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. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE UNA FOSFOLIPASA DEL VENENO DEL
ALACRAN HADRURUS CONCOLOURUS

RESUMEN

En este trabajo de tesis se caracterizd bioquimicamente el veneno
del alacran Hadrurus concolourus. Como primer paso se determinéd la
toxicidad de este veneno en distintas especies de animales: mamiferos
(ratones), insectos {(grillos), crustdceos (acociles) e isdpodos {cochinilla
de jardin). El veneno demostréd ser no téxico a mamiferos pero si a
insectos en las condiciones probadas (griflos con una toxicidad superior a
los 100ug/gr), y fué letal a crustaceos (acociles a partir de 133 ug/gr) e
isépados (cochinillas con una LDy de 174ug/gr).

Después se mostrd que el veneno total presenta actividad de
fosfolipasa y se 'purificé este componente. El veneno se separd en siete
fracciones en una columna de exclusién molecular, presentando la
actividad en la segunda fraccion. Esta fosfolipasa se purificé a
hamogenenidad con un paso en una columna de afinidad y dos pasos en
cromatografia liquida de alta presién. Se obtuvé la secuencia de
aminoacidos de la procién aminoterminal, siendo esta la primera
secuencia de fosfolipasa en venenos de alacran.

El efecto tdxico de esta fofolipasa parece estar relacionado al canal

de Ca 2+ sensible a ryanodina.

;
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Tutor
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NOMENCLATURA DE LOS AMINOACIDOS COMUNES

Asp Acido aspéartico D
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val Valina v
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RESUMEN

En este trabajo de tesis se caracterizdé bioquimicamente el
veneno del alacran Hadrurus concolourus. Entre los hallazgos mas
relevantes estan:

1.~ El veneno total no fué toxico a mamiferos pero si a insectos
en las condiciones probadas (grillos con una toxicidad superior a los
100ug/g), y fué letal a crustaceos (acociles a partir de 133ug/g) e
isopodos (cochinillas con una LDsq de 174u9/g).

2.- El veneno total mostro actividad de fosfolipasa.

3.- El veneno total se separd en siete Fracciones cuando se
aplicaron en una columna de exclusion molecular, presentando la
actividad de fosfolipasa en la Fraccién Il. Esta fosfolipasa se
purifico a homogeneidad con un paso en una columna de afinidad y
dos pasos de CLAP,

5.- Se obtuvo la secuencia de aminoicidos de la porcién
aminoterminal; no encontrandose homologia al utilizar algoritmos
de computadora ad hoc, con ninguna fosfolipasa conocida.

6.- El efecto toxico de esta fosfolipasa parece estar relacionado
al canal de Ca?+: sensible a ryanodina.



! - INTRODUCCION
1. VENENO DE ALACRANES: GENERALIDADES

“Cuando a Lupita le picd el alacrdn, era ya tarde
por la noche, se levantdé de la cama y lo pisé, esa
noche 1lovia, era agosto, los alacranes suelen salir
por esas fechas de todos lados. Nos dimos cuenta por
sus gritos y su 1lanto, sdlo tenia seis afios y decia
que le dolia mucho el pie, no tardamos en encontrarlo;
estaba debajo de la cama.

Como a la hora se le empezd a entumecer la pierna,
comenzdé a sudar y salivar. Cuando la llevamos al
médico, tenia espasmos en el abdomen, pulso rdpido y
fiebre; después de dos horas respiraba rapidamente y
con dificultad, 1la lengua se le entumecié y se le
dificultaba hablar. El1 doctor empezd el tratamiento,
1la tuvo bajo observacidon toda 1a noche, dijo que la
llevamos apenas a tiempo y afortunadamente se salvo.“

Este es un relato que se oye con frecuencia en la mayoria de las
familias que viven en un area rural o suburbana de México; sin
embargo los alacranes son un problema de salud publica no solo en
nuestro pais, sino también en Sudamérica, Centroamérica, Caribe,
Norteamérica, Africa del Norte y Medio Oriente.

A pesar de que existen mas de 700 especies de alacranes
distribuidos en todo el mundo, pocas de ellas son peligrosas para el
ser humano. Los alacranes de importancia médica en el Nuevo Mundo
se dividen en varios géneros y especies importantes: el
Centruroides,que se localiza en el Sudeste de los Estados Unidos,
México y Venezuela, y el género Tityius, cuya distribucién
geografica es Argentina, Brasil, Guyanas, Venezuela y Trinidad-
Tobago. Las especies venenosas del viejo mundo se agrupan en los
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géneras: Androctonus en Argelia, Egipto, Irak, lIsrael, Marruecos y
Turquia; Buthus en Argelia, Jordania, Marruecos y Sudan;
Parabuthus en Sudafrica, Hemoscorpion lepturus en Irak, Leiurus
quinquestriatus en Sudan, Egipto, lsrael y Turquia y Mesobuthus
gibbosus en Turquia ( Beaver C. P, y col. ,1990).

En México los alacranes se encuentran en la totalidad del
territorio, con mayor abundancia en el litoral del Pacifico, meseta
central y zonas semidesérticas del norte del pais. Los Estados que
comparten la cuenca del Rio Balsas, que son Guerrero, Morelos, Edo.
de México, Puebla y Michoacan, cuentan con la mayor incidencia de
accidentes mortales ocasionados por el alacran del género
Centruroides, (Mazzotti L. y Bravo-Becherelle M. A.,1961), siendo
los nifios de edad prescolar los que se exponen con mayor frecuencia
y los que son afectados mas gravemente.

La toxicidad de los venenos de alacran es muy variable. Aln entre
especies del mismo género hay diferencias en cuanto a si la picadura
es dolorosa o no, si el efecto es tan solo localizado o peligrosamente
sistémico, y si hay inflamaciéon o no. La mortalidad es
especialmente alta en nifos. En Brasil, las picaduras de Tityus
serrulatus, altamente venenoso, causan una mortalidad del 0.8 al
1.4 por ciento en adultos, del 3 al 5 por ciento en nifos de edad
escolar y del 15 al 20 por cientos en nifios pequefos, mientras que en
Africa del Norte las picaduras de alacranes causan mayor nimero de
muertes que las mordeduras de serpientes. La region mas extensa de
morbilidad y mortalidad comprende las regiones aridas de Africa del
Norte, extendiéndose por Paquistan y la India (Harwood R. F. y James
M. T., 1987). Se estima que en México por lo menos 200,000 personas
son picadas anualmente por estos aracnidos, ocasionando cerca de
700 a 800 muertes (Possani L. D. y col,,1992).

La sintomatologia tan aparatosa que provoca la picadura de estos
escorpiones, comparada con su tamafio, habla de una potencia de los
componentes de estos venenos, los cuales pueden ser tan efectivos
en mamiferos como en insectos, aves y aOn en crustadceos. Esta
ubicuidad de accion motivé el estudio de la composicién de ellos, asi
como el interés en el desarrollo de antidotos.



Existen varios sistemas modelo como ratones, pollos, grillos,
larvas y crustaceos que se pueden utilizar en bioensayos durante el
aislamiento de una serie de polipéptidos de bajo peso molecular
llamados toxinas (Zlotkin y col., 1978). Utilizando este tipo de
bioensayos se han purificado toxinas en contra de mamiferos
insectos y crustaceos.

El veneno de los alacranes estd compuesto por aminoacidos libres,
sales inorganicas, nucleétidos, lipidos, mucopolisacaridos, proteinas
y péptidos de diferentes pesos moleculares, que son neurotoxicos a
invertebrados y/o vertebrados. El contenido enzimatico es pobre
(proteinasas, fosfolipasas, etc.) pero la hialuronidasa parece ser un
componente constante en todos ellos (Cevallos M. A. y col., 1992).
Poseen, ademas, moléculas de bajo peso molecular, tales como
serotonina (Master RW.S y col.,,1963) o histamina (Ismail M. y
col.,1973) inhibidores de proteasas y liberadores de histamina
{Chhatwal G.S.y col.,,1981).

Jover, Couraud y Rochat (1980) propusieron el nombre de toxinas
alfa a las toxinas de alacranes llamados del viejo mundo,
representadas por toxinas del veneno de alacranes tales como
Androctonus australis y Leiurus quinquestriatus, que  actluan
afectando el mecanismo de inactivacion de los canales de sodio
{Catteral W.y c0l.,1976); y el nombre de toxinas beta a las toxinas de
los alacranes del nuevo mundo, especificamente las del genero
Centruroides, que afectan los procesos de apertura de este canal
(Cahalan M.D.,1975). Existen otro grupo de toxinas que son las que
afectan los canales de K+ ( Koppenhéfer E. y col.,1968, Cahaian M.D.
1975, Carbone E. y c0l.,1982 y la revision de Strong P. N 1990).

En afios recientes, el papel de los componentes polipeptidicos
como compuestos activos en el veneno de los alacranes ha
despertado un interés cientifico por el uso potencial de las toxinas
de alacranes como herramientas en estudios neurobiologicos
(Ceccarelli B. y Clementi F.,, 1979). Por ejemplo, el uso de las
toxinas como bloqueadores selectivos permite a los
electrofisiblogos analizar y/o bloquear corrientes idnicas
especificas en experimentos de pinza de voltaje. La alta afinidad de
estas toxinas ha permitido utilizarlas en el aislamiento de canales
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ibnicos (Catteral, W.,1980).y en estudios moleculares de la
activacion de los canales (Albuquerque E.X. y col.,1988); en el
estudio de subtipos de canales de Na+ (Corbett A.M. y col.,1990), y de
K+ (Vazquez-J y col.,, 1990); en la localizacién de canales de sodio
(Massacrier-A y col.,1990)(Le-Treut-T y col.,1990).

Entre las enzimas citoliticas de los venenos se encuentran las
fosfolipasas tipo A, que también son constituyentes importantes de
muchas membranas celulares. De tal forma que existe la posibilidad
de fosfolipasas exdgenas y enddgenas actuando sobre las membranas
(Rosenberg P.,1990).

2. FOSFOLIPASAS

Las fosfolipasas son una clase de enzimas que catalizan la
hidrolisis de los fosfolipidos de las membranas para liberar &cidos
grasos. La existencia de estas enzimas se conoce desde hace
aproximadamente 100 afios, pero desde hace 25 aiflos que su
importancia en los procesos biologicos se esta apreciando (Chang J.
y col.,1987).

