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RESUMEN. 

En u presente trabajo se ha purificado a homogeneidad una losfolipasa A, 
neurotóxica del veneno de la serpiente Oxyuranus acutellatus scuteliala por medio 
de tres cromatograflas de intercambio ionico y una cromatograffa de afinidad. 
La enzima purificada tiene un peso molecular do 16000 y el análisis de aminoáci-

do* revela que la enzima se compone de 150 residuos. 
La actividad de fosfolipasa es del tipo A, y además es dependiente de Ce". 
Se ha secuenciado el 50% de la enzima. Existe una gran similitud con otras 

fosfolipasas de veneno de serpientes. Los aminoácidos que enlazan al ion Ca" 
son invariantes en nuestra enzima con respecto a otras fosfoasas como la 
fosfolipass de páncreas bovino y de Cergig~, mientras que los del sitio activo 
presentan algunas substituciones. 
Se redizaron ensayos de cristalización por medio de la técnica de difusión de 

vapor de gota suspendida. Se obtuvieron cristales en las siguientes condiciones: La 
enzima disuelta en amortiguador de Tria-HCI pH 5.0 10 mM y CaCI, 10 mM e una 
concentración de 15.0 mg/m1 de proteína. utilizando como agente predpitante 
polietilen glicol 6000 a una concentración de 5% y 20% viv. 



INTRODUCCIÓN. 
1,- ENFOQUE DE LA TESIS. 

El estudio de la correlación existente entre la estructura y función de las proteínas 
y ácidos nucleicos, han sido objeto de estudio de muchos grupos de investigación 
en bioquímica fisiología, cristalograffe, química y biología molecular en los últimos 
cuarenta arios. 

Con el desarrollo de las técnicas modernas de purificación de proteínas y ácidos 
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, secundadas, terciadas, y para las proteínas 
oligoméricas inclusive su estructura cuaternaria. 

La determinación de la secuencia de aminoácidos de familias de proteínas selec-
cionadas por su función, permitió verificar la importancia de regiones conservadas 
en la estructura primaria. A su vez la aplicación de la difracción de rayos X al 
estudio de estas proteínas, permitió localizar estos sitios altamente conservados, 
en tres dimensiones, demostrándose que de manera general, ellos corresponden a 
los llamados sitios activos o catalíticos de proteínas (enzimas) en estudio. 

La modificación química de residuos de aminoácidos en posiciones determinadas 
ha permitido aumentar el conocimiento de la relación existente entre la estructura y 
función de muchas proteínas. Más recientemente el uso de la síntesis química de 
péptidos y la introducción de la ingeniería genética con la donación de genes y la 
mutación puntual dirigida ha permitido completar el panorama más avanzado del 
conocimiento en el ares de estudio del binomio estructura-función de macromolécu-
las (proteínas y ácidos nucleicos). 

En esta tesis se realizó un trabajo de purificación de una proteína modelo, con 
actividad inzimática, fosfolipasa k y neurotóxica obtenida del veneno de °Mara-
nus ecutellatus scutellatue da Australia. La enzima fuá secuenciada en gran parte y 
se obtuvieron cristales con la finalidad de estudiar posteriormente la estructura de la 
molécula por medio de la técnica de difracción de rayos X. 

El enfoque de esta tesis es primeramente estructural. Pretendemos conocer como 
es la molécula químicamente y si es posible, tridimensionalmente, para poder hacer 
preguntas relevantes con respecto a las dos funciones principales descubiertas 
huta ahora en esta proteína: enzima hidrolítica con especificidad a fosfolipidos y 
actividad neurotóxica. La enzima mata a ratones experimentales con sín.L.mas de 
intoxicación ripio* de neurotoidnas. 
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2.- LAS FOSFOLIPASAS. 
a) TIPOS DE FOSFOUPASAS. 
Las !osteópatas son enzima* que hidrolizan tostolipidos. Existen varias denomi-
naciones según el enlace del fostollpido que es hidrolizado: 

Mj 

I oil — 0—C — ( CH2ho — CH3  
O 
II 	I 

CH3—(CHths—C-0--CH 
I 

A2  HtC-0—P-0(CH2),—N(CH3)3 

I 0 	,. 

C 	D 

En este esquema general de un tostellpido están Indicados los carbones 1 a 3 dei 
glioerol ( en 	*e ) y los entapes esteres con los áddos grasos laterales, sil 
como el grupo 	en la posición 3. A sl mismo se indica la posición de la 
cadena lateral que forma el enlacie fostoéster; este puede ser una base, aminoácido 
o inosbol, entre otros grupos quimbo*. 
Según el sitio de corte la foidolipase as llamará A„ A, S. C. o D. Es 'osteópata 
As. 111 M'ab* N enlace «ler in la podón 1, es de cipo A. si hidroliza el estro de 
le pelotón 2, es de tipo S si hidroliza ambos entapes y sonó de tipo C y D si 
hldrollza el enlace losfoester, a la Izquierda o • la derecha del grupo fosfato oomo 
es Indios en el esquema de esta página. 



b) PROPIEDADES MOLECULARES. 

Las fosfolipasas A, (E.C. 3.1.1.4) de los venenos de nerplente son una enzimas 
extracelulares relativamente abundantes, forman al rededor del 5% del total de las 
proteínas del veneno completo. 

Debido a la relativa abundancia de actividad de fosfolipasa en los venenos de 
serpiente del grupo de los *hipido*, estos son fuentes Importantes de material para 
la purificación de esta enzima. Los patrones de purificación de la fosfolipasa de 
veneno presentan mucho más picos de actividad que los obtenidos en la purifica-
citn de foefolipaeas de páncreas, esta variedad de enzimas puede ser explicada 
considerando los siguientes puntos: 

1.- La presencia de isoenzimas con diferentes propiedades, especialmente con 
relación a su carga. 

2.- Agr:srión de moléculas de fosfolipasa dando origen a pesos moleculares que 
van de 	14000 a 40000. 

3.- Combinación de la enzima con componentes no enzimáticos (estos complejos 
pueden ser o no estables bajo las condiciones de purificación). 

4.- cambios en la carga de la fosfolipasa por desamidación y/o rompimiento 
proteolitico. 

Las posibilidades 1.- y 2.- ocurren en Crotalus  
La formación de complejos suele ocurrir en varios venenos incluido el de Oxiuranus  
ecutellitue scutellatus  (Fohlman 1978). En este veneno se ha descrito un complejo 
llamado T&ooxlna  formado por 3 cadenas potpepticlicas nombradas como subuni-
dad a. O, V. La subunidad a (pl»10) es la unía subunidad que muestra neurotoxici-
dad letal y además tiene actividad de foefolipase A,. 

La subunidad 0 (p1-7.0) tiene dos formas O, y 0, que pueden ser separada, por 
cromatografla de intercambio fónica y dfieren en su composición ce aminoácidos. 

La subunidad 7 (pl<5) contiene todos los carbohidrato, de la Taipoxina que son 
entre 4 y 6 residuos de ácido siálico. Las tres subunklaes tienen similitud en 

sin embargo el componente I tiene 8 residuos más en el amino 
terminal ( Fohlman J. et al (1978) ). 

La talpoxina causa un bloqueo irreversible de la transmisión neuromuscular 
de un periodo latente, el cual es invercamente proporcional a la con-

de la taipoxine, esta toxina actua a nivel presiniptioo, se conocen 
aproximadamente otras doce fosfohpasas neurotóxicas con esta misma camote-
delicia, sin embargo las propiedades estructurales que dan a estas fosfolipasas 
su actividad neurotoxices no se conoce. Inn-Ho Tsal et al. (1987) propone un 
posible dominio responsable de la neurotoxicidad, este modelo se basa en el 
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estudio oe 42 secuencias de fosfolipasas neurotóxicas y de las secuencias de 
fosiolipesas de páncreas de mamíferos, para las cuales se calcularon la distribución 
de residuos cargados. hidrofobicidad y la estructura terciada, los resultados se 
compararon entre si obteniéndose lo siguiente: Todas las toxinas que actúan a nivel 
presináptico tienen 3 o 4 aminoácidos básicos más que las enzimas no neurotóxi-
cas en las posiciones 59,80,05, 70-73 y 97 o 98. Además estos residuos básicos 
forman un cúmulo cercano a la región aminoterminal. La naturaleza cationica de 
este cúmulo besico es aumentada por el grupo a-amino del residuo amino terminal 
y el momento diodo de las hélices formadas por los aminoácidos 95-110 y 1-10. 
Para estas toxinas el segmento 57-85 y la región amino terminal serian los posibles 
luares donde la toxina se uniera a su receptor en la membrana presináptica. Las 
fotipasas no neurotóxicas no presentan una distribución de cargas positivas forman-
do un cúmulo cercas de la región aminoterminal para el segmento (57-85). 

Actualmente se conocen más de 42 secuencias de aminoácidos de tos- 
'oboes** A, de vertebrados. Todas estas fosfolipasas muestran un alto grado de 
similitud, y probablemente se han desarrollado de un encastro común (Mark,J.Dufton 
& Robert C. Hitler 1983). La fosfolipasa obtenida del veneno de abeja (Shipolini 
etal 1974) es diferente en secuencia de aminoácidos a la de los vertebrados por 
lo que es dificil hacer estudios comparativos de semejanza de **duenda de 
aminolcidos con estas fosfolipasas. Solamente un péptido que rodea a la histidi- 
na-48 del centro activo (Ala-Cis-Cis-Arg-Tre-His-AsP-Met-Cis) es reconocible en la 
secuencia de las fosfolipasa de vertebrados. También se conoce la secuencia de la 
fosfolipasa A, del veneno de lagarto venenoso tieloderma horridum horridunt (Sosa 
P.S. et. al 1988) o monstruo de cuentas, de L'ésto°. Esta fosfolipasa presenta 
similitudes de secuencia con la fosfolipase A, de abeja, en la posición amino 
terminal, pero el sitio que une al calcio se pareo* al de las demás fosfolipasas de 
reptiles. Gomez F. et. al (1989) reportó la caracterización de cinco fosfolipasas de 
jieloderma suapectum, el peso molecular de la cinco fosfolipases esta entre 17000 
y 18000, todas estas fosfolipasas son de tipo A, y su pH óptimo es de 9.0, las 
cinco variantes difieren significativamente en composición de aminoácidos y tienen 
propiedades antigénicas diferentes, a pesar de esto, las 5 fosfolipasas del veneno 
de este lagarto tienen la misma secuencia amino terminal (31 residuos). La 
Muenda de aminoácido* de la fosfolipasa más abundante del veneno de Heloder-
me ausoectum muestra que esta tiene 142 aminoácido* y a igual que la fosfolipa-
se del veneno de leloderma horrldum hontdum esta tiene mayor homologia con la 
fosfolipasa A, del veneno de abeja, que con las fosfolipasas A, del veneno de otros 
reptiles. Sin embargo esta fosfolipasa muestra una región altamente conservada 
que corresponde a la región entre el aminoácido Asp30 y la Cis39. Esta región es 
el sitio activo de todas las fosfolipasas A, . 
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Los estudios de similitud de secuencia de aminoácidos de las fosfolipasas 
A, de serpientes ( Dufton et al, (1983) ), han dado evidencias para que el grupo de 
las fosfolipasas de los elápldos se divida en dos subgrupos que comprenden en un 
subgrupo a todo3 los *lápidas asiáticos (cobras) y otro subgrupo que Incluye a las 
serpientes marinas y a los *lápidas australianos. De estos estudios se puede 
concluir que en el subgrupo de los *lápidas australianos se ha tenido una tasa de 
cambio en la fosfolipasa más rápido que en el del grupo de los *lápidas asiáticos. 
Cuando se hacen estudios de similitud de secuencia entre todas las fosfolipasas A, 
de reptiles y mamífero* se obtiene que hay 32 aminoácido* conservados, en 
posiciones equivalentes. Además 29 residuos son substituciones por residuos con 
propiedades semejantes con respecto al tamaño, carga e hidrofobicidad. Si se 
comparan solamente las fosfolipasas pancreáticas y las de los *lápidas asiáticos el 
número de aminoácido& conservados es de 36 a 45, un número mayor que cuando 
se comparan las fosfolipasas de serpientes australianas y asiáticas. Observes* que 
estamos comparando secuencias de una enzima (fosfolipasa) con un promedio de 120 aminoácido*. 

