y ésta otra actividad debe requerir una estructura
ufodal dada por la secuencia de aminodcidos. Los aminoécidos involucrados en e
sniace al ion Ca™, que hasta est¢e momento cCONOCeMos, estdn estrictamente
conservados, hecho que concuerda perfectamente con 1a dependencia de Ca™ de la
actividad de fosfolipasa A,

Los aminocidos que estén conservados con respecto a otras 30 fosfolipasas
socuenciadas segun Kouji Tomoo et. al 1889, estén en posiciones espacieles
semeiantes a las de los aminodcidos de las fosiolipasas de Crotalus atrox y de .la
fostolipasa de péncreas bovino, estas posiciones con esenciales para la actividad
catalitica y neurotéxica.

Todavia faita secuenciar 70 aminodcios, segun nuestros andlisis de aminodcidos
debemos esperar 150 aminodcidos, ios aminoécidos que faltan por secuenciar ostdn
en un fragmento que va del aminodcido 31 al 68 y otro fragmento de 33 a.a. que
seguramente es ia region carboxilo terminal, hasta este momento el andlisis de
aminoécidos es coherente con la secuencia de nuestra fosfolipasa.

€l conocimiento de la se secusncia de aminodckios completa serd de gran ayuda
para determinar la relacidn estructura-funcién de esta toxina a nivel molecular en
ol sistema nervioso de mamiteros.

Los ensayos de cristalizacién que dieron origen a formacionss que macrosodpica-
menie S8 observan como cristales, son los que se realizaron con polistilenglicol
6000 al 5% y 20%, los cristales més grandes corresponden a un tamafio de 0.2
mm. Este tamafio por ahora no ha sido suficiente para obtener un patrén de
difraccién de rayos X, por lo que s necesario oblener condiciones donde se
obtengan cristales mucho més grandes de amencs el doble de tamafio.




CONCLUSIONES.

1.- Se purificd @ homogeneidad una de las 1o|igl.l{p.am neurotoxicas del veneno de

ia serpiente Qxyurgnus scutel alys scuteliatus. proteina reprosenta el 4.0% de
a proteina total y ef 10.0% de |a actividad de fosfolipasa del veneno total.

2.- El peso molecular de esta proteina es de 16000 y esté compuesta de 150
aminoacidos.

3.- El tipo de actividad de fosfolipasa es A, dependiente de caicio.

4.- La secuencia de la proteina hasta este momento obtenida, corresponde a 30
aminoécidos de la regién amino terminal, y una region que va del aminodcido 70 al

118, taltandonos por secuenciar una regién intermedia del aminoécido 31 &1 68 y la
region carboxilo-terminal.

.- Los estudios de similitud de la region amino terminal y carboxiio terminal
nos han mostrado que la fosfolipasa estudiada en esie trabajo pertenece & la
familia de fosfolipasas tipo A, neurotéxicas de venenos de serpients.

¢.- Los ensayos de cristalizacion disron origen a formaciones, que macroscopica-
mente parecen cristales de ia proteina purificaca, estas formaciones miden 0.2mm
on su dimensién mas larga.
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APENDICE

BREVE DESCRIPCION DE LA SERPIENTE Qxyyranus scuteliatus scuteliatus.(Datos
obtenidos de mnlan R. & Davis R. 1985).

Taipan Qxyuranus scuteliatus (Peters 1867).

El género Oxiuranus estd caracterizado por un gran tamafio (hasta 4.0 m), las
escamas del cuerpo son rémbicas hasta antes del cuelio; las escamas suboculares
osta ausentes, una sola escama anal, y escamas subcaudales divididas; e! color de
la serpiente es café obscuro en la parte dorsal, y pdlido o café crema en la parte
lateral del cuerpo, la cabeza es pdlida o amarilla en las etapas juveniies y obscura
on la aduita. (ver Fig. 2.1).

DISTRIBUCION GEOGRAFICA.

Esta serplente ¢8 una de las maAs venenosas del mundo, su nombre comin s
Taipan y se halla distribuida en el norte y el esta de Australia con una subespecie
on Nueva Guinea. (Ver Fig. 2.2).

HABITAT.

De hdbitos duimos y crepusculares, algunas veces nocturnos. Se encuentra en un
amplio rango de habitats desde t o8 humecos hasta selva montafiosa. Esta
sefpients se alimenta principaimente de pequefos mamiferos.

SUBESPECIES.
scutellatus (Australia)

canni (Nueva Guinea)




FiG.2.1.- Serpiente adutta Tainan I (Fotogra-
fias tomadas de Mirtschin P. & Davis R. 1985)
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FiG.2.2.- Distibucién geogréfica de! Taipan Australiano.
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