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RESUMEN

Aislamicnto, purificacién y caracterizacion de

péptidos con actividad fosfolipasa del veneno del alacrin Hadrurus aztecus

En tres pasos cromatogrificos abtener
fracciones homogéneas de lox péptidos,
y verificar actividad fosfolipasa en
cuda fraccion obtenida.

Obtener venenoy
comprobar

actividad fosfolipasa
en €l

Sevuenciar
compunenies
purilicados con
secuenciador
automiitico de acuerdo
al método de
degradacion de
Edmao(Edman 1960}

molecular, por

ctrometria de masas

ST
P

A e

Mediante el programa FASTA geoerar una alineacion de
secuencias peptidicas de fosfolipasas tipo dos (PLA;), del
grupo [LI reportadasen la literatura, con lo encontrado.

Figura 1. Diagrama de flujo que resume la metodologia.



Resumen.

En esta tesis se reporta el aislamiente, la purificacién y caracterizacion de los
componentes con actividad fosfolipasa del alacrin Hadrurus aziecus. Nos referiremos
con este nombre a pesar de que cambié cuando se realizaba la escritura de la presente

tesis a Hadrurus gertschi.

Ei trabajo se realiz6 con la siguiente metodologia:

1.-Se comprobé ta actividad fosfolipasa en el veneno.

2.-Se realizaron tres pasos cromatograficos para la obtencién de fracciones homogéneas,
probando en cada paso, la existencia o no de actividad fosfolipasa.

3.-Se secuenciaron las fracciones purificadas y su estructura aminoacidica primaria fue
determinada al utilizar un secuenciador automatizado LF 3000 de acuerdo al método de
Edman.

De esta forma se encontrd con al menos seis companentes, cot actividad fosfolipasa,
entre ellos, dos fosfolipasas heterodiméricas cuyas cadenas largas son de 105 y 104
aminoacidos cada una, y las cadenas pequefias de 21 aminoacidos cada una con peso
molecular promedio aproximado de 15 000 Daltones.

El peso molecular fue determinado mediante equipo MALDI-TOF Voyager en la
Universidad de! Estado de Oklahoma, en los Estados Unidos de América.

Mediante ¢l uso del programa FASTA; se gener6é un alineamiento de secuencias
peptidicas de fosfolipasas tipo dos (PLA2) reportadas en la literatura; que pertenecen a
venenos de serpientes, monstruo de Cuentas (Heloderma horridum horridunt), de abeja
{ Apis melifera), abejorro, alacranes, y de mamiferos; con las fosfolipasas obtenidas en
este trabajo. Al observar ¢l alineamiento generado, se encontrd, que los sitios cataliticos
sefialados para las fosfolipasas se encuentran conservados.

La homologia de secuencias se hizo entonces, exclusivamente con las fosfolipasas del
grupo 111, entre ellas la Iptxi una fosfolipasa del veneno del alacrin Pandinus imperator
con la que se encontré una alta homologia en relacién, a las fosfolipasas estudiadas en
este trabajo.

También se generd un alineamiento de la cadena pequeiia de las fosfolipasas obtenidas
con cadenas pequeitas de fosfolipasas heterodiméricas provenientes de la serpiente India
naja naja que presenta miltiples isoformas y se encontrd una alta homologia en las

secuencias.



INTRODUCCION
1.1 Generalidades.

Restos fosiles de alacranes, son fuerte evidencia que demuestra existieron en periodos
tan antiguos que datan desdc hace 400 a 425 millones de afios (Smith, R.L., 1992), en
el periodo Silirico. Sc ticne conocimiento de tres alacranes [osiles, ¢l Bromoscorpio
anglicus, Gigantoscorpio wilisi. y el Pracrchurus grgas, cuyo tamaro oscilaba entre 35
cm hasta un metro o mas dc longitud, en éste altimo. Fueron acuatices muy parecidos a

los de ahora y los primeros terrestres eran muy pequerios.

Alacran del periodo Silinco Alacran contemporanco

Figura 2. Muestra la apariencia de un alacrdn antiguo y uno moderno.
En el dibujo se esquematiza la reconstruccién de un alacrdn del periodo Silurico y a la
derecha un alacrin actual, pocos cambios anatémicos han sufrido por lo que se les

considera como fosiles vivientes

El hombre inicio el estudio de los alacranes, en fechas muy antiguas, al investigar como
protegerse contra la picadura, como lo demuestran los papiros hallados del viejo Egipto
(1600 afios A.C.), en donde se habla del tratamiento para el piquete de alacrin y de
serpiente, (Balozet, L., 1971} y el estudio sobre ellos no ha cesado, como lo prueba una
recopilacion interesante de tratamientos contra venenos de alacrén a partir de plantas,
usadas en diversas partes del mundo y que perduran hasta nuesiros dias. Son
conocimientos transmitidos por generaciones, que coinciden en ¢l uso de las mismas
especies de plantas, por etnias de diferentes puntos geograficos alrededor de toda la
tierra. Se sabe que algunas contienen alcaloides pero muchas de ellas no han sido

estudiadas (Hutt, M. J., and Houghton, 1998).
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En la actualidad el estudio esta enfocado a la caracterizacién bioquimica de cada
componente del veneno y su actividad bioldgica.