Se sabe que en el enlace al sustrato (ya sea en forma de mondineros o 
agregados) están involucradas interacciones hidrollbicas. En la fosfolipasa de 
páncreas bovino se ha observado por análisis de difracdén de rayos X que varias 
cadenas laterales de aminoácidos hidrofábicos rodean el sitio Aid, sin embargo 
las cadenas laterales se hallan dirigida* hacia afuera del sitio activo. Esto crea una 
gran área con propiedades hidrakibicas pare interacciones con Apuros. Estos 
residuos son Leu-2, Trp-3, LeJ-79, Leu-20, Leu-31, Us-58, Leu-58 (Val-Leu-Val-65), 
Tir-69 y Tir-70. En la fasfolipasa pancreática los residuos de Reina 63,58,57, y 62 
forman un cúmulo que es importante para el enlace al sustrato. 
También la parte del carboxib terminal (residuos del 116.1,t1) puede ser importante 
en el enlace de la molécula al sustrato. Especialmente en las fosfoilpasas de 
veneno esta pade contiene un cúmulo de cadenas laterales de aminoácido* hidrofébicos (Dijstra B.W et al. (1983) ). 
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c) MECANISMO DE CATALISIS. 

sa  ' El comportamiento cinético de un gran número de enzimas solubles en agua que 
actúan sobre sustratos no agro 	s (incluyendo las esterases) se conoce con 
cierto detalle a nivel molecular. omunmente estas enzimas muestran una cinética 
de Michaells-Menten clásica por lo que una gran información ha sido obtenida del 
mecanismo de acción de estas proteínas. 

La fosfolipasa A, (E.C. 3.1.1.4) pertenece a un grupo especial de esterases, las 
enzimas lipoliticas, en estas enzimas la actividad específica depende en gran 
medida del estado de agregación del sustrato. La velocidad de hidrólisis de los 
fosfollpidos incrementa varios ordenes de magnitud cuando se pasa de fosfollpidos 
no agregados a fosfolipidos agregados en micelas. El análisis de las propiedades 
cinéticas de esta enzima actuando sobre un sustrato no agregado en forma de 
micelas ha dado origen a una hipótesis ( Dijkstra B. W. et al. 1983) sobre el 
mecanismo de catálisis de la enzima. Lo que se sabe sobre los principales aspec-
tos del mecanismo do catálisis es lo siguiente: 

1.- La hidrólisis requiere un enlace éster el cual debe estar separado por 5 o 
6 átomos de una carga negativa la cual debe estar en una orientación saleroso- 
química especifica. 

2.- Los iones de Ca " se requieren para la reacción mientras que los iones 
parecidos en tamaño, como Ba" y Sr" son inhibidores competitivos. Todos estos 
iones se enlazan en razón de 1:1 a la enzima a 3 carbones de la cadena 
polipéptidice de la proteína y a la cadena lateral del Asp-49. 

3.- Sustrato* monomérico o sustratos análogos se enlazan en razón 1:1, en estos 
enlaces las interacciones hidrof6bicas predominan. 

4.- La His-48 se involucra en la catálisis con su grupo N-1 orientado hacia el 
solvente. El pK de este grupo es de 6.5, este valor disminuye a 5.5 en presencia 
de iones Ca" . 

5.- A pesar de que la fosfolipasa A, es una enzima que hidroliza ésteres, no es 
una esterase clásica puesto que no remolona con compuestos organofosforados y 
n(19 hay resultados qen 
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El mecanismo catalítico propuesto depende principalmente de la estructura de la 
fosfolipasa A de páncreas bovino obtenida por difracción de rayos X. Se puede 
suponer que esta estructura no difiere significativamente de la estructura de 
cualquier otra fosfolipasa As, ya sea de páncreas o de veneno de reptiles. Tal 
suposición no es poco realista, ya que se sabe que las fosfolipasas de 
veneno y pancreáticas muestran un alto grado de similitud. Los datos cristalográfi-
ces de otras familias de proteínas homólogas (por ejemplo serina proteasas, 
dtocromo C y proteasas ácidas) muestran que su estructura tridimensional es 
claramente independiente de variaciones en la estructura primaria. 

En la estructura tridimensional de la fosfolipasa A, de páncreas bovino 
obtenida por análisis de difracdón de rayos X, la His-48 está localizada en una 
grieta formada por aminoácidos hidrofóbicos altamente conservados: Asp-49, Tir-52, 
y Asp-99. Basados en evidencias químicas y en el arreglo espacial de las cadenas 
laterales del sitio activo Verheij st. al (1980b), han propuesto un mecanismo de 
hidrólisis, ver Fig. 1. La vecindad del Asp-99 e His-48 sugiere una analogía con 
las esterases serínicas. Sin embargo el residuo de *erina en las fosfolipasas no se 
encuentra, en vez de este grupo una molécula de agua aproximadamente a 3.0 
del N-1 de la.  His-48 se propone que tiene una fundón nudeofllica en la hidrólisis 
del enlace estar. Cuando la molécula de agua ataca al átomo carbonilo dei 
sustrato (ver Fig. 1) el anillo imidazol de la histidina 48 toma un protón de la 
molécula de agua facilitando la reacción. Este protón lo dona el anillo imidazol al 
oxigeno alcoxi, de la misma forma como las enzimas serbias', donde el protón de 
la *erina se transmite a la histidina (Kraut,J. 1977; Komiyama & Brindar 1979). La 
función del ion Ca" puede ser enlazarse al grupo fosfato nela

gativo, pero l
iosos

s 
	o 

fuera esta la unica función del Ca-, no queda daro porque presencia de 
ligeramente más grandes como el Be—  forman un complejo ternario al igual que el 
C& pero no hay hidrólisis. Una posible explicación es que el Ca" es un ácido de 
Lewis más fuerte qué el Ba" y este puede polarizar más fácilmente el enlace estar 
y estabilizar el intermediario tetrahédrico en concordancia con el grupo amino del 

rdsiduo 30. 
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FIG. 1.- Mecanismo catalitioo propuesto para la fostolipasa por Verheij et. al 1980b. 
Básicamente este modelo propone un mecanismo évidow al de las *erina proba 
ses, sólo que en este caso si ataque nudeofilioo es real Wido por una molécula de 
agua, que está a 3.0 A de distancia de la His-48. El ion Ca" neutraliza la caiga 
negativa del fósforo y polariza el enlace éster del segundo ácido graso contribuyen-
do a la hidrólisis de este enlace. 
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No existen datos cristalográficos del complejo enzima-sustrato para los-
folipasas, que permitan deducir como el sustrato se ajusta al sitio activo de la 
fosfolipasa. Sin embargo se puede suponer que una molécula de sustrato queda en 
.una posición tal que el enlace éster pueda ser macado por una molécula de agua. 
El grupo fosfato junto al ion Ca" y la parte final de las cabezas polares apuntando 
hacia el solvente. Las dos cadenas hldrocarbonadas de los fosfolipidos podrían per-
manecer paralelas y colocarse en la grieta de la superficie de la enzima formada 
por las cadenas laterales de los aminoácidos Leu-2, Leu-19, Leu-20. y Leu-31. 
(Verheij H. M. et. al 1981). 

d) ANALISIS POR DIFRACCION DE RAYOS X. 

El análisis por difracción de rayos X es una técnica muy poderosa para 
conocer la estructura tridimensional de una molécula de proteína, ya que podemos 
llegar a obtener las coordenadas posicionales de los átomos que forman una 
molécula hasta con una precisión de 1.6 A. Esta técnica requiere tener a la 
proteína que nos interesa en estado sólido cristalino, en especial formando un 
monocristal. Actualmente se conoce con gran precisión la estructura tridimensional 
de la fosfolipasa de páncreas de cerdo (Dijkstra 13.W. et. al 1983) y de la tosto-
Noma de páncreas bovino, de esta enzima se han obtenido excelentes mono-
cristales de la enzima activa y de la enzima con átomos pesados. de los cuales se 
obtuvo la estructura tridimensional a una resolución de 2.4 A resolución de 1.7 A 
y si modelo molecular de la fosfolipasa fué cristalográficamente refinado huta un 
factor R de 17.1% (Dijkstra et.al 1981). Las fosfolipasas de Crotalus adamanteug y 
Crotalus •1111X también han dedo cristales adecuados para el análisis de rayos X. 
En ambos casos un ~aro por unidad asimétrica se ha encontrado (Pasek eta, 

A. 
 75). La interpretación del mapa de densidad electrónica a una resolución de 2.5 

muestra que la cadena polipeptídica de todolipasa de lagalwalta se dobla 
en el espacio de la misma forma que la fosfolipasa bovina. Además la porción del 
cid:iridio terminal se une por un puente dsulfuro a la cistelna-50. En ambos 
Meleros los sitios activos están rodeados de moléculas de agua. La Notexina una 
fosfolipasa básica neurotóxica (purificada del veneno ole Notechis scutatue scutatus), 
forma cristales que difnictan a una resolución de 1.8 A. En este caso se tienen 6 
moléculas por celda unidad (Kannan et. al 1977). 