2.1. CLASIFICACION

Las fosfolipasas mas comunes se dividen en A1, A2, B, Cy D, de
acuerdo con la posicion del éster que hidrolizan preferentemente
(figura 1)(Lebninger A. L. (1985), Herrera E. (1986), Mead F.J. y col.
(1986) y Rosenberg.P.(1990)).

La figura 1 muestra la estructura quimica del fosfolipido y el
sitio de accién de las distintas fosfolipasas. En los fosfoglicéridos
o fosfolipido, los tres grupos hidroxilo primarios del glicerol estan
esterificados: El primero por el acido fosférico y los deméas por
acidos grasos. La cadena hidrocarbonada (R) en la posicion 1 es
saturada mientras que la de la posicion 2 es insaturada. Los
fosfoglicéridos contienen una cabeza polar, o sea un alcohol
representado por X-OH cuyo grupo hidroxilo esta esterificado por el
acido fosférico. (Lehninger A. L., 1985).
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figura 1.-Sitios de accién de las fosfolipasas de acuerdo al
éster que hidrolizan. R1 y R2 son las cadenas hidrocarbonadas
en las posiciones 1 y 2 del esqueleto del glicerol.
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a) Fosfolipasas A1l

Definidas como EC 3.1.1.32, son aquéllas que hidrolizan el éster
en la posicién 1, dejando un lisofosfoglicérido y un éacido graso libre
(AGL)(Mead J. F.,1986, Rosenberg P.1990, Lehninger A. L., 1985). Esta
enzima se encuentra en células eucariontes y procariontes. La
actividad hidrolitica de la FLA1 soluble (la que se encuentra en el
citoplasma) no es afectada ni inhibida por Ca?+*, mientras las
enzimas unidas a membranas son estimuladas por Ca2*+. La enzima
soluble que se encuentra en lisosomas y citoplasma tiene un pH
optimo en pH acido, mientras que el pH 6ptimo de las fosfolipasas
que estan unidas a membranas es bdasico. En mamiferos la principal
fuente de la FLA1 son el pancreas y cerebro (Rosenberg P., 1990,
Herrera E., 1986, Mead J.F., 1986).

b) Fosfolipasas A2

Definidas como EC 3.1.1.4, son aquélias que hidrolizan el enlace
éster de la posicion 2, dejando como productos un AGL y un 1
acilglicerofosfolipido (lisofosfoglicérido) (Radwan S.S., 1987,
Rosenberg P.,1990, Lehninger, A.L.,1985). Estas enzimas son
termoestables, especialmente a pH acidos, son resistentes a agentes
desnaturalizantes y su actividad es dependiente de Ca2+. En general,
estas enzimas son de bajo peso molecular, situandose en el
intervalo de 12-15 kDa. La mayoria de las fosfolipasas tienen 7
puentes de disulfuro y algunas tienen 6; estos puentes contribuyen a
su estabilidad y la formacién adecuada de los enlaces disulfuros es
necesaria para su actividad. La actividad hidrolitica es inhibida por
acidos grasos libres, y también por los iones de Ba2+ y Sr2+. Las
FLAZ2 del pancreas y del veneno de serpientes son proteinas
homélogas y son muy distintas de las del veneno de abeja, teniendo
homologia alrededor del sitio activo. (Rosenberg P.,1990, Herrera
E., 1986, Mead J.F., 1986, Chang J,1987).



c) Lisofosfolipasa y fosfolipasa B.

Definidas como EC 3.1.1.5 (La Comisién de Enzimas usa este
término como sinénimo de lisofosfolipasa (LFL) y fosfolipasa tipo
B (FLB)). Las LFL estan ampliamente distribuidas en organismos
procariontes y eucariontes, encontrandose en altos niveles en
pulmén, intestino, higado, bazo y pancreas de rata; no requieren de
Ca?+ para su actividad y son inhibidas por detergentes (Rosenberg
P.,1990). La LFL cataliza ia hidrdlisis del grupo acilo de los
lisofosfoglicéridos, dando lugar a un dcido graso y un s.n glicerol 3-
fosfato (Mead F.J (1986)). El término fosfolipasa de tipo B es usado
algunas veces como sinénimo en la literatura de lisofosfolipasas y
algunas ocasiones indican dos actividades distintas. En
preparaciones crudas de veneno total, la hidrélisis de los dos acidos
grasos (el acido graso de la posicién 1 y el acido graso de la posicién
2) puede ser bien por la accién de la FLB, o por la accién secuencial
de FLAT, FLAZ y LFL. En venenos no se han purificado las enzimas
responsables de esta actividad (Rosenberg P. 1990Q).

d) Fosfolipasa C

Definida coma EC 3.1.4.3., catalizan la hidrélisis de la unidn
entre el diacilglicerol y el acido fosférico, dando como productos
diacilglicerol y derivados fosfatados de la base (Radwan S$.5,1987,
Lenhinger A.L.,1985). Las enzimas de FLC difieren en cuanto a la
especificidad de! sustrato, variando de enzimas que hidrolizan la
mayoria de los fosfolipidos y otros que sélo acttan en fosfolipidos
especificos;como por ejemplo la esfingomieiinasa (EC 3.1.4.12), que
es una FLC que acttia so6lo en esfingomielina y la fosfatidil
inositolinasa (3.1.4.10) que actia sobre fosfatidil inositol
(Rosenberg P., 1990).

e) Fosfolipasas D

La fosfolipasa de este grupo se clasifica como EC 3.1.4.4. Su
accién es eliminar el grupo de la cabeza polar, dejando acido
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fosfatidico. (Lenhinger A.L.,1985, Rosenberg P.,1990). Esta
fosfolipasa es la que se encuentra en mayor abundancia en tejidos
vegetales. También se encuentra en bacterias y mamiferos, donde
interviene alterando (por reemplazamiento) las cabezas polares de
los fosfolipidos de membrana.

2.2. LOCALIZACION

Las fosfolipasas estan ampliamente distribuidas, y algunas de
las fuentes mas ricas se indican en la Tabla 1. La FLA1 puede estar
en mas de un sitio subcelular: en el higado de rata se ha encontrado
en membrana plasmatica, microsomas, membranas de Golgi,
lisosomas y en el citoplasma. La FLAZ2 se ha encontrado en casi
todas las células, aunque las principales fuentes son en venenos de
serpientes y secreciones pancreaticas. La lisofosfolipasa se
encuentra en células eucariontes y procariontes. En mamiferos se
encuentra en microsomas y citosol. La FLC, las enzimas fosfatidil
inositolinasa y la esfingomielinasa, se encuentran en cantidades muy
grandes en preparaciones microbianas. La localizacion in situ de ia
FLD en células de plantas es todavia incierta, mientras que en
células de mamiferos se han encontrado en cantidades muy escasas.

2.3. EFECTOS FARMACOLOGICOS DE LA FLAZ2

La FLA2 puede mediar una gran variedad de reacciones
fisiopatologicas, ya sea por una accién directa o a través de la
subsecuente transformacion de sus productos ( lisofosfolipidos y
acido araquidénico) en potentes substancias biolbégicas, como
prostaglandinas y activador de plaquetas. Los lisofosfolipidos,
coproductos de la accién de las FLA1 y FLA2, son substancias
citotéxicas, que causan lisis en eritrocitos. Esto sugiere que tienen
habilidad para causar rompimiento de las membranas. Los
lisofosfolipidos siguen siendo anfifilicos, pero al perder una de !as
cadenas hidrofébicas, se vuelven mas hidrofilicos, adquiriendo
caracteristicas de detergentes fuertes lo cual los hace muy
citoliticos (Chang J.,1987, Rosenberg P.,1990, Mead J,F., 1986).

Las FLA2 incrementan la liberacion de acido araquidénico de los
fosfolipidos, que a su vez puede ser usado como precursor para fa



TABLA 1

Fuentes de fosfolipasas

FLAT

FLA2

FLB-LFL

FLC

FLD

Teiidos de mamiferos
microsomas, membrana plasmatica,

lisosomas
Bacterias

Tejidos de mamiferos
microsomas, membrana plasmética,
lisosomas y mitocondrias

Secreciones pancredticas
Venenos de serpientes
Venenos de abeja y avispa
Bacterias

Tejidos de mamiferos
Secreciones pancreaticas
Venenos de serpientes
Venenos de_abeja y avispa
Bacterias

Tejidos de mamiferos
Bacterias
Plantas

Tejido de mamiferos
Bacterias
Plantas

Las fuentes mads rica de cada fosfolipasa estan subrayadas




sintesis de prostanglandinas, tromboxanos y leucotrienos, que
completan una familia de agentes inflamatorios y mediadores de
alergias. La liberacion de FLAZ2 en intersticios celulares origina
procesos inflamatorios. Se cree que los esteroides antinflamatorios
inhiben la FLA2 a través de la induccién de una proteina inhibitoria
de FLLA2 llamada lipocortina. Por lo tanto, la industria farmacéutica
desarrolla experimentos en roedores, con inhibidores de FLA2 como
tratamientos de procesos inflamatorios (Chang F.,1987).

En células de mamiferos existe la interaccion de FLA2
intracelular con membranas, y ésta esta involucrada en e! recambio
de fosfolipidos en membranas. Se sabe que los lipidos de membrana
pueden influenciar la funcién de las proteinas de membrana. Por
ejemplo, la hidrolisis de fosfolipidos por FLA2 puede bajar la
actividad de la ATP-asa de Na* yK*, y la citocromo oxidasa y la R-
hidroxibutarato deshidrogenasa requieren uno o mas fosfolipidos
para su funcionamiento dptimo (Rosenberg P., 1990).

Las FLA2 de venenos de serpientes tienen varios efectos
farmacolégicos entre los que se encuentran: neurotoxicidad
presinaptica, miotoxicidad, cardiotoxicidad, actividad
anticoagulante, convulsionante, hipotensiva, hemolitica,
hemorragica y efecto inductor de edema. Las propiedades cataliticas
comunes y el alto grado de homologia estructural en las FLA2 hacen
que la relacién estructura-funcion sea dificil de estudiar, sugiriendo
la presencia en la misma proteina de sitios separados, y
probablemente superpuestos, en donde se lleva a cabo la accién
farmacoldgica (Kini R. M..y Evans H.J., 1987).
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il- OBJETIVOS

Debido a que se conoce muy poco sobre las fosfolipasas del
veneno de alacranes, el objetivo general de esta tesis fue la
caracterizacion bioquimica de una fosfolipasa del veneno del alacran
Mexicano: Hadrurus concolourus.