En general uno puede hacer un modelo de la molécula de foefolipasa A, 
utilizando los datos cristelográficos obtenidos de las fosfolipasas de crotálidos y de 
páncreas bovino, esta última es la que se conoce con mayor precisión. 
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LA molécula de fosfolipasa A, tiene una forma de rillon con dimensiones de 22A X 
30A X 42A, esta tiene un alto contenido de estructura secundaria con cerca de 
50% de a-hélice y 10% de 8-plegada. La estructura se estabiliza por gran cantidad 
de puentes de hidrógeno que Involucran los siguientes grupos de átomos: 

1) Enlace peptidico-enlace psptklico. 

2) Enlace peptldico-átomos de cadenas laterales de aminoácidos. 

3) Puentes de hidrógenos entre átomos de diferentes cadenas laterales de residuos 
de aminoácido*. 

Las dos a-hélices antiparalelas correspondientes a los aminoácidos de posición 
40.58 y 90-108 se conectan por puentes disulfuro realizados por Cis44-Cis-105 y 
Cis51-Cis98. En estas a-hélices los residuos de los aminoácidos que forman el sitio 
activo His-48, Asp-49, Tir-52, y Asp-99 están colocados juntos. Cabe recalcar que 
los aminoácidos que forman este sitio activo 28-33 y 48-52 y 98-99 son invariantes 
en la secuencia de todas las fosfolipasas de veneno de reptiles obtenidas hasta 
ahora. Los residuos 28-33 son parte de un bucle que enlaza calcio el cual va de 
los residuos 25-42 y que contiene 5 glicinas conservadas en todas las fosfolipasas. 
Cuando el patrón de bucles y hazas formadas por la fosfolipasa se resume en una 
gráfica de Ramachandran estos 5 residuos de glicina (mencionados más arriba) 
se encuentran en regiones prohibidas para otros aminoácidos. La substitución de 
estas glicinas por otros aminoácido* que conserven el patrón de bucles de la 
proteina resulta altamente desfavorable en términos de energía. El ion Ca" está 

en el sitio activo rodeado por siete ligando* de oxígeno (Ver Fig.2) tres 
oxigeno* de grupos 
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Tyr2  

Gi y30-7 

Gi y32 
FIG. 2.- Resentadári esquemática de la posición del Ion Ca" en la Fosfollpasa A  A. Les liouldos de este ion son los antinoáddoe Tir-213, 1311-30, G11-32, y 
Asp-49 y dos moléculas de agua que están ddgldas hada las esquinas de un octahedro. 
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carbonilo, el 81 y 82 de Asp-49 y dos moléculas de agua. Seis de estos ligando* están colocados en las esquinas de un octahedro. El Ca" puede ser reemplazado 
por Ba" sin embargo este no conserva estrictamente la misma orientación que el 
Ce", probablemente debido a su mayor tamaño. Estudios de modificación química (Verbo') et.al. 1980b) muestran que la His-48 está envuelta en la catálisis, la figura 
3 'nuestra que el anillo Imidazol está Junto a las cadenas laterales del Asp-99 y Tir752.  y una molécula de agua. El átomo N-3 de Hls-48 está a una distancia de 2.8 A, adecuada para formar un enlace de hidrógeno con uno de los oxígenos del 
carboxilo del Asp-99. Junto al átomo N-1 de la His-48 (aprox. 3.0 A) se encuentra una 
hidrólisis de 

moléculaenlace  de agua. Esta podpidoría llevar a cabo una función nucleofIlica en la 

El oxígeno del carbonilo del Asp-99 también forma enlaces de hidrógeno 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 estos 
residuos forman enlaces de hidrógeno con el grupo a-amino de la Ala-1, la cadena 
lateral de Oln-4, y los oxígenos del carbonilo de los residuos Pro-68 y Asn-71. La 
Gin-4 de nuevo es invidente en todas las fosfolipasas y las interacciones con el 
grupo ct-amino y los carbonlios de los enlaces peptídicos no necesariamente dependen de los residuos laterales. 

Por lo tanto se puede pensar que en todas las fosfolipasas existe un 
mecanismo de liberación de protones que utiliza una molécula de agua como 
donador. Este sistema liberador de protones está en el interior de la proteína Junto 
con el Asp-99 y His-48, y está rodeado por solvente y aminoácidos hidrofóbicos 
invarlantes en la secuencia de aminoácidos de las fosfolipasas, estos son: 
Fen-5, IN-9, Ala-102, Ala-103, Fen-106, y el puente disulfuro entre Cis-29 y Cis-45. 
Además la Fen-22 (Tir en la mayoría de las fosfolipasas de veneno de reptil) es parle de la región hidrofóbica del sitio activo. Mientras que las paredes del sitio activo están formadas por residuos hidrofeibioos, la porción que está en la 
superficie del sitio activo es muy diferente. La entrada del sitio activo está 
formada de aminoácido* altamente variables y en su mayoría son hidrofóbicos. 

Por lo que respecta a la estructura molecular de las fosfolipasas de serpien-tes, en particular, tenemos lo siguiente: 
Todas estas fosfolipasas tienen los residuos al rededor del Asp-99 e Hls-48 y los 
aminoácidos ligando* del Ca" Invariantes o son altamente conservados. 

18 



pocas excepciones estos ion hidrolóbloos. Los Residuos al rededor de la entrada del sitio activo son variables pero con 

Existe una gran deleción entro los residuos 57 y 68, esto hace que dos 
sin afectar la forma gruesa de la molécula. bucles estemos se Junten al rededor de los puentes disulfuro entre Cis-61 y Cis-91 

Por lo tanto se puede concluir, tentativamente, que las foefolipasaa de diferentes fuentes no sólo muestran un alto grado de similitud en la secuencia sino 
también a nivel de estructura tridimensional. Esta conclusión se evidencia por los resultados

_ de las estructuras obtenidas por análisis de rayos X de las fosfolipasas de lagulta Ara a 2.5 A de resolución. 

Como podemos observar se conoce bastante bien el propuesto sitio catalítico 
de las fosfolipasas, gradas en gran pan* a los datos obtenidos por dfracuión de 
Rayos X de enzimas cristaIlawas. Sin embargo se conoce muy poco de los 
aminoácido* Involucrados en los efectos neurotórcícos de las fosfollpasas de veneno que se ha demostrado poseen una actividad toxica. 
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3.- OBJETIVOS DE ESTA TESIS 

Los objetivos de esta tesis son aislar y caracterizar químicamente una fosfolipasa 
neurotóxica del veneno de la serpiente Oxyuranus acutellatus acutellato 
Por un ledo nos propusimos lo siguiente: 

e) Establecer una estrategia de purificación. 

b) Caracterizar la enzima, en cuanto a peso molecular por electroforésis y análisis 
de aminoácidos y también su especificidad. 

ami 
a) 	

idos) Obtener información sobre la estructura primaria de la misma (secuencia de noric. 

d) Por otro lado, montamos las técnicas necesarias para obtener cristales de la 
fosfolipasa pura, con miras a la obtención de un patrón de dirección de rayos X 
para conocer la estructura tridimensional de la misma. 
e) Asi mismo, el conocimiento de la estructura primaria nos debiera permitir realizar 
un estudio comparativo con otras enzimas semejantes conocidas y distinguir 
algunos elementos relevantes para la función de la losfoilpasa. Sobre todo, 
interesa al grupo de investigación en donde desarrollé este trabajo conocer 
aspectos estructurales relevantes para la neurotoxicidad de la molécula. 
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MATERIAL Y METODOS. 

a) FUENTE DEL VENENO. 

El veneno inicialmente utilizado por nuestro laboratorio fuó obtenido de un ejemplar 
vivo, mantenido en la compañía La Nauyaca A.C., gradas a la colaboración del 
señor Manuel Varela Julidi. Mayores cantidades de veneno se obtuvieron de la 
compañia Venom Supplies de Australia en forma liofiNzada. Este permaneció en un 
congelador a -20 °C, huta el momento de ser utilizado. 

b) MEDICION DE PROTEINA. 

La concentración de proteína se determinó por epectrofotometría, asumiendo que 
1.0 	. 1.0 mg/m1 de proteína soluble. Esta medida de la concentración de 
proteína, se basa en el hecho de que el triptofano y la tirosina absorven a 280nm 
bajo las condiciones mencionadas arriba 1 mg de proteína absorveria una unidad. 

o) DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASA. 

Este ensayo se realizó de acuerdo a lo reportado por Shiloah (1973); Asi esta 
actividad se determinó titulométricamente, utilizando como sustrato una solución de 
yema de huevo al 1" vil/ con 0.1 N de NaCI. Una unidad de actividad de fos-
foiipasa se, define como la cantidad de enzima que «daba la liberación do una 1 
pinoi de ácido graso por minuto a pH 8.0 y a 25 °C en 3.0 ml de solución de 
sustrato. 

d) PRUEBAS DE TOXICIDAD. 

La actividad tóxica de la fosfolipasa se detectó durante el proceso de purificación 
por administración por via intraperitoned, de diferentes fracciones a una con-
centración de proteína de 20-30 mg por 20 gramos de ratón. Los ratones utilizados 
son de la cepa CD1. 

e) TECNICAS DE PURIFICACION. 

1.- ESQUEMA GENERAL DE PURIFICACION. 

Enseguida se muestra un diagrama de flujo de los pasos seguidos para la 
obtención de la fosfolipasa en forma homogénea. 
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I.- VENENO SECO. 

II.- CENLIFUGACION. 
Precipitado descartado. 

III.- SOIJIENADANTE. 

IV.- COLUMNA DEAE (pH 8.0) 
II 	 Vados componentes 

M/YENTE (Fracción I) 

V.- COLUMNA DE CM-CELULOSA (pH 4.7) 
	 Varios componentes 

FRACCION 1.6 

VI.- COLUMNA DE CM CELULOSA (pH LO) 
	 Vados componentes. 

FRACCION 1.6.2 

VIL- COLUMNA DE AFINIDAD. 
	 Contaminantes. 

FOSkOLIPASA PURA. 
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2.- CENTRIFUGACION. El veneno liofilizado se disuelve en un amortiguador de 
Tris-HCI 10mM pH 8.0 + Noel 10mM y se centrifiga a 10,000 rpm en un rotor JA20 
de ángulo fijo de 20' durante 15 niki a 4'C en una centrífuga Beckman modelo 
J2-21. Se recupera el sobrenadante, se determina proteína por absorción a 280 nm 
y se procesa por cromatograffas de intercambio lonico. 

3.- DIALISIS. Se dializó aquellas fracciones que tienen actividad de fosfolipasa 
neurotóxica, y que requerían pasos cromatográficos en diferentes condiciones de pH 
y fuerza iónica, esto se hace para equilibrar la muestra con respecto a la columna 
en la que se va a realizar la cromatograffe. Las membranas utilizadas son Espec-
trepar con un peso molecular de escape (cutoff) de 3000. La diálisis se lleva acabo 
a temperatura ambiente por una hora haciendo cambios cada 15 min., utilizando un 
volumen de amortiguador de diálisis de 1000 ml. 

4.-CROMATOGRAFIAS DE INTERCAMBIO IONICO. Las resinas utilizadas se 
obtuvieron de Whatman INC (Clifton, N.J. USA). El tipo de resina utilizada fué 
CM-32 y DEAE celulosa. Estas resinas se prepararon de acuerdo a lu instruc-
ciones del fabricante. Las columnas utilizadas miden 0.9 cm X 34.0 cm. La resina 
se empacó con nitrógeno a una atmosfera de presión. Las cromatografías se 
corrieron con una bomba ~tánica de presión regulable Milton-Roy. 

5.- CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD. La fase inmóvil de esta cromatografla se 
sintetizó en el laboratorio de acuerdo al método inicialmente propuesto por Rock & 
Snyder (1975). El ligando 1-11-carboxi-undecil-rac-2-hexadecil-glicero-3-fosforlicolina 
se acopló a AH-selarosa 4-B por medio de carbodilmida. La columna mide 0.9x10 
cm. La muestra se corre a una velocidad de 20.0 mIthr en un amortiguador 
Tris-HCI 50mM pH 7.95 + CaCI, 20mM. Para *luir a la fosfolipasa pegada al 
soporte sólido se utilizó como eluyente una solución de ácido acético a 0.1 M. La 
velocidad de *idón fui de 30 mt/hr; el eluido de esta fracción se colectó en tubos 
con 200 ul de amortiguador de Tris-HCI 1 M pH 7.96. Inmediatamente esta fracción 
se dializó extensivamente contra agua destilada y luego se Willy). Esta fracción es 
la que se utiliza para hacer secuencia de aminoácidos y ensayos de cristalización. 

6.- CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION (HPLC). 
Las cromolitografías HPLC que se usaron para separar los páptidos producidos 
por digestión enzimática, de la fosfolipasa neurotóxica se realizaron en un croma-
tografo Beckman 421 equipado con dos 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 
miman y se *luyeron con un gradiente lineal de acetonitrilo de 0.0% a 60.0% con 
0.1 de ácido trifluoroacético. Por lo general se aplicaron 50 ul conteniendo 60 ug de 
proteína. 
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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), sólo que en nuestro caso el gel 
separador tenía una concentración de 15%, y las muestras fueron tratadas con 
B-Mercaptoetanol al 1.0%. Los geles fueron teñidos con azul brillante de Cooma-
sale R-250 de acuerdo al método de Relener et.el (1975). Estas electroforesis 
tuvieron como finalidad evaluar la pureza de nuestra enzima en cada paso de 
purificación, así como también calcular su peso molecular. De acuerdo al trabajo de 
Weber y Osborn (1969), la determinación del peso molecular por este método es 
razonable, y se obtiene una precisión de hasta un 10%. 

f) REDUCCION Y CARBOXIMETILACION. 

La enzima purificada se desnaturalizó con 8.0 M de cloruro de guanidinn y 
después se redujo con dithiotreitol y se carboximetiló con ácido lodoecético 
( Cleland, W.W. (1964) ). Lob reactivo* no reaccionantes se separaron de la 
enzima carboximetilada por medio de una cromatografla de filtración en gel usando 
Blogel P-30 equilibrada con acético al 20%. La muestra aplicada tiene un volumen 
de 1.0 ml y se colectaron fracciones de 1.0m1, la proteína carboximetilade. se 
sometió a secuencia de aminoácidos. 

g) ANAL1SIS DE AMINOACIDOS. La hidrólisis ácida de la fosfolipasa en sus 
aminoácidos constituyentes. se  llevó • cabo en tubos al vade en presencia de 
200111 de HCI 6 N durante 24, 46 y 72 hrs. a 110 grados centígrados (Moore S. II 
Stein W.H. (1949)). Cada ruptura se hizo por duplicado. La determinación de cada 
uno de los aminoácidos se realizó por cbtener el derivado feniftiocarbemil-aminoric-
ido e identificados por medio de un cromatógrato HPLC ~physice modelo 
0008.(Brian A. et. id (1984) y Heiruileson L. R 	Mere~ C. S. ((144)). La 
cuantificación de los aminoácidos se realizó de acuerdo a un programa de oilicuto, 
para microprocesador PC. 

h) SECUENCIA DE AMINOACIDOS. La platel,* pura reducida y carboximetilude 
se secuenció por medio de degradación automática de Edman (Edman P. II Begg 
G. (1967)) en un secuenciador Becitmen modelo 690M. Los derivados fenil-
tiohidantoinarnInoácidos (PTH-aminoácidos) se identifican por medio de un croma-
tógrafo HPLC SP800B. Una descripción detallada de este procedimiento u 
encuentra en Possani et. al (1985). 
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1) ESPECIFICIDAD DE LA FOSFOLIPASA. 
Este ensayo se realizó de acuerdo al método reportado por Oppe 	R. F. Van Roy J. (1982), de acuerdo con esto, la enzima purificada, 0.05 rdoenmol

s 
  se incuba a diferentes tiempos a 37 °C en un amortiguador de Tris-HCI t OmM pH 8.0 + 27nM sustrato marcado que es 1,2‹1111-C) palmitoil-anilicero-3-fosfatidil colina + Tritón X-100 al 0.04%. El volumen final de la reacción es de 20 µI. La reacción se 

detiene con 25 µI de una solución de ácido tricioroacético al 5.0% en n-butanol + 
ácidos grasos libres (ácido linoleico) a 1.0 mg/mi y lisofosfatidilcolina a 1.0 mg/mi, 
no marcados (esto se hace con la finalidad Je amplificar la señal y poder ver los 
productos en damatografta de capa fina). Se aplica la solución donde se llevó a 
cabo la reacción en una placa para cromatografla de capa fina utilizando como eluyente una solución de cloroformo 43%, metano' 9.0%. ácido acética 4.0% agua 2.1%. Después que termina la cromatografla de placa fina, se revela la 
posición de los ácidos grasos libres y la del lisofosfatidilcolina con yodo, en seguida 
se raspan cada una de las manchas, se disuelven en una solución de 2-5-difeni- 
-looasol al (3% en tolueno y en seguida se mide su contenido de radioactividad en un contador beta %dirimo LS 7800. 

j) ENSAYOS DE CRISTALIZACION DE LA FOSFOLIPASA.. 
La enzima pura ( 2.0 mg/rol en un volumen de 10 ml ) a homogeneidad se dializó 
en una membrana de cutoff de 3000 contra un volumen de 2000 ml de agua bides-
hieda a 4 °C, se hicieron 4 cambios de dos horas cada uno, después la enzima se 
concentró por Hofilización y se resuspendió en un mililitro de amortiguador Tris-HCI 
10 mM pH 8.0 + CaCI, 10 mM, a una concentración de proteína de 18.0 ~mi. 
Los enzayos de cristalización se realizaron utilizando la técnica de difusión de vapor 
en gota suspendida reportada por A4cPherson A. (1985). La gota que contiene la 
proteína tiene un volumen de 10 µI. Utilizando como agente precipitante Polietilengli-
col 8000 en las siguientes conoentradones: 5%, 10%, 20%, y 40% V/V en el 
mismo amortiguador en el que se disuelve la proteína. La gota de proteína se 
pone a equilibrar contra un ml de las soluciones de polletilen glicol usando cajas de cultivo de Células de 24 pozos. 
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k) DESARROLLO DE PROGRAMAS DE CALCULO PARA MICROPROCESADOR 
PC. 

También en esta tesis, se crearon dos programas para realizar los cálculos de la 
cuantificación de la actividad de fosfollpasa y de la cuantificación de los análisis de 
aminoácido*. 
Estos programas puedan ser ejecutados por un microprocesador PC compatible con 
IBM. 

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

Este programa esté en Turbo Pascal versión 3.0 y su nombre es PLASA2.PAS, el 
programa tiene las siguientes partes: 

1) Presentación del programa. 

II) Instruociones al usuario. Estas estén en un proceden llamado "Instruye" el cual 
es Interativo, para permitir que el usuario pueda ludas cuantas veces quiera. 

III) Entrarla de datos (a través del teclado) para realizar los cálculos. 

IV) Realización de las operaciones aritméticas para la cuantificacion del análisis de 
aminoácidos. 

V) Salida de resultados a través de la pantalla. 

VII) Finalización del programa, esta pana permite al usuario iniciar una nueva 
sesión de cálculo o salir del programa. 
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2.- PROGRAMA PARA LA CUANTIFICACION DE UN ANALISIS DE AMINOACI-
DOS. 

Este programa también está escrito en Turbo Pascal versión 3.0 y su nombre 
es ANAAAl.PAS, el programa consta de las siguientes partes: 

U) 	Presentación del programa. 

II) Instrucciones al usuario: esta parte está dentro de un procedure llamado 
"Instruye" el cual u IMeractivo, para que el usuario pueda ludas cuantas veces 
sea necesario. Estas instrucciones están en un archivo llamado TEXTO.DAT el 
cual es invocado y leido por el procedure "Instruye'. El archivo TEXTO.DAT 
puede escribirse con el editor de Turbo Pascal, y tiene que estar en el mismo 
directorio en el que esté el programa ANAMI.PAS. 

III) Entrada de datos para realizar los cálculos: esta parte abre un archivo en el 
dilo* donde quedan almacenados los datos de entrada. Los datos almacenados 
pueden mostrarse al usuario, sin embargo, estos datos no pueden modificare. 
desde el teclado. Para modificar los datos es necesario reescribir todo el archivo 
utilizando el mismo programa o a través del editor de Turbo Pascal. 

IV) La entrada de datos está protegida contra posibles errores de edición por 
parte del usuario, cuando se cornete un error, se le envio un mensaje al usuario, 
en el que se le dice como ha de escribir el dato que se le pide y se 1 vuelve a 
preguntar r u dato equivocado. Con respecto a la entrada de variables de tipo 
lile. n se cuenta con procedimientos de proteoción de tal forma que si el 
archivo por el que se pregunta no existe en el mismo cérectorio en el que esta el 
programa ANAM1.PAS entonces se envio un mensaje de error y se vuelve a 
preguntar por dicha variable. 

V) 	Realización de lu operaciones aritméticas necesarias para la cuantlficaciffin 
de los aminoácidos, utilizando los datos de un archivo previamente almacenado. 

VI) Salida de resultados a través de pantalla, que puedan Imprimkee utilizando la 
tecla "impr Pant". 

VII) Finalización del programa, esta parte permite al usuario milicias el programa 
para otra sesión de cálculo o le permite salir del mismo. 
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RESULTADOS. 

a) PURIFICACION POR CROMATOGRAFIAS. 