Entre los objetivos especificos de la tesis estan:

1.- Obtencién del veneno.

2.~ Determinacion de la toxicidad del veneno por medio de bioensayos
en crustaceos, mamiferos e insectos.

3.- Separaciones cromatograficas mediante exclusion molecular,
intercambio ionico, afinidad y alta presion. Determinacién de
actividad de fosfolipasa en cada una de las fracciones.

4.- Determinacion de la secuencia amino terminal de la fosfolipasa.

5.- Caracterizacion fisiologica de la accion de la fosfolipasa.

11



- MATERIAL Y METODO
1. OBTENCION Y CONSERVACION DEL VENENO

Los alacranes Hadrurus concolourus se capturaron en el estado
de Baja California, El veneno crudo, obtenido por estimulacion
eféctrica de el telson, de los ejemplares previamente anestesiados
con biéxido de carbono, se recogidé en cajas de Petri, se recuperd
con agua bidestilada y se centrifugd a 10,000 r.p.m. por 15 min.
(centrifuga Beckman equipada con un rotor JA-20), liofilizandose
inmediatamente el sobrenadante y guardando el veneno seco a -20
°C hasta su uso posterior.

El veneno liofilizado (36 mg) se resuspendié en 1.5 ml de
amortiguador de acetato de amonio 20mM, pH 7.0 y se aplicé a una
columna de Sephadex G-50 superfino {Pharmacia).

2. SEPARACIONES CROMATOGRAFICAS.

2.1, Exclusién Molecular.

Para este tipo de cramatografias se utilizé Sephadex G-50 |
superfino obtenido de Pharmacia Fine Chemicals (Suecia),
hidratado y preparado de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
La columna utilizada fue de 0.90 c¢m de diametro por 200 cm de
largo, empacada por gravedad y funcionando a presién constante. Ef
amortiguador utilizado fué de acetato de amonio 20mM, pH 7.0 con
NaCl 150 mM.

2.2. Columna de afinidad.

Se utilizé6 una resina de Sepharosa-48 unida a inhibidor de
Rosenthal (Vargas y col,1991). Se aplicaron 9 mg de fa fraccion U
en un volumen de 9 mi. Se hizo un seguimiento de las fracciones
midiendo la absorbancia a 280 nm. Los componentes que no se unen
a la columna se desplazan con el amortiguador de la columna y
cuando la absorbancia llega a la basal, se aplican los siguientes
amortiguadores: Tris-HCl 25mM pH 7.7 con 0.5 M de NaCi; Tris-HCl

12



pH 7.7 con EDTA 0.5 M; 0.1 M de acido acéticoy | M de acido acético.
esperando entre cada uno que la absorbancia llegue a la basal
nuevamente. Las fracciones que se obtuvieron con 0.1 My 1.0 M de
acido acético se recibieron en 1 ml de amortiguador de Tris-HCl 1.0
MpH7.7.

2.3. Cromatografia liquida de alta presion (CLAP)

La separacion de la fraccidon 1I-5 se realizd en una columna de
fase reversa C4 (4.6 x 150 mm), equilibrada previamente con una
solucién de acido trifluroacético (TFA) al 0.12% en agua. La elucién
se llevd a cabo con un gradiente lineal de 0- 60% de una solucién de
TFA al 0.1% en acetonitrilo por 60 minutos, a una velocidad de flujo
de 1 mi/min.

Posteriormente, las fracciones obtenidas fueron recro-
matografiadas en un gradiente isocratico para corroborar su pureza.

2.4. Intercambio lénico.

La resina utilizada para estas cromatografias fue
carboximetilcelulosa (CM-32), la cual se obtuvo de Whatman Inc. y
se procesé siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
columnas (0.9 x 30 cm) se empacaron con presion de nitrogeno,
aproximadamente a una atmoésfera de presion y operadas con una
bomba peristaltica tipo Milton Roy de flujo controlado. El
amortiguador fue acetato de amonio, 20 mM pH 4.7, con un
gradiente de 0.0 a 0.5 M de NaCl.

3. BIOENSAYOS

3.1. Pruebas de Toxicidad.

La toxicidad del veneno total se ensayé en mamiferos (ratones),
crustaceos (acociles), isépodos (cochinillas) e insectos (grillos)

administrando concentraciones variables del veneno total por vias
diferentes dependiendo del organismo en cuestién.
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Los ratones albinos, cepa CD1, se inyectaron
intraperitonealmente (50,100 y 200 pg/20 g); los acociles en la
cavidad toraxica y lumbar (10, 20, 30, 40, 60, 80 y 90 pg/600 mg);
las cochinillas en la cavidad toraxica (6-20 wpg/50 mg) vy los
grillos (10, 20, 30, 40, 60, 80 y 90 pg/800 mg) por la region
intraabdominal.

Las fracciones se consideraron letales si producian la muerte del
animal de ensayo ; toxicas si sélo inducian algin tipo de efecto
(excitabilidad, conwvulsiones, aletargamiento, dificultad para
moverse y paralisis) pero no la muerte; y no téxicos cuando no
produjeron efectos detectables, o cuando el comportamiento era
semejante a ia aplicacidon de un volumen igual del amortiguador
utilizado. Los animales se mantenian en observacién por un lapso
de 24 hrs.

3.2. Determinacion de la Dosis Letal Media.

Para la determinacion de ia dosis letal media (DLsp) se utilizaron
48 cochinillas, de aproximadamente 50 mg de peso corporal, que se
dividieron en seis lotes de ocho cochinillas. A cada lote se les
adiministré una dosis diferente del veneno total. El tiempo de
observacion fue de 24 hrs.

Las concentraciones de proteina se determinaron por densidad
optica, asumiendo que una unidad de absorbancia a 280 nm es igual
a 1 mg/ml, medida en una celda de cuarzo de un cm de camino
optico.

4. DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASA

Para la deteccion de la actividad de fosfolipasa se utilizaron
geles de agarosa-rodamina-yema de huevo (Alagén y col.
comunicacién personal) que se prepararon de la siguiente manera:

4.1. Preparacion del sustrato de yema de huevo: Se separa una
yema de huevo y se homogeniza vigorosamente a una concentracidn
(P/V) de 10% en un amortiguador 0.1M de Tris-HCI pH 7.95 con 5 mM
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de CaCl, y 0.5 % de triton X-100. La suspension se centrifuga a 500
X g por 5 minutos, se toma el sobrenadante para uso inmediato. Si
es necesario se puede almacenar por una o dos semanas a -20 ° C,
siempre y cuando se congele inmediatamente después de prepararla.

4.2. preparacion de los geles de agarosa-rodamina-yema de
huevo.

1) 10 mi de agarosa al 1% (fundida en 20mM Tris-HCI pH 7.95).

2) 8 mi de rodamina 6G al 0.1%. (se filtra la solucién al
prepararla).

3) 2 ml de sustrato de yema de huevo,

4) 1 ml de CaCl, 20 mM.

5) 0.1mi de triton X-100.

l.os reactivos se mezclan a una temperatura ligeramente mayor
de 40°C, teniendo un volumen final de 20 mi, se vacia en una caja de
Petri de 14 cm de diametro y se deja gelificar en un lugar nivelado.

4.3. Procedimientos electroforéticos.

Los geles de poliacrilamida al 12% se preparan segtn el método
descrito por Laemmii,(1970).

Una vez realizada la separacion electroforética se lava dos veces
el gel, 1hr por cada vez,. en Tris-HCI 50 mM pH 8.0, Triton X-100
5%; y se lava una vez por 30 minutos en Tris-HC! pH 8.0 50 mM ,
Triton X-100 0.5%. E! gel e enjuaga con agua y se coloca sobre una
caja que contiene un gel de agarosa-rodamina-yema de huevo que
se describié anteriormente.

5. DESALADO DE PROTEINAS

5.1. Dialisis.

Para desalar las fracciones obtenidas de las cromatografias de
exclusién molecular y de afinidad, se utilizaron bolsas de dialisis

Spectrapor tipo 3, limite de exclusion de 3,500 Daltons (Spectrum
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Medical Industries, Los Angeles,CA, U.S.A).
Las dialisis se llevaron a cabo a 4°C, contra agua bidestilada
(100 veces el voliimen), con cuatro cambios de 30 minutos cada uno.

5.2. COLUMNA DE SEPHADEX G-10

Se prepar6 una columna con Sephadex G-10 (Sigma) para desalar.
La resina se preparé de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La columna utilizada fue de 0.9 x 50 cm, empacada por
gravedad y operada a presion constante con ayuda de un reservorio
de Mariotte.

6. DETERMINACION DE LA SECUENCIA DE AMINOACIDOS

La secuencia de aminoacidos amino termianl de la fosfolipasa
pura fue obtenida en el laboratorio del Dr. Brian Martin, de! National
Institute for Mental Health (USA), utilizandose un
microsecuenciador Millipore 6600 ProSequencer (Mitligen).

Este aparato realiza la degradacion de Edman de forma
automatica, convirtiendo el aminoacido tioazolinina a feniltio-
hidantoina (PTH-aminoacido) e inyectandolo en una cromatografia
de alta presion para identificacion de los tiempos de retencion,
como se ha descrito (Zamudio F. y col.,1992).
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IV-  RESULTADOS
1. DETERMINACION DE TOXiCIDAD DEL VENENO TOTAL

Se inyectaron tres ratones albinos, de la cepa CD1, de 20 g de
peso corporal, con 50, 100 y 200 yg de veneno total (de 2.5 a 20
ug/gr), respectivamente, y se mantuvieron en observacion durante
24 horas. Los ratones no presentaron sintomatologia en ninguna de
las dosis administradas, por lo que se concluye que el veneno, del
alacran Hadrurus concolourus no es toxico a mamiferos. Obsérvese
que los alacranes peligrosos, como el C. noxius tiene una LDy, de
alrededor de 5 pg/ratén (Dent y col., 1980).