La purificación de la fosfolipasa neurotóxica se llevó a cabo por medio de tres 
cromatografías de intercambio tónico y una cromatografla de afinidad que usa como 
ligando un análogo de la fosfatidil colina, de acuerdo al esquema presentado en 
material y ~Ajes. 
Se partió de 100 mg de veneno crudo liofilizado, que se disolvió en 10 ml de 

amortiguador Tris-HCI 10 mM + NaCI 10mM pH 8.0. Este se centrifugó a 10000 
rpm a 4 °C, el sobrenadan» se aplicó a una primera columna de intercambio 
ronico que es de DEAE celulosa equilibrada en el mismo amortiguador en el que se 
disolvió el veneno. La fracción donde se encuentra la fosfolipasa neurotóxica que 
nos interesa es básica, por lo tanto sale en el cargado de esta cromatografla, (ver la 
Fig.4). La proteína retenida en la columna se eluye en un solo paso al lavar  
columna con amortiguador de equilibrio que contiene 0.6 M de NaCl. 
La fracción 1 de la cromatogralla de DEAE se dializa y se recromatografia en una 

segunda-columna de intercambio fónico de CM-32 equilibrada con amortiguador de 
acetato de amonio 20mM pH 4.7. Esta cromatografla se eluye con un gradiente 
lineal de NaCI de 0.0 a 0.60 hrl de NaCI (ver Fig. 5.). La fracción 6 de esta 
cromatografla es la que tiene actividad de fosfolipasa y es toxica en ratones al ser 
aplicada por vía intraperitonsal. Esta fracción se somete a una tercera cromatografía 
de intercambio »n'o° de CM-32 equilibrada con amo

guador de fosfatos 20mM pH 
6.0. Antes de aplicar a la tercera columna si 	la fracción I.6 contra el 
amortiguador de equilibrio a pH LO. Esta columna se *luye con un gradiente lineal 
de 0.0 a 0.45 1.4 de NaCI, obteniéndose 3 frlIOCIOneli (ver Fig. 6). La fracción 
número 2 es la que conserva toda la actividad de fosfolipasa y es tóxica en 
ratones. Por último esta fracción, después de ser equilibrada por medio de diálisis 
es recromatografiada en una columna de afinidad, (ver Fig 7). Esta columna está 
equilibrada en un amortiguador de Tris-HCI 50mM pH 7;95 + CaCI, 20mM,, la 
muestra es cargada a une velocidad de 20 mUhr, mientras que el lavado con 
diferentes amortiguadores se IIINS a una velocidad de 30 mlihr. la columna se lav este

a 

inicialmente con 20 ml de amortiguador de equilibrio. como podemos ver en  
lavado no ta obtiene ninguna fracción por lo que casi toda la muestra queda 
retenide.en seguida se lave con otros 20 mi de amortiguador de equilibrio pero que 
contiene 50 mM de EDTA. En este levado otra vez se sale muy poco material a 
pesar de que la fosfolipasa es dependiente de CV'. Sin embargo ella puede quedar 
retenida en la columna por interacciones hidrolóbicas. Con la finalidad de eliminar 
EDTA, y que no interfiera con la absorbancia a 280nm se vuelve a lavar con 
amortiguador de equilibdo. 
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FIG. 4.- CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO DEAE CELULOSA DE 
DE VENENO COMPLETO DE Quiang~11.1~1210. 

Se apead una muestra de 100.0 mg de veneno completo a una columna (0.9 cm X 
20.0 cm) equilibrado en amortiguador de Ttle-HCI 50 mM pH 6.0 + NaCI 10mM. La 
Ito6vIftd de loelollpasa y neurottlxIca sale en el clareado de esta columna, por lo 
que la proteína retenida en la columna es Nube en una sola etapa con 0.6 M de 
NaCI disuelto en el mismo amoitiguador. La velocidad de corrida de esta cromado-
°tafia es de 25 mIthr y se colectan 50 fracciones de 2.5 ml por tubo durante el 
1111r0110e. 
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F4. 6.- CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO CM-32 DE LA FRACCION I DEL VENENO DE LA SERPIENTE samagua joad. „imajaddem  
una 

Ss X 
aplicó 	muestra de 70.0 mg de la fracción I en una columna de.CM-32 (0.9 c 	30.0 cm) equilibrada en amortiguador de acetato de amonio 20 mM 01 4.7, la muestra fuó previamente diaNzada contra el amortigua 	de equilibrio por una hora en membranas tubulares de cutoff 3000. La vModdad de corrida fuá de no 

~ir. Se huyó por medio de un gradiente lineal de NaCI de 0.0 a 0.6 M de 500 
mi. Las barras numeradas corresponden a las diferentes fracciones obtenidas. La 
fracción número 6 coiresponde a la actividad neurotóxica y de fosfolipasa. 
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FIG 6: CROMATOORAFIA DE INTERCAMBIO IONICO CM-32 DE LA FRACCION 
1.5 DEL VENENO DE LA SERPIENTE fkikagazufamaisandima 

Se apilad una muestra de 15.0 mg de la tracción 1.6 en una columna (0.9 cm X 
30.0 cm) de CM-32, equilibrada en un amortiguador de fosfato, de sodio 50 mM pH 
SO. La muestra se dializó por una hora contra el amortiguador de equilibrio en 
membranas tubulares de cutoff de 3000. La velocidad de corrida fui de 30 mllhr. 
Se @luyó con un gradiente lineal de 0.0 a 0.45 Al de NaCI. Se colectaron fracciones 
de 2.5 ml. Las barras numeradas coresponden a las tracciones obtenidas. La 
trapalón numero 2 es la que tiene actividad tóxica y de tostolipass. La tracción 
número 3 corresponde a la Talootoxina. 
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PIO. 7.- CROMATOORAFIA DE AFINIDAD PC-SEFAROSA DE LA FRACCION 
1.02 DEL VENENO DE LA SERPIENTE Commigazutdabsuagiam. 

Se aplicó une muestra de 3.0 mg de la fracción LIL2 ffiroviamente dializada contra el a de *qu'ebrio de la columna) en una columna de 0.9 cm X lao cm equil nrtarMpuador de Tris-NCI mono + Cm% 20m1A. La muestra es aplica a una volocidad de 20 mlihr, y la aludón de la columna se realiza a une 
velocidad de 30 mitti. La columna es lavada con los 	amortiguadores: A indice lavado con 20 ml de amortiguador de 	 B indica lavado con amortiguador, de equilibrio con 50 mM de EDTA. C indica lavado con ácido acético 0.1 M. Observase le eliminación de pequños contaminantes con los levados A y S. 
Se colectan trapalones de 2.0 mi. las fracciones colectadas durante el lavado con 
acético 0.1 Al son colectadas en 0.2 ml de amortiguador TrIa-fiCI 2 II pie 7.95 + 23 mM CACI,. El pico principal (al cual se le identilioa como fracción 1.2.0.PC) de 
esta cromatogralla es el que tiene la actividad de foslolipase y neurotoxicidad. 
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Finalmente, pare *luir la proteína que queda pegada en la fase sólida de la 
columna se lava con 20 ml de ácido acético 0.1 U. Esta fracción se colecta en 
amortigudor de equilibrio concentrado a 2.0 M. De la figura 7 se puede concluir 
que prácticamente toda la fracción 1.6.2 es fosfolipasa que queda pegada en la 
columna de afinidad. Algunos pequeños contaminantes son *luidos con los lavados 
A. e y C. La tabla I resume los datos de recuperación y toxicidad encontrados en 
estas columnas cromatográficas. Le actividad de fosfolipasa se incrementa en un 
40% con respecto al veneno total, cuando se separa el veneno en dos componen-
tes, uno básico y otro acido (fracciones 1 y II), esto podría deberse a que en el 
mismo veneno existen componentes que inhiben la actividad de fosfolipasa y que 
se separan en la primera cromatografia de intercambio ioffloo. La fosfolipasa 
purificada representa el 4.0% de la proteina total, y la actividad de fosfolipasa 
representa el 10.0% con respecto a la actividad total del veneno. 

La pureza de la fosfolipasa w muestra en el gel de la figura 6, en la que se 
aprecie solamente una banda, por lo que la enzima se puede considerar pura por 
este criterio. El peso molecular calculado para esta fosfolipasa de acuerdo a la 
gráfica de la Fig. a es de 16000. 
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FIG. 	ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA 15.054 CON SDS. 

Las muestras aplicadas en este gel corresponde alas siguientes: 

1.- Vomito completo eMSMN1221~da-laill""1  
Se aplicaron 112 ug. 

2.- Fostolipaea urificada por tres cromatogratlae de Intercambio lomeo y una de 
a1inided (Fracción

p  1.0.2.PC). Se aplicaron 20 sig. 

3.- Memedores de peso molecular. Si apilaron 10 ug. Estos mamadores son: 
Conalbúmine 00000. Albúnina bovina 07000. Oroalbúmina 43000. Anhidrasa 
~mica 30000. y Usozima 15000 
Todas esta muestras fueron tratadas con 5-1Aerceptostanol. 

	

PA 	punto de eplicación. 
CI • posición de migración del colorante Indicador. 
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IFIG. O.- °RUCA SESAILOG PARA CALCULAR EL PE80 MOLECULAR DE LA 
FOSFOLIPASA A DE º111110118.1011188118LIGMMIG. 
La ~dad Mein ds cada pretil,» lué obtenida del gel ds la ag. 8. El coell-
denle de °ondulen lineal ds s gráfica u ds 0.9111,78. De acuerdo con esta 
villa el peso meleculat de la ~01011$11 es ds 15000 La posición de la lesbia-
pasa en la gritad es indicada por un tilingulo. 
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b) CARACTERIZACION QUIMICA DE LA ENZIMA. 

1.- ANALISIS DE AMINOACIDOS. 

En la Tabla II se muestra el análisis de aminoácidos realizados a diferentes 
tiempos. Los aminoácidos que disminuyen con el tiempo de hidrólisis Ser, Tir, Thr 
se calcularon por extrapolación a tiempo cero, los valores s• ajustaron por mínimos 
cuadrados (ver fig lla ). Los valores para estos aminoácido* fueron: 10 **rings, 8 
tirosinas y e treoninas. Para los aminoácido* que aumentan con el tiempo de 
hidrólisis. encontramos los siguientes valores: e leucinu, e valinas y 3 isoteucinas, 
estos valores se tomaron de la hidrólisis de mayor tiempo y de observar el perfil de 
la gráfica Ilb. En la Tabla lli se muestra la composición final de la enzima es-
tudiada, y se compara con la composición de la Taipoxine alfa, como puede verse 
las composiciones son diferentes a pesar de que ambas proteínas tienen actividad 
de fosfolipasa y son neurotóxicas. 

En lo que respecta a la composición de Asn y Gin en nuestro caso no se determi-
naron, por el método utilizado, ya que estos aminoácidos se convierten e su forma 
ácida, por lo que en los *pánicos y glutaminas determinados obtenemos la suma de 
asparticos y asparaginas y la suma de glutemloos y glutemines respectivamente. El 
peso molecular de nuestra fosfolipasa de acuerdo a su composición de aminoácidos 
es de 17400 (ver Tabla III). 
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FIG. lia.- Aminoácido* quu disminuyen su conneMración con el tiempo de hidrólisis. 
La concentración real tus determinada por extrapolación a tiempo cero igualando los 
valores experimentales por mínimos cuadrados. ■ Ser ♦ Tyr • Tre. 
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FIG. lib.- AminoicidOe que aumentan su concentración con el tiempo de hidrólisis. 
La concentración real de estos aminoácidos se estimó de la gráfica, suponiendo que a 72 hrs de hidrólisis se alcanzó el límite de la gráfica.41 Leu •• Val • lie. 
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2.- SECUENCIA DE AMINOACIDOS. 
La enzima purificada se redujo y carboximetiló como se describe en material 

y métodos. Los reactivo* no reaccionantes se separaron de la enzima carboximeti-
Mi" por medio de una cromatografla de filtración en gel usando Blogel P-30 
equilibrada con acético al 20%. El perfil de eludón se muestra en la Fig. 10. De 
la fracción 1 ,de esta cromatografla, que es la proteína carboximetilada, se procedió 
a realizar la secuencia de aminoicidos. 
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FIG. 10.- FILTRACIM EN GEL 810(3EL P-30 DE LA 
FOSE 	REDUCIDA Y 

CARBOXIMETILADA CON ACIDO IODOACETICO. 

Si aplicó una muestra de un mililitro con 5.0 mg de lostolipaea, 
desnaturalizada con 8.0 M de Cloruro de guanidinio. reducida con dithiotreilol. Y casboalmelliada con ácido lodoacaltioo. 	

a una columna (0.0 cm X 50 cm) equilibrada. 
con acético al 20 S. La velocidad*de elucidn fui de 20.0 miir. Se colectaron muestras de un mililitro. La 11,1114 hodzontal muestra la fracción de proteína. 

43 



Inicialmente la fosfolipasa se aplicó directamente al secuenciador automático, 
obteniéndose la secuencia amlnotermInal: 

SECUENCIA AMINO TERMINAL: 
1 	 5 	 10 	 15 Mn-Leu-Ala-Gln-Fen-OH-Phe-Met-Ile-Arg-Cie-Ala-Asn-Gli-Gli- 

20 	 25 	 30 Ser-Arg-Ser-Ala-Leu-Asx-Tir-Ala-Asx-TINGII-Cis-Tir-Cie-Gli-Lis• 

La enzima reducida y cuboximetilada u trató con Proteasa V8 y con Tripsina 
como se describe en material y métodos. Los póptidos resultantes fueron separados 
por cromatografia HPLC obteniéndose los cromagramas de las figuras 11 y 12. La 
figura 11 muestra los cromatogramas de los póptidos obtenidos con proteasa V8, 
mientras que la figura 12 muestra los cromatogramas de los póptidos obtenidos por 
digestión con trIpsina. Los póptidos secuenciados se identifican con tiempo de retención del pico correspondiente. 

La secuencia de aminoácidos de los péptidos generados por digestión enzimática fueron los siguientes: 

DIGESTION CON PROTEASA ve. 

PEPTIDO 34.74 (Fig.11a) 
1 	 5 	 10 
Cis-Fen-AlikArg-Ser-Pro-TIr-Gln-Us-Us•Aen-Trp-Asn- 

(Este péptido está contenido dentro del péptido 39.33 obtenido con proteasa va) 

PEPTIDO 39.33 (Fig.11b) 
1 	 6 	 10 	 15 Citfen-Ala-Arg-Ser-Pro-Tir-Gin-Lis-Lis-Asn-Trp-Asn-ile-Asn-Thr- 
Lis-Ala-Arg-Gkb 
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DIGESTION CON TRIPSINA: 

PETIDO 35.05 (Fig. 12a) RECROMATOGRAFIADO, RINDE LOS SIGUIENTES PEPTIDOS: 

PEPTIDO 27.15 (FIg.12b) 
1 
Sar-Trp-Lle- 

PEPTIDO 29.08 (Flg. 12b) 
1 	 5 	 10 Cle-T1r-Gli-Lis-Ala-Fan-Ser-Cia-Aen-Tre 

PEPTIDO 47.15 (Fig. 12a) RECROMATOGRAFIADO, RINDE LOS SIGUIENTES PETIDOS: 

PEPTIDO 37.31 (Flg. 12c) 
1 	 5 
Aen-Tip-Aan-IN-Aap•Tre-Lye 

(Esto "Nido esté contenido dentro del »pedo 
39.33 producido oon protocols VII) 

PEPTIDO 40.44 ( Fig.120 ) 
1 	 5 	 10 	 15 Us-Tre-Arg-Cle-Gln-Argfen-Val-Cie-Aen-Cie-Aep-Ala-Lis-Ale-Ala 

Total de a. a. «mondados 00 faltan por eecuendar 70 a.e. 

45 



60 

o 
o 30 X 

40 
Tiempo 1 mili) 

FIG. 11a.- C 	rodia liquida de alta presión (HPLC fase reversa; columna C-18) 
de tostoilpasa 	con omisas. Vi. el Mildo 34.73 se secuenció directamente. 
La columna se *luyó con un gradieMe lineal de 0.0 a 40.0% de acetonitrilo con 
ácido tillluorcaoético al 0.15‘. Lao fracciones se colectan manualmente. 
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Fig. 11b.- Cromatografia ikpda de alta presión (HPLC fase reversa. columna C-16) 
de (Manosea tratada con proteasa ve, el péptido 39.33 se secuendt) dm:lamen-
te. 32 columna se Huyó con un gradiente lineal de 0.0 a 60.0% de acetonitello con 
ácido trifluorolicetico al 0.1%. Las fracciones se colectaron manualmente. 
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•12a.- Cmmarafla tog 	liquida de alta presión (HPLC tase reversa. columna C-18) de 	balada con tdpeine. los picos que aparecen señalados con sus 
las figuras 12b y 12c 
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FIG. 12b.- Crornatografia liquida de alta presión (HPLC fui reversa. columna C-111) 

Ski 
papado 311.011 obtenido con digestión oon tapia* de la losfolipasa. 

Se secuenoiaron los ~idos 27.15 y 29.06. 
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12c.- C 	rifle liquide 	 p le reelén (HPLC fue reverse, columna C-10) del pepedo 47.18 	nido con dide elle ne de le foefol con telpel ipsee. secuenderon loe peotidos 37.31 y 40.44. 



c) CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LA FOSFOLIPASA. 

De los ensayos realizados con el sustrato marcado radoactivamente con Carbono 
14 ( en el carbono del grupo carboxilo del acido graso en la posición 2) se puede 
concluir que esta fosfolipasa es de tipo A,, como podemos ver en la Fig.13 se 
muestra oomo a medida que pasa el tiempo se va liberando marca radioactiva, en los ácidos grasos libres mientras que en el lisoderivado no hay radioactividad. 

La actividad de fosfolipasa de esta toxina es dependiente de Ca" como lo 
muestra la Fig 14, en la que podemos ver que a una concentración de EDTA de 
50mM Inhibe totalmente la actividad de fosfolipasa. El 50% de inhibición de la 
actividad se obtiene con 15mM de EDTA. En ia figura 15 se observa de nuevo el 
efecto del CV sobre la actividad de fosfolipasa. para la enzima dializada 
extensivamente contra agua destilada encontramos una diferencia significativa en 
actividad específica, cuando se compara con la enzima que tienen concentraciones entre 30 y 100mM de Ca. 

d) ENSAYOS DE CRISTALIZACION. 

En los pozos en los que se colocó polletilen-glicol 6000 al 20% y 5.0% en 
amortiguador de Trie-HCI 10 mM + CaCI, 20 mM, a temperatura ambiente, 
dbaeudis de dos meses se obtuvieren unos precipitados que tienen una forma 
cristalina. estos presentan caras lisas y adatas, su longitud más larga es de 0.2 mm 
estos podrían ser cristales de la fosfolipasa. Los crietales obtenidos con 20.0% de 
polletilen glicol se muestran en la figura 16, mientras que loa obtenidos con 5.0% 
de polietilen glicol se muestran en la figura 17. En el ensayo con 5.0% de polietilen 
glicol sólo se obtuvo un unico cristal cuya dimensión más grande es de 0.18 
mm, mientras que en el ensayo de 20.0% de polietilengliool 6000 se obtuvieron vados cristales. 
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FIG. 13.- ESPECIFICIDAD DE LA 
Z35101ifila"ldatu~a. 
Actividad de ~Upas. utilizando 
marcado radloactivamente en el 
representan acides grasos libres. 

FOSFOLIPASA DEL VENENO DE SERPIENTE 

0.05 nmol de enzima y 27.0 nmol de sustrato 
segundo ciuboxilo de la fosfatidil colina. 

IIII representan Ilsoderivados. 
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FIO. 14.- DEPENDENCIA DE Ca" DE LA POSFOLIPASA DE Oxyuranus ecutellatus 9941551~. 

Efecto inhibitorio del EDTA sobre la actividad de fosfolipasa. 
Cada punto representa un ensayo por triplicado, este se nolizó con 2.0 nmol dio 
enzima utilizando el método de &diodo (1073). 
La enzima es incubada por 5.0 mire en pretenda de EDTA a temperatura am-
biente. a diferentes concentraciones y después se realiza el ensayo de su activi- 
dad. En la solución donde se @fechos el ensayo también hay EDTA a la concentra-dón correspondiente. 



10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 
CaCl2  (mM) 

FIG. 15.- EFECTO DEL Ca" EN LA ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASA. 

Para esta curva la enzima se dializó extensivamente, contra agua destilada, 
después se incubó en presencia de CaCi a diferentes conenntraciones Le actividad 
fué medida de acuerdo al método de Shiloah (1973). Cada punto representa un ensayo por triplicado. El punto (0.0) fué obtenido 50.0 mM. por dializar la enzima contra EDTA 
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• 

FIG. 16.- CRISTALES DE LA FOSFOLIPASA A DE Oxyuranus scutollatus aculen&  

Estos  cdstaba so obtivioron con la técnica de difusión de vapor en gota suspendida 
y usando polietilen glicol 5000 al 20% como precipitante. La fotografía se obtuvo 
con un microscopio de transmisión y con el objetivo 4 X. La dmensión mis grande mide 0.2mm. 
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tanG• 17.- CRISTALES 
DE LA FOSFOLIPASA A DE 	 II  

giste, de foslolipasp A, obtenido con polletilen glicol 6000 al 6.09
6. utilizando la tecrilca de difusión de vapor en gota suspendida. La fotografía tiene las mismas 

condiciones que la Fig. 16. En este caso la dimensión más larga mide 0.18 mm. 



DISCUSION. 