Para explorar el efecto del veneno en artropodos, se inyectaron
acociles (crustaceos) vy grillos (insectos) con pesos corporales de
600 y 800 mg, respectivamente, con varias concentraciones del
veneno total (10, 20, 30, 40, 60, 80 y 90 ug) en un volumen de 10
ul y se mantuvieron en observacion por 12 horas. Se encontro que el
veneno es toxico para los grillos a cantidades mayores a 80ug/
animal (100ug/g). En los acociles su efecto es mayor, siendo letal a
partir de 80pg/animal(133ug/g). Los grillos presentaron sintomas
de paralisis, pero se recuperaron después de 1 hora. En la tabla 2 se
muestra la toxicidad de! venenc total en los animales inyectados:
mamiferos (ratones), crustaceos (acociles), isépodos (cochinillas) e
insectos (grillos).

También se observo que este veneno es toxico para cochinillas y
se determiné que la dosis letal media es de 8.7 pg/50 mg de peso
corporal en estos animales (174ug/g). En la figura 2 se muestran
los experimentos realizados en cochinillas para determinar la dosis
letal media.

2. SEPARACION POR PESO MOLECULAR.
El veneno total disuelto en 1.5 ml de amortiguador de acetato de
amonio 20 mM, pH 7.0 se aplico a una columna (0.9 x 200 cm) de

Sephadex G-50 superfino equilibrada y operada con el mismo
amortiguador.
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TABLA 2

TABLA DE TOXICIDAD DE VENENO TOTAL

Ha ul TOXICIDAD
inyectados inyectado

MAMIFEROS
ratén 50.0 100 No téxico
ratén 100.0 100 No toxico
raton 200.0 100 No Tdxico
ISOPODOS
cochinilta 6.0 2 No Toéxico
cochinilia 9.0 2 Letal
cochinilie 12.8 Z Letal
cochinilla 15.0 2 Letal
cochinilla 18.0 2 Letal
CRUSTACEOS
acocil 10.0 10 No Téxico
acocil 20.0 10 No Téxico
acocil 30.0 10 No Toxico
acocil 40.0 10 No Téxico
acocil 60.0 10 No Téxico
acocil 70.0 10 No Téxico
acocil 80.0 16 Letal
acocil 90.0 16 Letal
INSECTOS
grillo 10.0. 10 No Téxico
grillo 30.0 10 No Téxico
grillo 40.0 10 No Toxico
grilio 60.0 10 No Téxico
grillo 80.0 16 No Toxico
grillo 90.0 16 Toxico
grillo 100.0 16 Toxico
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Figura No. 2: Determinacion de la dosis {etal media del veneno tota!

de Hadrurus concofourys en cochiniitas,

ANIMALES CON DOSIS i %
EFECTO/ ANIMALES | pg/50mg MUERTAS
PROBADOS INYECTADQS
0/8 6.0 2 0
6/8 9.0 2 75
7/8 12.0 2 87.5
8/8 15.0 2 100
8/8 18.0 2 100
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Fig. 3: FILTRACION EN SEPHADEH G-58 DEL UENENDO TOTAL OE
Harurus concolourus.

En una celumna (8.9 x 208 cm) de Sephadex G-58 superfing,
equilibrada con amortiguador de acetato de amonio 20 mM, pH
7.8 con NaCl 158 mM se aplicaron 36 mg de venens en 1.5 ml
del amortiguador. La velocidad de flujo fué de 18 mi/hr y las
fracciones colectadas de 2 ml cada una. La absorbancia a 289
nm fue leida y los resultados graficados en funcion del nimero
de tubas colectados. Los tubos correspondientes a ias
fracciones indicadas {(1-U11) fueron mezclados como indican las
barras horizontales.
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OBTENIDOS EN LA COLUMNA DE SEPHADEX G-50

TABLA 3
RECUPERACION DE L OS COMPONENTES CROMATOGRAFICOS

Componente proteico recuperacion recuperacion Fosfolipasa
a actividad b
(mg) %
Veneno
soluble (36 mg) 36.00 100.00 R
Fraccion | 15.80 43.88 ++
It 5.91 16.39 ++++
n 2.83 7.86 +
v 2.73 7.59 ND
v 0.93 2.58 ND
\Y) 1.95 S5.41 ND
\ 4.71 13.08 ND
Recuperaciéon Total 34.3 95.30

Los valores reportados son porcentajes calculados del nimero de unidades

de absorbancia, a 280 nm, recuperadas.

En cada una de las fracciones se probé actividad de fosfolipasa en geles de

agarosa-rodamina-yema de huevo y se determind

cualitativa, esto es:

la actividad de manera
++++ indica una actividad muy franca de fosfolipasa

al que llamamos 100% de actividad, ++ indica un 50 % de actividad, + Indica
un 25% de actividad, ND indica no detectado.
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El veneno se separG en siete fracciones (I a la VI, Fig. 3) y a
cada una de ellas se le determind la actividad de fosfolipasa en
geles de agarosa-rodamina-yema de huevo. La fraccion il mostrd
ser positiva para actividad fosfolipasica. En la tabla 3 se muestran
los resultados de la recuperacion de la columna de Sephadex G-50.

3. PURIFICACION POR COLUMNA DE AFINIDAD

En vista de que en la frac.ion Il se encontré la actividad de
fosfolipasa, se decidié aplicar la muestra en una columna de
Sepharosa 4-B unida a inhibidor de Rosenthal. El inhibidor de
Rosenthal (IR) es un analogo no hidrolizable de la fosfatidilcolina
(dimetil- dl- 2,3- diestearoilpropil- 2’ - hidroxietil acetato de
amonio) (Rosentahl A.F. y col., 1960). Vargas y col.(1991) mostraron
qgue acoplando el IR a un soporte sélido, permitia el uso de este
inhibidor de fosfolipasa para atrapar de forma selectiva 2 enzimas
con esta actividad, a partir de una mezcla. Por esta razon
utilizamos esta resina de afinidad para purificar la fosfolipasa del
veneno de Hadrurus concolourus.

Inicialmente se resuspendié la fraccion 1l en Tris-HCl 25 mM pH
7.7 y se dializé6 con tres cambios contra agua 30 minutos y un
cambio contra el amortiguador de corrida Tris-HCl 25 mM, pH 7.7,
con CaCl; 25 mM.

Se aplicaron 9 mg de la fraccion Il en un volumen de 9 ml a una
columna de afinidad de tres mi de capacidad. La columna fue lavada
como se describe en 1a seccion de materiales y métodos.

Utilizando cajas de agarosa-rodamina-yema de huevo, se
ensayaron todas las fracciones obtenidas en la columna de afinidad
(Fig. 4). Los componentes liberados con 0.1 y 1.0 M de &cide acético
resultaron ser fosfolipasa positivos. A estas fracciones las
denominamos fraccion -4 y Fraccion 1I-5, respectivamente.

La fig. 4 muestra el perfil cromatografico de la columna
mientras que la tabla 4 contiene los datos de recuperacion de esta
columna.
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Figura No. 4 Cromatografia de afinidad de la fraccion 1l.

Se utilizo una resina de Sepharosa 4-B unida a inhibidor de
Rosenthal (Vargas y col., 1991). Se aplicaran 9 mg de {a fraccion
11 de la cromatografia de exclusion en un volumen de 9 ml. Se
hizo un seguimiento de la corrida midiendo |a absorbancia a 2880
nm. W1 indica lavado con un amortiguador de 25 mM de Tris-HCI,
pH 7.7 en 8.5 M de NaCl. )2 corresponde ala elucion con el
mismo amortiguador conteniendo 8.5 M de EDTA en lugar de
NaCl. 3 y V4 indican lavados con 8.1 y 1.8 M de acido acética,
respectivamente.
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TABLA 4

RECUPERACION DE LA COLUMNA DE AFINIDAD

Columna Componente protéico Recuperacién Recuperacién; Fosfolipasa
usada {mg) %" actividad ®
Sefarosa 4-B Fraccién il 9.00 100.00 +
unida a Inhibidor Fraccion .1 (w1) 2.42 26.90 ND
de Rosenthal Fraccion 1.2 (w2) 0.38 4.24 ND
Fraccion .3 (w3) 0.95 10.60 ND
Fraccion 1.4 (w4d) 1.82 20.29 +
Fraccién LS (w5) 1.27 14.18 +
Tubos laterales 0.68 7.50 ND
Proteina recuperada 7.40 82.00

Los valores reportados son porcentajes calculados del nimero de
absorbancia a 280 nm recuperadas,

b

agarosa-rodamina-yema de huevo: + indica actividad de fosfolipasa, ND
indica no detectado,
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4. DESALADO DE LAS FRACCIONES 1I-4 y H-5 POR UNA
COLUMNA DE SEPHADEX G-10.

Todas las fracciones presentaron un aito contenido de sales por
lo que se dializaron con 3 cambios contra agua (30 min cada uno) y
se liofilizaron. Se resuspendieron las fracciones -4 y -5 en 1 ml
y se pasaron por una columna de Sephadex G-10 para desalar, como
se describe en la seccion de Materiales. Se colectaron fracciones
de 1 ml. Debido a que el desalado no elimina los contaminantes
protéicos la enzima, ademas de ser un proceso muy sencillo, no se
muestran las graficas correspondientes. Las fracciones se
recuperaron y liofilizaron.

5. PURIFICACION DE LA FOSFOLIPASA POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA PRESION (CLAP)

L.a fraccion i1-5 se resuspendio en 1ml de agua, se inyectd en una
columna de fase reversa C; y se eluyd con un gradiente lineal de
acetonitrilo de 0 al 60%. Las fracciones se fueron recolectando en
tubos que contenian 1 ml de un amortiguador de acetato de amonio
0.5 M pH 8.0. Se tomaron 5 pl de cada una de las fracciones y se
probo actividad de fosfolipasa en cajas de agarosa-rodamina-yema
de huevo.

El componente principal presentaba la mas clara actividad de
fosfolipasa, por lo que se secd en un aparato Savant y se recuperd
en 0.5 ml de agua .

Esta fraccion se volvio a aplicar en un sistema isocratico para
corrobar su pureza. Para este caso se utilizd como eluyente 48% de
acetonitrilo en una columna C4 de CLAP. Se decidid hacer este paso
porque los componentes en la cromatografia estaban muy juntos y
para asegurarnos una mejor separacion se usd el isocratico en las
mismas condiciones del gradiente lineal que utilizaron para liberar
las muestras.