Una de las fosfolipasas del veneno de la serpiente Oxyuranus  scutellatus scutel-
fillid, se logró purificar a homogeneidad por medio de tres cromatograflas de 
intercambio ionico y una de afinidad como se demuestra en la figura 8. Además por 
los resultados de las electroforesis en gel de poNacrilamida podemos decir que el 
peso molecular de esta toxina es de 16000. Esta toxina forma el 4.0% de la 
proteína total, y representa el 10.0% de la actividad da fosfolipasa del veneno total. 
Esta recuperación aparentemente baja de actividad de fosfoNpasa, sólo representa 
una parte de la actividad total, ya que en el veneno al menos existen otras 4 
fosfolipasas las cuales fueron aisladas, de la fosfoNpasa neurotóxica que nos 
interesa, por medio de las cromatografía de intercámblo fónico. 

De acuerdo a los resultados mostrados en la figura 13, esta fosfolipasa es de tipo 
A, ya que la radioactividad de los acidos grasos en la posición 2 del glicerol, 
liberados por la actividad de la enzima, aumenta con el tiempo de forma casi lineal 
(coeficiente de correlación lineal es de 0.899) debido a que en el intervalo de 
tiempo que se estudió la actividad de la enzima solo observamos liberación de 
acidas grasos de la posición 2 del glicerol podemos decir que esta enzima tiene 
actividad de fosfolipasa A, unicamente. Nuestros resultados no nos muestran 
ninguna otro tipo de actividad de fosfilipasa. 

l.a actividad de fosfolipem A, es afectada fuertemente por el quelante de iones 
calcio: ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), a una concentración de 20.0 mM de 
EDTA si obtiene un 50% de inhibición de la actividad, en condiciones de diálisis 
contra EDTA 100mM la actividad se pierde totalmente, y en condiciones de diálisis 
exaustiva contra agua destilada la actividad sufre un decremento del 30% recupera-
ndose esta actividad al agregar» calcio a la enzima dializada. Por lo tanto todo 
esto indica que la actividad de fosfolipasa de la toxina es dependiente de calcio. 
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La secuencia de los péptidos fuá alineada utilizando la gran similitud que 
presentan lu fosfolipasas de serpientes. Para esto se utilizó la secuencia de una 
fosfolipasa que forma un complejo en el mismo veneno de serpiente Oxyuranus  
gcutellatus scutellatus que es el componente alfa de la Taipoxina. La secuencia 
hasta este momento ea la siguiente: 

1 	10 	20 	30 	40 	50 	60 
(1) 14LLQ9021139C911911399VitIMIDYGCYC099GSGTPVDDLDRCCQVIEDICYGRAVIacrG 

1 	10 	20 	30 
(2) arrauctnalicanaasuaunADvacrcux 

1 

	

	 1 
11-114101111AL 

40 	50 	60 

  

70 	SO 	90 	100 	110 
(1) CAPTIITLYOWECYCINAPTC1ITKTILCMITC9CDAZAARC9,9,989Y~11 

D 

70 	90 	90 	11 100 	110 
(2) 	inaccrouumarrnacgarvcorcaucamarmuirmoone 

1_II 	II 	 II 	  
T27.15 T211.15 	T40.44 	VI 39.33 

ti' 
(1) MIMTR 

115 
(S1 11211121111112 

--11-11.33 

MagiglitagallUMM ~odas alta. (Dalles M.J. *t. el 1113). 

(5) 	 (aria ~gel 
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Comparación de la secuenda de la fosfolipasa obtenida en este trabajo 
contra una base de secuencias, llamada GenE3ank ( Genetic Sequence Data Bank 
15 March 1990 GenBank (111) Rolas* 63.0 ). El programa utilizado para hacer los 
alineamientos fue el llamado tfasta realizado por Pearson R. W. (1990). Nuestra 
secuenda fue estudiada en dos partes la primera corresponde a la secuenda amino 
terminal y la segunda al carboxilo terminal, ya que nos falta secuendar una región 
Intermedia que uno a estas dos regiones. La comparación la hicimos utilizando dos 
bases de datos: FVERT y FMAMMAL, FVERT contienes las secuencias de todos los 
vertebrados que no son mamíferos, y FMAMMAL contiene las secuencias de 
organismos mamíferos. 

Comparación de la secuencia amino terminal de la fosfolipasa A2 
de Oxyuranus scutellatus scutellatus contra la base de secuen-
cias 'WAT: 

>snkpla2a Notechis scutatus (elapidae) fosfolipasa A2  neurotóxica 

73.3% de identidad en 30 aminoácidos superpuestos 

10 	20 	30 
ossat NLAQFGFNIRCANGGSRSALOYADYGCYCOK 

X: 	 X 
SNKPLA NLYQFGNMIQCANHORRPTLAYADYGCYCGA 

40 	50 	60 

>LSLPLA2R Laticauda laticaudata (elapidae) fosfolipasa A2 

60.0% de identidad en 30 aminoácidos superpuestos 
10 	20 	30 

ossat biLAQFGFNIRCANGGSRSALUADYGCYCGK 
	X 

LSLPLA NLAWALVIKCADKGKRPRNNYMEWOCYCGP 
40 	50 	60 

>SNKPLA2 Aipysurus laevia (elapidae) fosfolipasa A2  neurotóxica. 

63.3% de identidad en 30 aminoácidos superpuestos 
10 	20 	30 

ossat NLAQFGEMIRCANGGSRSALOYADYGCYCOK 
	X 

SNKPLA NLYWONMIQCANKOKRATWHYMOYOCYCGS 
40 	50 	60 
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>SNKTOXCRA Crotalus durissus (viperidae) crotoxina A. 

33.3% de identidad en 30 aminoácidos superpuestos 

10 	20 	30 
ossat NLAPFGFMIRCANGGSRSAIMADYGCYCGK 

. 	.. : . 
 

• X 	X 
SNKTOX SLVEFETLIIM-KIAGRSGISYYSSYGCYCGA 

90 	100 	110 

>SNKTOXCRB Crotalus durissus (viperidae) crotoxina B 

43.3% de identidad en 30 aminoAcidos superpuestos 

10 	20 	30 
ossat NLAQFGFNIRCANGGSRSALOYADYGCYCGK 

. .. X: 	X 
SNKTOX BLUFNKMIKFETRKNAIPF-YAFYGCYCGW 

90 	100 	110 



Comparación de la secuencia amino terminal de la fosfolipasa A2 
de Oxvuranus scutellatus scutellatus contra la base de secuen-
cias mama 

>PIGPLA2RA Sus acrofa (cerdo domestico) fosgolipasa A, de páncre-
ea 

55,65 de identidad en 27 aminoácidos superpuestos 

10 	20 	30 
osaat NLAGMFMIRCANGGSRSALOYAMGCYCGK 

X ,1 :t.:: 	X 
PIGPLA ALIWASNIKCAIPG5HPLMDFNNYGCYCGL 

40 	50 	60 

›pIGPLA2R Sta  rocote (cerdo doméstico) fosfolipasa 
creas isoenzima mayoritaria. 

A, de pán- 

55.6% de identidad en 27 aminoácidos superpuestos 

10 	20 	30 
ossat NLAGVOPM1ACANGGSASALDVADYGCYCGK 

X tt 	tt.ts 	tt 	 X 
P1GPLA ALMOWNIKCAIPG5HPLNUNNYGCYCGL 

40 	50 	60 

.00VPLA2A 001  LAILMI fosfolipasa A, pancreática 

51,9% de identidad en 27 aminoácido. superpuestos 

10 	20 	30 
oeset NLAGPOIMACANGOSKOALDVADYGCYCG. 

X :t. 11.1 	.1 . tt...ttutX 
ROVPLA ALMUNGNIKCK1P55KPLLDFNNVGCYCGL 

30 	40 	50 

>DOGPPLA2 Cenléjfiej  fosfolipasa A, de páncreas 

55.66 de identidad en 27 aminoácido» superpuestos 

10 	20 	30 
ossat NLAGFGYMIRCANGG0X0ALOYADYGOVCGK 

Xt :t.:. .t . tt.:tttttX 
DOGPPL AIMPANMIIICTIPROOPLKDYNOVGCYCGL 

40 	50 	60 
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Comparación de la secuencia oarboxilo ~Anal de la fosfolipasa 
A, de Oxyuranus  scutellatus scutallatua contra la base de secu-
encias VVIAT 

>SNKPLA2A Notechis scutatus  (elapldas) fosfolipasa Al  neuro-
tóxica 

62.0% de identidad en 50 aminoácidos superpuestos 

10 	20 	30 	40 	50 
ossct SWKCYGKAPSCNTKTRCQRFVCNCDAKAADCFARSPYQKKNWNINTKARC 

SNKPLA SWQCIEKTPTCNSKTGCERSVCDCDATAAKCFAKAPVNKKNYNIDTEKRC 
110 	120 	130 	140 	150 

>LSLPLA2R 	Laticauda laticaudata (»lapida») fosfolipasa A, 

68.1% de identidad en 47 aminoácidos superpuestos 

10 	20 	30 	40 	SO 
ossct SWKCYGKAPSCNTKTRCQRFVCNCDAKAADCFARSPYQKKNWNINTKARC 

LSLPLA SYYCGGDGPYCNSKTECWFVCDCOVRAADCPARYPYNNKNYNINTSKRC 
110 	120 	130 	140 	150 

>SNKPLA2 Aipysurus laevis (elapidas) fosfolipasa A, neurotóxica 

54.0% de identidad en 50 aminoácidos superpuestos 

10 	20 	30 	40 	50 
ossct SWKCYGKAPSCNTKTRCQRFVCNCDAKAADCFARSPYQKKNWNINTKARC 

X* • 	• 
SNKPLA SWQCTENVPTCNSESGC(IKSVCACDATAAKCFAEAPYNNKNYNINT-SNC 

110 	120 	130 	140 	150 

>SNKTOXCRB Crotalus durissus (viperidae) crotozina B 

72.7% de identidad en 11 aminoácidos superpuestos 

10 	20 	30 	40 	50 
ossct SWKCYGKAPSCNTKTRCQRFVCNCDAKAADCFARSPYQKKNWNINTKARC 

X::: .. :::X 
SNKTOX HOCCYGKLARCNTKWDIYPYSLKSGYITCGKGTWCEEQICECDRVAAECL 

130 	140 	150 	160 	170 
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Comparación de la secuencia carboxilo terminal de la fosfolipasa 
A2 de Oxyuranus scutellatus scutellatus contra la base de secu-
encias rhammaL 

>DOGPPLA2 Canis sp. fosfolipasa A2 de páncreas 

45.1% de identidad en 51 aminoácidos superpuestos 

10 	20 	30 	40 	50 
ossct SWKCYGKAPSCNTKTR-CQRFVCNCDAKAADCFARSPYWKNWNINTKARC 

• • 	• 
DOGPPL SYSCSGSEITCSSKNKDCQAFICNCDRSAAICFSKAPYNKEHKNLDTKKYC 

110 	120 	130 	140 	150 

>PIGPLA2R Sus scrofa (cerdo doméstico) fosgolipasa A2 de pán-
creas isoenzima mayoritaria. 

43.1% de identidad en 51 aminoácidos superpuestos 

	

10 	20 	30 	40 	50 
ossct SWKCYGKAPSCNTKTR-CQRFVCNCDAKAADCFARSPYQKKNWNINTKARC 

	

. : .. 	... 	. : ..  
PIGPLA SYSCSNTEITCNSKNNACEAFICNCDRNAA1CFSKAPYNKEHKNLDTKKYC 

110 	120 	130 	140 	150 

>PIGPLA2RA Sus scrofa (cerdo domestico) fosgolipasa A2 de pán-
creas 

43.1% de identidad en 51 aminoácidos traslapados 

	

10 	20 	30 	40 	50 
ossct SWKCYGKAPSCNIKTR-CQRFVCNCDAKAADCFARSPYQKKNWWINTKARC 

	

. 	. : .. 	... 	. : ..  
PIGPLA SYSCSNTEITCNSKNNACEAFICNCDRNAAICFSKAPYNKEHKNLDTKKYC 

110 	120 	130 	140 	150 

>BOVPLA2R Bos taurus fosfolipasa A, pancreática 

37.3% de identidad en 51 aminoácidos superpuestos 

	

10 	20 	30 	40 	50 
ossct SWKCYGKAPSCNTKTR-CQRFVCNCDAKAADCFARSPYQKKNWNINTKARC 

	

. 	..... 	 : ... : 
BOVPLA SYSCSNNEITCSSENNACEAFICNCORNAAICFSKVPYNKEHKNLOKK-KC 

	

110 	120 	130 	140 	150 
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En estos alinoamiontos las secuencia de caracteres que siguen al signo 'V' son los 
indices de la secuencia con la que se encontró similitud en la base de datos. 
ossat: es la secuencia amino terminal de la fosfolipasa de Oxyuranus scutellg 
~Lag 
ossct: es la secuencia carboxilo terminal de la fosfolipasa de Oxyuranus scutellatus  
scutellatus 
Los dos puntos e:* indican aminoácidos idénticos en ambas secuencias. 
El punto . indica subtitucion de aminoácidos según la matriz PAM250 (Dayhoff M. 
et al. (1978)). Esto quiere decir que los cambios de aminoácidos están dentro de 
las posibles substituciones que se originan en una familia de proteínas 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 
encontrada se tomaron en cuenta delaciones o inserciones. 

Al comparar nuestra secuencia amino terminal y carboxilo terminal contra un banco 
de datos bastante extenso, la similitud más grande siempre se encontró con 
fosfolipasas de serpiente y de mamíferos, ambas partes amino terminal y caiboxilo 
terminal, tienen similitud alta con las mismas proteínas de las bases de datos. 

De acuerdo con esta comparación podemos decir que la fosfolipasa purificada por 
nosotros, en cuanto a su »menda de aminoácidos es muy parecida a las fosfoli-
pasas neurotóxicas de otras serpientes e inclusive tiene similitud con las fosfolipa-
sas A, de mamíferos. Este datos se ve reforzado por la similitud encontrada con la 
fosfolipasa A, de la serpiente Aqkistrodon halys blomhofil con la cual nuestra 
fosfolipasa conserva aminoácidos en común y que además son comunas a otras 30 
fosfolipasas. La comparación con la fosfolipasa de Aqitistrodon halys blomholff a 
continuación la disaitmos: 
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Al comparar nuestra secuencia con la obtenida por Tomoo K. M. al (1989), de una 
fosfolipasa básica del veneno de serpiente Agldstrodon halo blomhollj• tenemos lo siguiente: 

1 	10 	20 	30 	40 	50 	CO (1) smegrammaraoasommoszoarcomogombamaccrvaoccroxvvocua • ** * 	 ****** ** • * • **** ** ** 	• 

1 	10 	20 	30 	40 	50 	CO 

	

(2) MLACOMOVMaRCANOMMALDVADYCICYCOX 	  
di a. 	a. 	 1111111.11111 

70 	SO 	90 	100 	110 (1) laDVYTYT11311429/VCOODDPCMiC8CD1011AAZC911911IDTSD111191W9 

	

e e 	e 	e 	e ee ee ee 

(2)  
70 	80 	90 	100 	110 	snexcvmumemsaracgarvcmcbamaascrammoom a 	 e 

115 120 
(1) 9J1131C011151119C 

e 

115 
(2) 11/11M1111 

(1) Findellpsee básica de g—bsbajokupda Me moledera dsbado de esta secuencia indican 
al 1911 ananuiddoe coneennidoe en 30 kedollpesse en lee que mallad estudios de lomean» Tomo K. et. 9. 
12) 	FosblIpeee neurcolkice del censos de 	 M8TA TESIS). 	Loe araras (º) debra de le secuencia Indican los 	 ambas leMelpseee. 
De esta comparación obtenernos la siguiente Información: 
Los aminoácidos L, O, F, 1 de la región amino-terminal son compartidos con las 
otras 30 toefolipasas estudiadas por Tomoo K.M. al 1989. 
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En nuestra secuenda hasta el momento obtenida, podemos observar que aparecen 
los aminoácidos G1i-30 y Tir-28 que son aminoácidos involucrados en el enlace al 
Ca.., en nuestra secuenda también aparecen los aminoácidos Gln-4 y Tyr-73 que 
son aminoácidos del sitio activo de las fosfolipasas A,, de acuerdo al modelo 
propuesto por Dijkstra 1980, de acuerdo a este autor el sitio activo también tiene a 
los aminoácidos Asn-71 y Asp-99, en nuestra 'muenda estos aminoacidos son 
diferentes ya que nosotros tenemos Us en la omisión 71 y Cis en la podsión 99. 

Admitiendo la similitud de la secuenda propuesta arriba podemos decir que la 
secuenda de aminoácidos de esta fosfolipasa conserva aminoácidos de la región 
amino terminal y algunos aminoácidos del sitio de enlace al caldo y del sitio activo. 
Los aminoácidos del sitio activo, que hasta ahora hemos secuenciado, presentan 
algunas substituciones. Estas diferencias podrían esperarse, dado que nuestra fo-
sfolipasa es también neurotóxica y ésta otra actividad debe requerir una estructura 
especial dada por la secuencia de aminoácidos. Los aminoácidos involucrados en el 
enlace al ion Ca", que huta este momento conocemos, están estrictamente 
conservados, hecho que concuerda perfectamente con la dependencia de Ca-  de la 
actividad de fosfolipasa A, 
Los aminoácidos que están conservados con respecto a otras 30 fosfolipasas 
secuenciadas según Kouji Tomoo et. al 1989, están en posiciones espadeles 
semejantes a las de los aminoácidos de las fosfolipasas de Crotalus atrox y de la 
fosfolipasa de páncreas bovino, estas posiciones con esenciales para la actividad 
~Mica y neurotóxica. 
Todavía falta secuenciar 70 aminoádos, según nuestros análisis de aminoácidos 
debemos esperar 150 aminoácido*, los aminoácidos que faltan por secuenciar están 
en un fragmento que va del aminoácido 31 al 68 y otro fragmento de 33 a.a. que 
seguramente u la región carboxilo terminal, huta este momento el análisis de 
aminoácido* es coherente con la secuenda de nuestra fosfolipasa. 

El conocimiento de la se secuencia de aminoácidos completa será de gran ayuda 
para determinar la relación estructura-función de esta toxina a nivel molecular en 
el sistema nervioso de mamíferos. 
Los ensayos de cristalización que dieron origen a formaciones que macroscópice-
mente se observan como cristales, son los que se realizaron con polietilenglicol 
6000 al 5% y 20%, los cristales más grandes corresponden a un tamaño de 0.2 
mm. Este tamaño por ahora no ha sido suficiente para obtener un patrón de 
dirección de rayos X, por lo que es necesario obtener condiciones donde se 
obtengan cristales mucho más grandes de almenos el doble de tamaño. 
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CONCLUSIONES. 

1.- Se purificó a homogeneidad una de las fosiolipasas neurotóxicas del veneno de 
la serpiente Oxyuranus scutellatus scutellatus. Esta proteína representa el 4.0% de 
la proteína total y el 10.0% de la actividad de fostolipasa del veneno total. 

2.- El peso molecular de esta proteína es de 16000 y está compuesta de 150 
arninolddos. 

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

4.- Le secuencia de la proteína hasta este momento obtenida, corresponde a 30 
aminoácidos de la región amino terminal, y una región que va del aminoácido 70 al 
111 fattandonos por seeuendar una región intermedia del aminoácido 31 al 68 y la 
región carboxilo-terminal. 

5.- Los estudios de similitud de la región amino terminal y cluboxilo terminal 
nos han mostrado que la fosfolipasa estudiada en este trabajo pertenece a la 
familia de fosfolipasas tipo A, neurotóxicas de venenos de serpiente. 

G.- Los ensayos de cristalización dieron origen a formaciones, que macroscópica-
mente parecen cristales de la proteína purificada, estas formaciones miden 0.2mm 
en su dimensión más larga. 
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APENDICE 

BREVE DESCRIPCION DE LA SERPIENTE Oxyuranus scutellatus scutellatus.(Datos 
obtenidos de Minschin R. a Davis R. 1985). 

Taipan Oxyuranus ecutellatu. (Petera 1887). 
El género Oxiumnus está caracterizado por un gran tamaño (hasta 4.0 m), las 
escamas del cuerpo son rómbicas hasta antes del cuello; las escamas suboculares 
esta ausentes, una sola escame anal, y escamas subcaudales divididas; el color de 
la serpiente es café obscuro en la parte dorsal, y pálido o café crema en la parte 
lateral del cuerpo, la cabeza es pálida o amarilla en las etapas Juveniles y obscura 
en la adulta. (ver Fig. 2.1). 

DISTRIBUCION GEOGRAFICA. 

Esta serpiente es una de las más venenosas del mundo, su nombre común es 
Talpan y se halla distribuida en el norte y el esté de Australia con una subespecie 
en Nueva Guinea. (Ver Fig. 2.2). 

HABITAT. 

De hábitos duimos y crepusculares, algunas veces nocturnos. Se encuentra en un 
amplio rango de habitats desde tropiMes húmedos hasta selva montañosa. Esta 
serpiente se alimenta principalmente de pequeños mamiferos. 

SUBESPECIES. 

scutellatus (Australia) 

canni (Nueva Guinea) 
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F10.2.1.- Serpiente adulta Taran Oxyuranus ~tallaba scutellatus,(Fologra-
flag tomadas de Mittschin P. Davis R. 1985) 

hm ha No let £414 DI 14 11811014 

89 



N 

E 	 w 

FIG.2.2.- Distibución geográfica del Taipan Australiano. 
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