Cada una de las fracciones se recuperaron en 1 ml del
amortiguador de acetato de amonio, 0.5 M pH 8.0. Se tomaron 5 pl y
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Azgo nm

se les determind actividad de fosfolipasa en una caja de agarosa-
rodamina-yema de huevo. El componente principal que se observa
en la fig 5 mostréo ser fosfolipasa positiva (asterisco). Esta
fracccion se liofilizé.
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Figura No. 5. Cromatografia liquida de alta presidn.

La separacion de la fraccion 11-5 se realizé en una columna
de fase reversa C, (4.6 ¥ 158 mm) equilibrada previamente con
una solucion de TFR al 8.12% en agua. La liberacian se lleus a
cabo con un gradiente tineal de @ - 68 % de un solucion de TFA,
al 8.1 % en acetonitirilo, en 68 minutos, 2 una velocidad de flujo
de 1 mi/min. Posteriormente, las fracciones obtenidas fueron
recromatografiadas en un sistema isocratico para corroborar su
pureza (cromatograma del tado derecho).
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6. ELECTROFORESIS DEL VENENO Y FRACCIONES
PURIFICADAS.

El patréon electroforético del veneno soluble y de las
subfracciones obtenidas en la cromatografia de exciusion por peso
molecular (Fig. 3) se muestran en la Fig. 6, utilizando un gel de
poliacrilamida al 12%, en presencia de SDS, segun el método de
Laemmli (1970). En esta figura, los carrifes 1 y 6 muestran el
perfil de separacion de varios marcadores de peso molecular, cuyo
peso molecular esta indicado en kDa a la izquierda de la figura. Los
carriles 2 y 5 corresponden a la separacion del veneno soluble. Por
lo menos 18 componentes distintos se observan en este gel. Asi
mismo, los carriles 3 y 4 representan la separacion de la fraccion 1l
y |, de la columna de Sephadex G-50, respectivamente. La fraccion |
(carril 4), como era esperado, esta enriquecida por componentes de
alto peso molecular. La fraccién it (carril 3) contienen un menor
nimero de componentes. Existe una banda doble alrededor de 30 kDa
y otras bandas muy intensas en un peso molecular que corresponde
a componentes de alrededor de 13 a 15 kDa. Estas bandas estan muy
cercanas, dando la impresion de ser una sola y probablemente
correspondan a las fosfolipasas.

En la Fig. 7 mostramos un experimento similar al anterior,
utilizando un gel de poliacrilamida al 12%, procesado de acuerdo a
la metodologia descrita en la pagina 15 de la seccion de material y
métodos; y colocado el gel sobre una caja que contiene un gel de
agarosa-yema de huevo- rodamina, con la finalidad de revelar la
presencia de actividad fosfolipasica al dejar que las bandas
correspondientes a las fosfolipasas difundan al gel de agarosa-
yema de huevo-rodamina y nos de actividad. La deteccion de la
actividad de esta enzima se hace mediante iluminacion con luz
ultravioleta los acidos grasos libres con la rodamina hacen que
esta ya no fluoresca por lo tanto, donde hay actividad no hay
fluoresencia, la detecciéon de distintos tonos de color que se
observa en la figura 7 se deben a la presencia de actividad
fosfolipasica y de exceso de rodamina (parte inferior). El carril 1
contiene una muestra de veneno de Heloderma horridum horridum,
el cual contiene una enzima con actividad fosfolipasica Gnica, bien
caracteristica. Los carriles 2 a 4 corresponden a la fraccion ii-5,
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fraccidon Iy veneno soluble de Hadrurus concolourus,
respectivamente. La fracciéon Il proviene de la separacién en
Sephadex G-50, mientras que la sub-fraccion 1I-5 es obtenida por
columna de afinidad (Fig. 4). Es interesante observar que en los
carriles 2 a 4, que corresponden al veneno de Hadrurus concolourus
aparecen de 2 a 4 componentes. La interpretacion de este gel, como
se discutira mas adelante, sugiere la presencia de dos fosfolipasas
distintas, y la presencia de dimeros de estas mismas fosfolipasas
(posicion en que migran menos). Las fosfolipasas de veneno, en
general, presentan siempre un equilibrio entre una forma
monomérica y una dimérica (Rosenberg, P. 1991).

Finalmente, en la Fig. 8 se muestra la separacién de la fraccion
Il 'y el veneno crudo en gel de poliacrilamida (parte superior) y la
deteccién histoquimica. Por un lado se trata de una muestra
independiente aplicada en un gel de poliacrilamida al 15% vy
colocada sobre un gel de agarosa-yema de huevo-rodamina, para
revelar la presencia de actividad fosfolipasica; realizdndose
posteriormente una tincion con plata del mismo gel para localizar
o mejor, co-localizar la actividad fosfolipasica con bandas
protéicas. La actividad enzimitica detectada en este gel es muy
débil debido a la cantidad de muestra aplicada; sin embargo permite
tener una idea de los pesos moleculares de las mismas (alrededor
de 12 kDa y 13 kDa) conforme a la Fig. 8 A. En esta figura el carril
1 contiene una muestra de fa fraccién Il de la columna de Sephadex
G-50. Este gel al ser colocado sobre la luz ultravioleta, da una
banda (ver Fig. 8 B) con un peso molecular aproximado de 14 kDa.
. Obsérvese que la foto de la Fig. 8 B es un poco mas pequefia que ia
de la Fig. 8 A, debido a que el gel al ser tratado para tefirlo con
plata encogié un poco. El carril 2 de la Fig. 8 A contiene una
muestra de veneno soluble de Hadrurus concolourus, y presenta las
dos isoenzimas con actividad, con peso molecular aparente de 13
kDa y 12 kDa (Fig. 8 A), mientras que el carril 3 corresponde a
marcadores de peso molecular, segun lo indican los nimeros,
expresados en miles de Daltones (kDa) a la derecha de la misma
foto.

La conclusion de estos resultados es de que en el veneno soluble de
Hadrurus concolourus hay por lo menos dos actividades distintas
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de fosfolipasas, en equilibrio con los dos dimeros correspondientes.
La fraccién II-5 de la cromatografia de afinidad estd enriquecida en
las fosfolipasas mencionadas, con peso molecular aparente de 12
kDa y 13.5 kDa, las cuales pueden ser finalmente separadas en la
cromatografia liquida de aita presion (Fig 5)

Figura No. 6: Separacion electroforética de! veneno en gei de
poliacrilamida en presencia de SDS.

£} sistema de Laemmli (1978) cen poliacrilamida al 12% fue
utilizado para separar el veneno scluble de HNadrurus
concolourus: carriles 2 Yy 5, (48 pg cada uno), fraccion 1| {(carril
4, 48 ug) y fraccion 11 (carril 3, 28ug) de la separacion en
Sephadex G-58 del veneno. Carriles 1 y 6 contiene marcadores
de peso molecular (2ug), Conalbumina (80 kDa), Ribumina B. (67
kDa), Oualbumina (43 kDa) y Anhidrasa carbonica (36 kDa). El gel
fué tefiido con azul de coomassie. G.C. significa gel de corrida,
mientras C.l. significa la pesicion de migracion del colorante
indicador.
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Figura No. 7: Actividad del veneno en gel de agarosa-yema de
huevo-rodamina.

Gel de poliacrilamida al 12%, en presencia de SDS al .1%,
después de ser tratado como se indica en la pagina 15 de
Material y Métodos, se colocd sebre un gel de agarosa-yema
de huevo-rodamina. Carril 1 (12g) veneno de Heloderma
horridum horridum; carril 2 (7ug) fraccian 11-5 de la columna
de afinidad; carril 3 { 28 pg) fraccign 1l y carril 4 ( 38 ug)
veneno soluble de Hadrurus concolourus. D.FL indica el sitio
probable de los dimeros de fosfolipasa, mientras que FL seifiala
el doblete de fosfolipasa. G.C. significa gel de carrida y C.1.
colorante indicador.
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Figura No. 8: Separacion electroforética en gel de poliacrilamida
en presencia de SDS y deteccion de actividad de fosfolipasa en
ge! de agarosa-yema de huevo-rodamina.

A. Gel de poliacrilamida al 15% en presencia de SBS al .1% y
tefiido con plata: carril 1, fraccion |1 de Sephadexr G-58 (Sug);
carril 2, veneno soluble de Hadrurus concolourus (5pqg); carrii 3,
marcadores de peso molecular: 66 kDa (albumina sérico bownina),
45 kDa (albumina de huevo), 36 kDa (G3P deshidrogenasa), 29
kDa (anhidrasa carbonica), 24 kDa (tripsinégeno), 20 kDa
(inhibidor de tripsina de soya) y 14 kDa (lactalbamina). G.C.
significa gel de corrida y C.l. colorante indicador. El gel fué
tefiido con plata, después de detectar actividad en gel de
agarssa-yema de huevo-rodamina para la Fig. B.

B. Mismo gel que el de la figura A, pero tratado, antes de
tefiirlo, como se indica en Materiales y Métodos, y colocado
sobre un gel de agarosa-yema de huevo-rodamina para
detectar actividad. La flecha a la derecha del gel {:i%ca la
posicion de la actividad de fosfolipasa. Sobre luz ultravioleta
solamente el carril 1 y 2 revelaron la presencia de bandas
pasitivas, el carril 3 (no indicado) no presentd bandas positivas,
como era de esperarse, por tratarse de los marcadores de peso
molecular.
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6. SECUENCIACION

La fraccion de la II-5 que pasé por dos pasos de purificacién mas
en CLAP, y que todavia presentaba actividad de fosfolipasa, se
secuencid en forma directa en un secuenciador automatico como se
describe en fa seccién de Material y Métodos, y se obtuvo la
secuencia del N-terminal que es la siguiente:

5 10

Asn - Glu - Lis - Glu - Asp - Glu- Met - Ala - Asn - Arg -
N E K E D E M A N R
15 20

Tir - Cis- Ala - Lis - Asp - Cis - Ala - Arg- Glu - Gin -
Y cC A K b C A R E Q
25 30

lle - Gli -Ser Cis- Gli - Gln - Asp - His -Fen - Pro-

| G S c G Q D H F P
35

Lis - Fen - Met- Ser- lle...

L F M S |

Estos datos son consistentes con los resultados de los geles,
presentados en la seccién 6 arriba.

La presencia de una sola secuencia de aminoacidos, sugiere que
la enzima 1 esta pura.
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V- DISCUSION

En este trabajo de tesis hemos podido demostrar, mediante
pruebas de toxicidad, que el veneno de Hadrurus concolurus no es
toxico a mamiferos, pero podria ser toxico a insectos, isépodos y
crustidceos. El veneno total presenta toxicidad de alrededor de 80
ug en grillos (100pg/g) v es letal arriba de esta cantidad para los
_acociles (133pg/g). En las cochinillas, donde obtuvimos un efecto
mas claro, se determiné la dosis letal media que es de 8.7 pg/50 mg
(174ug\g). La cantidad inyectada en los ratones es muy alta, en
comparacion con la que se requiere con otros venenos para producir
algin efecto, por lo que se puede decir que este veneno no presenta
toxicidad en mamiferos.

El veneno total presenta varias proteinas de distintos pesos
moleculares: por lo menos 18 proteinas distintas se observaron en
geles de poliacrilamida (Fig. 7). Entre las actividades enzimaticas
que se detectaron esta la de fosfolipasa. La actividad se detecto por
medio de geles de agarosa-rodamina-yema de huevo, que es un
método muy sensible de deteccién para esta enzima. En las figuras 8
y 9 se muestran resultados semejantes obtenidos con geles de
poliacrilamida sobrepuestos en geles de agarosa-rodamina-yema de
huevo.

El veneno total se aplicé a una columna de Sephadex G-50
superfino y se separd en siete fracciones, a las cuales se les hizo
pruebas para actividad de fosfolipasa y esta actividad se detecto en
la segunda fraccion.

Esta fraccion se aplicd en una columna de carboximetilcelulosa y
en una columna de afinidad 4-B Sepharosa unida al inhibidor de
Rosenthal y obteniéndose un mayor rendimiento en la columna de
afinidad que en la de CM-Celulosa ( comparar Figura No. 4 y tabfa No.
4 con Figura No. 6 , Tabla No. 5), ya que esta columna nos separa de
forma selectiva a todas las enzimas que presenten esta actividad,
por lo que se prefirid usar esta columna para la purificacion de esta
proteina.
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Figura 9: Purificacion de la Fraccion 1l en una columna de
carbogi-metil- celulosa.

Se utilizé una columna de 0.9 # 9.8 cm. con un amortiguador
de acetato de amonio pH 4.7. Se aplicaron 8.8 mg de la
fraccion 11 de la cromateografia de esclusion y se aperod un
corrimiento con un flujo de 38 ml por hora, con un gradiente
de 8.8 2 8.5M de NaCl. Las fracciones se colectaron en
alicuptas de 2 ml y se les determina la abserbancia a 288 nm,
La grafica muestra las principales fracciones colectadas con
registro de absorbancia y el gradiente de NaCl, determinado
por conductancia. Los principales componentes se muestran
numeradas en la grafica.
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TABLA 5
RECUPERACION DE LA COLUMNA CM-CELULOSA

Columna Componente protéico Recuperacion Recuperacién

usada (mg) %. ?

CMC-32 Fraccién it 8.0 100
Fraccion 11.1 1.932 24,15
Fraccién 1.2 0.255 3.18
Fraccién 1.3 0.238 2.97
Fraccién .4 0.988 12.35
Fraccién 1.5 1.209 16.13
Fraccién 1.6 : 0.490 6.12
Fraccién 1.7 0.160 2.00
Fraccion 1.8 0.320 4.00
Fraccién 1.9 0.342 4.27
Tubos laterales 1.032 12.90
Proteina recuperada 6.966 87.07

a
Los valores reportados son porcentajes calculados del
numero de unidades de absorbancia a 280 nm recuperadas.
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Después del paso por la columna de afinidad se realizaron dos
pasos mas para la purificacion de una de las enzimas. Se utilizo el
método de CLAP en donde se obtuvieron varios componentes que
migran muy cercanos (Fig. 5). De estos componentes se observo
actividad de fosfolipasa en las fracciones mas cercanas al
componente mayoritario, que fue el que presentd una actividad mas
clara de fosfolipasa. Debido a ésto, se seguid procesando esta
fraccion y se separd de los demas componentes. Se aplico en un
sistema isocratico al 48% de acetonitrilo como eluyente, en una
columna C4 de CLAP. De esta cromatografia se obtuvo un
componente que aun presentaba actividad de fosfolipasa.

A esta fraccién se le determiné la secuencia de los primeros 35
aminoacidos a partir del N-terminal. Esta secuencia fué comparada
por medio de un algoritmo de computadora denominado TFASTA, que
busca homologias en todo el banco de secuencias “GENEBANK" . Las
100 mejores homologias encontradas se ubicaron por debajo de 54 %
de similitud, y ninguna fosfolipasa reportada se encontré entre
éstas. La tabla 6 que presentamos a continuacion nos muestra la
secuencia de aminoacidos de 50 fosfolipasas y proteinas homologas
sin actividad. La FLAZ del veneno de abeja presenta una secuencia de
aminoacidos muy distinta de las demas enzimas (Secuencia 1). La
fosfolipasa pancreatica (secuencia 2) presenta una alta homologia
con fosfolipasas encontradas en los venenos de serpiente
(secuencias de la 3 hasta la 50). La fosfolipasa de H. concolourus
(secuencia 51) no tiene homologia con ninguna de la FLA2
presentadas en la tabla 6. L.a mayoria de las FLA2 tienen siete
puentes de disulfuro y son pocas las fosfolipasas tipo A2 que
presentan seis puentes de disulfuro. Hasta la fecha no se ha
reportado ninguna secuencia de fosfolipasa de veneno de alacrén para
poder comparar nuestra secuencia.

En un gel de electroforesis de SDS al 15% con la fraccion Ul y el
veneno total se le detectd actividad de fosfolipasa segln la
metodologia descrita en Material y Métodos. Las bandas que
presentan actividad de fosfolipasa presentan un peso molecular de
12 kDa y 13.5 kDa, aproximadamente, que es el peso caracteristico
de las fosfolipasa tipo A2. Se purificod una sola fosfolipasa y hasta
ahora no sabemos si el peso molecular de esta fosfolipasa es de 12
kDa ¢ 13.5 kDa.
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TABLA 6

SECUENCIAS DE AMINOACIDOS DE FLA2 DE VENENOS DE SERPIENTES Y HGMOLOGOS NO

1 10 20 30 40 50 60

0N U AW N

| | [ ! | | I
I I I

IIYPGTLWCGHGNKSSGPNELGRFKHTDACCRTHDMCPNVMSAGESKHGLTDTASRLSCNN
ALWQFRSMIKCAIPGSHPLMDFNNYGCYCGLGGSGTPVDELDRCCETHDNCYRDAKNLDSC
HLLOQFRKMIKKMTGKEPVISYAFYGCYCGSGGRGKDATDRCCFVHDCCYEKVTGCKPKWDD
SLIKFETLIMKVAKKSGMFWY SNYGCYCGWGGQGRPODATDRCCFVHDCCYGKVTGCDPKM
NLFQFEKLIKKMTGKSGMLWYSAYGCYCGWGGQGRPKDATDRCCFVHDCCYGKVTGCNPKM
SVLELGKMILGETGKNAITSYGSYGCNCGWGHRGQPKDATDRCCFVHKCCYKKLTDCNHKT
NLIQFGNMISAMTGKSSLAYASYGCYCGWGGKGQPKDDTDRCCEVHDCCYGKADKCSPKMI
DLTQFGNMNKMGQSVFDYYYGCYCGWGGKGKPDATDRCCFVHDCCYGKMGTYDTKWT SYNY
DLTQFGNMNKMGQSVFDYYYGC YCGWGGQGKPRDATDRCCFVHDCCYGKMGTYDTKWTS YK
NLYQFKNMECAGSRNAGF TNWQALVKYGC YCGPGTHDPDALEKNGCYTGPLRFGNFNPLAA
NLYQFKNMQCAGTRNAGEF TNWQALVKYGCYCGPGTHDPDALEKNGCY TPLRFGNFNPLARK
NLYQFKNMECAGTRNAGF TNWQALVKKYGCYCGPGTHDPDALEKNGCYTGPLRFGNYNLAA
NLYQFKNMVCAGTRPWGYVNYGCYCGAGGSGTPVDELDRCCYVHDNCYGEAEKPGCNPKTK
NLNFMEMRYTPCEKTWGE YADYGCYCGAGGSGRPDALDRCCYVHDNCYGDAEKKHKCNPKT
NLNFMEMRYTPCEXTWGEYADYGCYCGAGGSGRPDALDRCCYVHDNCYGDAEKKHKCHPKT
NLNFMEMRYTPCEKTWGE YATYGCYCGAGGSGRPDALDRCCYVHDNCYGDDAARDCNPKTS
SLVQFETLMKVAKRSGLLWYSAYGCYCGHGGHGRPQDATDRCCFVHDCCYGKATNCNPKTV
SLVQFETLMKAGRSGLLWYSAYGCYCGWGGHGLPQDATDRCCFVHDCCYGKATDCNPKTVS
HLLQFNKMKFZTRKBAPFYAFYGCYCGWGGZGRPKBATBRCCFVHBCCYGKLAKCBTKYWE
NLVQFSYVTCANHNRRSSLDYADYGCYCGAGGSGTPVDELDRCCKHDDCYGEAEKQGCYPX
NLYQFKNMKCTVPSRSWWHFANYGCYCGRGGSGTPVDDLDRCCQTHDNCYSDAEKSGCRPY
NLVQFSNLQCNVKGSRASYHYADYGCYCGAGGSGTPVDELDRCCKHDNCYGEAEKMGCYPK
NLVQFTYLQCANSGKRASYHYADYGCYCGAGGSGTPVDELDRCCKHDNCYGEAEKMGCYPK
NLVQFSYLQCANTGKRASYHYADYGCYCGAGGSGTPVDELDRCCKHDNCYGEAEKMGCYPK
NLYQFKNMHCTVPNRPWWHFANYGC YCGRGGKGTPVDDLDRCCQHDKCYDEAEKSGCWPYX
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ENZIMATICOS Y COMPARACION CON CON FLAZ PANCREATICA Y DE ABEJA

70 80 20 100 110 120

——
NDFYKNSADTISSYFVGKMYFNLINTKCYKLEHPVTGCGERTEGRCLHYTVDKSKPKVYQYFDLRKY
KFLVDNPYTESYSYSCSNTEITCNSKNNACAFICNCDRNAAICFSKAPYNKERKNLDTKKYC
YTYSWKNGDIVCGGDDPCKKE ICECDRAAAICFRONLKTYKKRYMAYPDILCSSKSEKC .
DVYSFSEENGDIVCGGDDPCKKEICECDRAAAICFRDNLTLYNDKKYWAFGAKNCPQEESEPC
DIYTYSVENGNIVCGGTNPCKKQICECDRAAAICFRDNLLTYDSKTYWKYPKNCTKEESEPC
DRYSYSWKNKAIICEEKNPCLKQMCECDKAVAICLRENLDTYNKKYKAYFKLKCKKPDTC
LYSYKFHNGNIVCGDKNACKKKVCECDRVAA ICFAASKHS YNKNLWRYPSKKCTGTAEKC
EQNGGDCDEDPQKKELCECDRVAACFANNRNT YNSNY FGHSSSKCTGTEQC
YEFQDGDCGKDPQRKKELCECDRVAACFANSRNTYNSKY FGISSSKCTETEQC
KCCGSPNRKTYVYTCNAPAFGKTVCDCDRDCQTCDAYHKTALATGDETKHCQ
CCGSPNRKTYVYTCNAPAFGY.TVCDCDRDCQTCDAYHKTALATGDETKHCQ
KCCGSPNRKTYVYTCNAPAFGKTVCDCDRDCQTCDAYHKTALATGDETKHCQ
TYSYTCTKPNLTCTDAAGTCARVCDCDRTAACFAAAP YNNNFMSSSTHCQ
SQYSYKLTKRTCYGAAGTCGRVCDCDRTAALCFGQSDYEGHKNDTARECQ
SQYSYKLTKRTCYGAAGTCGRVCDCDRTAALCEGQSDYERHKNDTKRHCR
QYSYKLTKRTCYGAAGTCARVVCDCDRTAALCFGOSDYEGHKNDTARFCQ
SYTYSEENGEVCGGDDPCGTQCECDKAAACFRDNPS YIMIKYWLFPPKDCRQEPEPC
YTYSEENGECGGDPCGTQCEDKAAACFRDNPSYDNKYWLFPPKDCREEPEPC
YRYSLKSGYTCGKGTWZZZCZCBRBAAZCLRRBLSTYKBZ YMFYPDSRCRGPSETC
MLMYDYYCGSNGPYCRNVKKKCNRKVCDCDVAAAECFARNAYNNANYNDTKKRCK
FKTYSYDCTKGELTCKEGNNECAAFVCKCDRLAACFAGAHYNDNNNYDLARHCQ
WTLYTYDSTEEPNCSTKTGCQGEFVCACDLEAAKCFARSPYNNKNYNDTSKRCK
LTMYNYYCGTRSPTCDDKTGCQRYVCACCLEAAKCFARSPYNNKNYNDTSKRCK
LTMYNYYCGTQSPTCDDRTCCQRYVCACDLEAAKCFARSPYNNKNYNDTSKRCK
TYTYESCQGTLTCKDGGKCAASVCDCDRVAANCFARATYNDKNYNDFNARCQ
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TABLA €

1 10 20 30 40 50 60

26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
a7
48
49
50
51

| } ] ] ] ] ]

1 1 1 1 I I I
NLYQFKNMQCTVPNRSWWHFANYGCYCGRGGSGTPVTDLDRCCQHDNCYGEAEKSGCWP YK
NLYQFKNMHCTVPNRSWWHFANYGCYCGRGGSGTPVDDLDRCCQHDNCYGEAEKSGCWPYK
NLYQFKNMHCTVPSRPWWHFADYGCYCGRGGKGTAVDDLDRCCQVHDNCYGEAREKLGCWPY
NLYQFKNMHCTVPSRPWWHFADYGCYCGRGGKGTAVDDLDRCCQVHDNCYGEAEKLGCWPY
NLYQFKNMHCTVPSRPWWHFADYGCYCGRGGKGTAVDDLDRCCQVHDNC YEKAGKMGCWPY
NLYQFKNMQCTVPSRPWWDFADYGCYCGRGGSGTAVDDLDRCCQVHDNCYNEAEKSGCWPY
NLYQFKNMQCTVPNF {DFADYGCYCGRGGSGTAVDDLDRCCQVHDNCYNEAEKSRCWPY
NLYQFKNMQCTVPSRSWWNFADYGCYCGRGGSGTAVDDLDRCCQVHDNCYNEAEKSGCWPY
NLYQFKNMKCTVPSRSWLDFANYGCYCGRGGSGTAVDDLDRCCOHDNCYNEAGKSGSHWPYF
NLYQFKNMHCTVP FADYGCYCC TAVDDLDRCCQVHDNCYEKAGKMGSWPY
NLVQFSYLQCANHGKRPTWHYMDYGCYCGAGGSGTPVDELDRCCKHDDCYDEAGKKGCFPK
NLVQFSNMQCANHGSRPSLAYADYGCYCSAGGSGTPVDELDRCCKTHDDCYARATKSYSCT
NLVQFSYLOCANHGRRPTRHYMDYGCYCGWGGSGTPVDELDRCCKHDDCYSDAEKKGCSPR
NLLQFGFMRCANRRSRPVWHYMDYGCYCGKGGSGTPVDDLDRCCQVHDECYGFAVRRFGCA
NLVQFGKMECARNRRPALDFMNYGCYCGKGGSGTPVDDLDRCCQVHDECYAEAEKHGCYPS
DFEQFSNMQCTPCGSECLAYMDYGCYCGPGGSGTPDDLDRCCKTHDECYAEAGKLSACKSY
NLQFGNMQCANKSGRPSLDYADYGCYCGWGGSGTPVDELDRCCQVHDNCYEQAGKKGCFPK
NLQFRKMQCANKGSRAAWHYLDYGCYCGPGGRGTPVDELDRCCKHDDCYEAGKDGCYPKLT
GLWQFENMKVVKKSGLSYSAYGCYCGWGGRGKPKDATDRCCEVHDCCYGKVTGCNPKLGKY
HLLQFRKMKKMTGKEPVSYAF YGCYCGKGGRGKPKDATDRCCFVHDCCYEKVTGCDPKWSY
HLMQFETLMKAGRSGVWWYGSYGCYCGAGGQGRPQDPSDRCCFVHDCCYGRVIGCHTRDEF
SLLEFGMMLGETGKNPLTSYSFYGCYCGVGGKGTPKDATDRCCFVHDCCYGNLPDCSPKTD
SLLEFGMMLGETGKNPLTSYSFYGCYCGVGGKGTPKDATDRCCFVHDCCYGNLEDCSPKTD
NLFQFGDMLQRTGKEAVHSYAYGCYCGWGGKRRAQDATDRCCFAQDCCYGRTATYTYSFEN
NLFQFAKMNGKLGAFSVWNYSYGCYCGWGGQGTPKDATDRCCFAVHCCYGRVRGCNPKLAY
NEKEDEMANRYCAKDCAREQIGSCGQDHFPLFMSI
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CONTINUA

70 80 90 100 110

1
TYTYESCQGTLTSCGANNKCAASVCDCDRVAANCFARATYNDKNYNDFNARCQ

TYTYDSCQGTLTSCGAANNCAASVCDCDRVAANCFARAPYDKNYNDFNARCQ
LTLYKYECSQGKLTCSGGNNKCEAAVCNCDLVAANCFAGAPYDANYNVNLKERCQ
LTLYKYECSQGKLTSSGGNNKCAAAVCNCDLVAANCFAGARYDNAYNNLKERCQ
FTLYKYKCSQGKLTSSGGNSKCGARVCNCDLVAANCFAGARY DNAYNNLKERCQ
FKTYSYECSSQGTLTCKGGNNCAAAVCDCDRLAACFGGAP YNDNNNYDLKARCQ
FKTYSYECSQGTLTCKNGNNACAAAVCDCDRLAACFAGAP YNNNNYNDLKARCQ
FKTYSYECSQGTLTCKGGNNACAAAVCDCDRLAACFAGAP;NNNNYNDLKARCQ
KTYSYECSQGTLTCKGDNNSCAASVCDCDRLAACFAGAPYNNDNYNNLKARCQ
LTLYKYKCSQOGKLTCSGGNSKCGAAVCNCDLVAANCFAGARYDANYNNFKKRCQ
MSAYDYYCGENGPYCRNKKKCLRFWCDCDVEAAFCFAKAPYNNANWNDTKKRCQ
PYWTLYSWQCEKTPTCDSKTGCQRFVCDCDATAAKCFAKAPYNKENYNDPRKRCQ
MSAYDYYCGENGPYCRNKKKCLRFVCDCDVEAAFCFARAPYNNANWNDTRKRCQ
PYWTLYSWKCYGKAPTCNTKTRCORFVCRCDAKAAECFARSPYQNSNWNNTKARCR
LTTYTWECRQVGPYCNCKTQCEVEFVCACDFAAAKCFAQEDYNPAHSNNTGERCK
LSEPNNDTYSYECNEGQLTCNDDNDECKAFCNCDRTAVTCFACAPYNDDLYNGMECHK
LTLYSWKCGNVPTCNSKPGCKSFVCADAAAAKCEFAKAP YKKENYMDTKKRCK
WYSWDCTGDAPTCNPKSKCKDFVCACDAAARKCFAKAPYNKANWNDTKTRCK
TYSWQGNVCGGDDPCDKEVCECDRAAACFRDNLDTYDRNKYWRYPACNCQEDSEPC
YTYSLEDGDVCGGDPYCTKVKCECDKKAACFRDNLKTYKNKYMTFPDFCTDPTEGC
YTYTEEEGASCGGNDDPCLKEBCECDLAAACFRDNLNTYDSKKYWMEFPAKNCLESEEPC
RYKYHRENGAVCGKGTSCENRCECDRAAACFRXKNLKTYNYYRNYPDFLCKKESEKC
RYKYHRENGAVCGKGTSCENRCECDRAAACFRKNLKTYNHYMYYPDFLCKKESEKC
GDVCGDNDLCLRVNDCNPKAVCECDRAAACLGENVNTYDKNYEYYSSHCTEESEQC
SSFKKGNVCGKNNGCLRDICECDRVAANCFHQNKNTYNKNYKFLSSSRCRQTSEQC

| | | | |
1 I 1 I
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TABLA 6 CONTINUACION

La identificacion de las enzimas y proteinas homologas no
enzimaticas es la siguiente :

NUMERO FUENTE (NOMBRE COMUN)

1 Apis mellifica(mellifera) FLA2 de veneno de

abeja.

2 FLA2 de pancreas de porcino.

3 Agkistrodon halys blomhoffi(A2-1).

4 Agistrodon Halys pallas (&cida).

5 Agkistrodon piscivorus piscivorus (App-~D-49)
6 A. p. piscivorus (App-K-49).

7 Bitis caudalis (caudotoxina).

8 Bitis gabonica.

9 Bitis nasicornis (CM-1I1).
102 Bungarus fasciatus (Toxina V-2).
114 B. fasciatus (toxina Vv-3).
122 B. fasciatus (toxina VI).

13 Bulgarus multicinctus.
14 B. multicinctus (Bbungarotoxina cadena Al).
15 B. multicinctus (Bbungarotoxina cadena A2).
16 B. multicinctus (fibungarotoxina cadena A3).
17 Crotalus adamanteus.(fraccién aifa).
18 Crotalus atrox.
19 Crotalus durissus terrificus (crotoxina--
componente bdsico).

20 Enhydrina schistosa (VI:5).
21 Hemachatus haemachatus (DE-I).
22 Laticauda semifasciata (AI).
23 L. semifasciata (AIII).
24 L. semifasciata (AIV).
25 Naja melnoleuca (DE-I).
26 N. melanoleuca (DE-II).
27 N. melanoleuca (DE-III).
28 Naja mossambica mossambica (CM-1).
29 N. m. mossambica (CM-IT}).
30 N. m. mossambica (CM-III).
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31
32
33
34
35
36
372
38
39
402
41

42
43
44
45
46
47
48
498
50
51

Naja naja atra.

Naja naja kaouthia (CM-II).

N. n. Kaouthia (CM-III),.

Naja naja axiana.

Naja nigricollis. (CMS-9).

Notechis scutatus scutatus (Notexina).

N. s. scutatus (Notechis II-1).

N. s. scutatus (Notechis II-5).

Oxyuranus scutellatus (Talpoxina cadena alfa}).

0. scutellatus (Taipoxina cadena beta).

O. scutellatus (Taipoxina cadena gama). La

sequencia empieza en la posicién 9, los

primeros 8 aminodcidos son SELPQPSI.

Pseudechis australos (Pa-11). ;
P. australis (Pa-13). i
Trimeresurus flavoviridis (Dimérico).
T. flavoviridis (TFV-PL-X).
Trimeresurus okinavenesis (DE-I).
Vipera ammodytes (Ammodytoxina A}).

V. ammodytes (Ammodytoxina B).

V. ammodytes (Vipoxina- componente A).
V. ammodytes (Vipoxina- componente Bj.
Hadrurus concolourus.

24 proteinas no enzimédticas homélogas a FLA2.

Las secuencias fueron tomadas de Rosenberg (1990).
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Nuestro grupo tiene colaboracion con el Dr. Héctor Valdivia el cual
trabaja con los receptores de Ryanodina, que median la liberacion
de Ca?* en el reticulo sarcopldsmico cardiaco y muscular. La
activacién de las células musculares provoca la liberacion del Ca2*
intracelular que se encuentra dentro de las pozas celulares. Estudios
del canal y de la célula completa muestran que la ryanodina abre el
canal, liberando calcio. Cuando ésto sucede, hay una disminucion del
Ca2* intracelular y dado que la ryanodina sélo afecta los canales de
Ca2+, se ha usado para detectar la contribucion del Ca?*
intracelular en el acoplamiento de excitacion-contraccién. Pero la
ryanodina tiene varios limitaciones en su uso como sonda en la
funcién del RS. La ryanodina presenta cinéticas lentas de asociacién
y disociacién, que hacen el efecto farmacolégico lento y
esencialmente reversible; ademds, de que ciertas concentraciones de
ryanodina abren y otras bloguean la liberacion de Ca?+ del canal
dando lugar a controversias en el mecanismo de accién de dicho
canal. Debido a ésto se ha buscado otros ligandos que contribuyan al
entendimiento de la funcién de este canal.

En el veneno del alacran Buthus hottentota se encontré un ligando
que selectivamente incrementa la unién de (3H)-ryanodina al
receptor y abre el canal de Ca2*( Hector H. Valdivia y col., 1991).
Buscando otros posibles ligandos el Dr. Valdivia probo el veneno
total de varios alacranes entre ellos el de Hadrurus concolourus, y
obtuvo una curva de desplazamiento con (3H)-ryanodina. Después
probé las fracciones -4 y 1I-5 que son las fracciones que se
obtuvieron de la columna de afinidad y que corresponden a las
fracciones que presentan actividad de fosfolipasa y también obtuvo
curvas de desplazamiento (Fig. No. 10). Ahora falta probar si la
fosfolipasa pura presenta esta misma actividad para ver si es la
misma molécula con las dos actividades.
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SPECIFIC [SH]RYANODINE BINDING

EFFECT 7F HADRURUS TOXINS ON THE BINDING OF [SHJRYANODINE TO SR VESICLES

(% of control)

OF RABBIT SKELETAL MUSCLE

100 Q
O Fraction -5 (1)
® Fraction I1—-4 (4)
751
501
25+
0 + o+ A
0.01 0.1 1 10 100

HADRURUS TOXIN (zg/ml)

Figura No 18: Curva de Inhibicion por las fracciones -4 y [1-5
del receptor de (3H)-Ryanodina del reticulo sarcoplasmico (RS} de
misculo esquelétice de conejo. La (SH)-Ryanodina (7 nM) se
incubd por 2 h a 36 89C con 8.1 mg/ml de vesiculas de RS en un
medio que contenia: 208 mM KCI, 18 mM CaCl; y 18 mM Hepes-
Na, pH 7.2. Las concentraciones indicadas de toxina se pusieron
al principio de la incubacion. La unian de (3H)-Ryanodina en la
ausencia de toxinas fue de pmoles/mg de proteina.
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Los hallazgos de este trabajo de tesis, en mi opinién, son
relevantes en varios aspectos:

1.- Por primera vez se describe la purificacion y caracterizacion
a nivel de secuencia de aminoacidos de una fosfolipasa del veneno de
alacranes. En la literatura mundial hay muy pocos reportes sobre
fosfolipasas del veneno de alacranes. En un trabajo previo publicado
en 1990 por Ramanaiah y col.,, se describe la purificacion de una
fosfolipasa tipo A, del veneno de! alacran Heterometrus fulvipes de
la India. En este trabajo los autores separan el veneno de H. fulvipes
por dos pasos cromatograficos; el primero de intercambio iénico en
dietilamino-etil-celulosa y el segundo en Sephadex G-50. El peso
molecular calculado para esta fosfolipasa es de 16 kDa, por lo tanto
muy distinto a las fosfolipasas reportadas por nosotros. Reportan
que son especificos para fosfolipidos, con preferencia para
fosfatidilcolina, pero no reportan datos de toxicidad a mamiferos u
otros animales. También, desafortunadamente no reportan datos
quimicos (analisis de aminoacidos o secuencia de fosfolipasa), para
posibles comparaciones. Hay otro trabajo publicado sobre la
existencia de fosfolipasas en venenos de alacranes, por Kar y col.
(1986), publicade en la revista Indian Journal of Medical Research,
de dificil accesibilidad. Los autores reportan la presencia de
actividad fosfolipdsica en el veneno del alacran Heterometrus
bengalensis, pero no describen la caracterizacion quimica de la
misma.

2. Por primera vez en México, un veneno de alacranes no
peligrosos al hombre es caracterizado bioquimicamente en cuanto al
nimero de componentes proteicos y la especificidad de la ponzoia.
En el veneno de Hadrurus concolourus existen por lo menos 18
componentes protéicos distintos, y entre éstos, estan por lo menos
dos fosfolipasas diferentes.

3. El veneno no es tdxico a mamiferos en las dosis ensayadas
(hasta 80 veces superiores a la DLgy del veneno del alacran de
Nayarit Centruroides noxius), pero es toxico a acociles (crustaceos)
(133ug/qg), cochinillas de jardin (isépodos) con una DLg, de 8.7 ug
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por animal (174ug/g) y a grillos (insectos)(100ug/g). Esto hace
este veneno un modelo altamente interesante para el estudio de
toxinas especie-especificas.

4. La fraccién de fosfolipasa (ll-5 de la columna de afinidad) es
un excelente farmaco, capaz de desplazar el pegado de ryanodina (un
alcaloide de piantas) especifico para un canal de Ca?* de! reticulo
sarcoplasmico de misculo esquelético de mamiferos. Este canal es
conocido como el canal de Ca?* sensible a la ryanodina. Esto lleva a
pensar que esta fosfolipasa eventualmente (si fuera accesible al
sistema muscular de mamiferos) pudiera causarle dafio. Hay muchos
interrogantes, posibles asuntos de investigacién, que se presentan
con estos hallazgos, sobre todo relacionado con la especificidad a
especie de los venenos en general.

5. Este trabajo abre el camino para una serie de experimentos
futuros que se describen en la proxima seccion de esta tesis.
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V.- PERSPECTIVAS FUTURAS

Entre las perspectivas futuras que se abren con la terminaciéon de
este proyecto, algunas de las cuales ya se encuentran en marcha,
podemos mencionar:

1.- Con la fosfolipasa pura determinar la participacion de ésta
en la toxicidad del veneno total.

2.- Continuar con la caracterizacion de la fosfolipasa en relacion
a su actividad y especificidad.

3.- Determinar qué componente de la fracciones -4 y -5
presenta una curva de desplazamiento con (3H)-ryanodina.

4.- Obtener la secuencia completa, utilizando la secuencia del N-

terminal como sonda para rastrear en un banco de cDNA de las
gléndulas productoras del veneno.
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