Los alacranes son artrépodos que han sobrevivido millones de afios, debido a su gran
poder de adaptacidn, que les ha permitido tener una supervivencia asombrosa.
Especimenes de alacranes han sido encontrados a 5 000 metros de altura en la regidn de
los Andes, y una especie el Alacran tartarus, fue encontrado a profundidades mayores

de 800 metros debajo de la superficie (Polis G.A., 1994).

Las especies mas pequeias viven por lo general de 3 a 4 afos, mientras que las mas
grandes reportan datos de supervivencia de 20 afios, con un promedio de ocho ajios. El
hecho de que aparentemente vivan menos tiempo en cautiverio esta relacionado con la
edad en que son capturados, y con el drastico cambio en las condiciones de vida al estar

cautivos.

Varian en lamafio, €l representante mas pequefio probablemente es el alacran,

Microtityus waeringi con 1.2 cm de largo cuando es adulio (Stockwell, S.A., 1989).

Las tres cspecies consideradas como las mas grandes del mundo son: Hadogenes
troglodytes de Sudafrica por su longitud, ya que los machos alcanzan 2] cm de
longitud, aungue son muy planos y de menor peso comparados con las especies,
Pandinus imperator del oeste y centro de Africa y Heterometrus de Vietam y
Tailandia, que son gruesos y llegan a alcanzar entre 17 y 18 cm de longitud y hasta 60

gramos de peso, aproximadamente {Enciclopedia Britdnica, 1994).

Es 1al su capacidad de supervivencia que se desarrollan en condiciones ambientales
extremas. Algunas especies pueden ser enfriadas abajo del punto de congelacién del
agua por semanas, y aun asi, regresan a su actividad normal con et paso de las horas.
Otros llegan a sobrevivir a una inmersion total en agua, tanto como uno o dos dias. Los
alacranes del desierto pueden tolerar temperaturas extremas, desde 45°C hasta - 47°C,
arriba de temperaturas letales, para otros artrépodos del desierto.

Los alacranes mudan su exoesqueleto o piel constituida de quitina un promedic de 3
veces a lo largo de su vida, con un rango de cuatro veces minimo y maximoe 9, antes de
alcanzar la madurez. No existen reportes de mudas que ocurran después de alcanzada la

edad reproductiva (Goodnight, M., 1994).



Dentro del reino animal, el alacrin presenta uno de los mas bajos niveles metabolicos,
puede permanecer pricticamente inmévil. En una sola comida llega a incrementar el
peso de su cuerpo en un tercio. Es posible que sélo se alimente de 5 a 50 veces al afio.
Resiste largos periodos sin comer y conserva muy bien el agua de las presas que ingiere.
El sistema excretor del alacrin es muy eficiente en la conservacion del agua Sus
excreciones fecales contienen alto contenido en nitrégeno, (xantina, guanina y acido
trico), practicamente insolubles en agua, por ello son secas.

Presentan actividad nocturna y, poca actividad en la superficies, es decir al descubierto,
debido a sus depredadores. La mayoria de los alacranes son activos sélo unas horas, det

20% al 50% de todas las noches del aiio.

1.2 Especies conocidas y toxicidad de su veneno

Actualmente se conocen aproximadamente 1500 especies de alacranes en todo el
mundo, de las cuales solo alrededor de 24 son letales al hombre { Rubio M., 2000).
Las 1500 especies han sido divididas en 18 familias (Fet ef al., 2000):

¥ Bothriuridae
v Pseudochactidae ¥ Buthidae * (peligrosa)
¥ Scorpionidae v Chactidae
¥ Scorpiopidae ¥ Chareilidae
v Superstitionidae ¥ Diplocentridae
¥ Troglotayosicidae ¥ Buscorpiidae
¥ Vaejovidae v Heteroscorpionidae
¥ lundae ¥ lIschnuridac *(peligrosa)
v Microcharmidae v" Hemiscorpiidae
¥ Urodacidae

Buthidae y [schnuridae son las dos especies que se consideran de riesgo para el
hombre, sin embargo la familia Buthidae es la que cuenta con mayor distribucién
en todo el mundo y la més importante, comprende 48 géneros, con varias especies
de importancia médica a saber: Androctonus y Buthus del continente Africano,
Leiurus del norte de Africa y Asia, Centruroides en E.E.U.U. desde su parte central,
hasta México, Chile, Argentina e Islas del Caribe, Tityus con presencia en Brasil y

Trinidad Tobago, Parabuthus de Suddfrica, Mesobuthus de Turquia, Buthus de



China y Heterometrus de la India, Hottentotla y Odomntebuthus de Iran. De la familia
Ischuridae, el alacran Hemiscorpius lepturus, es considerado altamente peligroso en

Khuzestan, [rdn, ya que existen algunos decesos reportados (Radmanesh, M.,
1990).

La gran mayoria de los estudios reportados son de venenos de alacranes de la familia
Buthidae, que son todos toéxicos para humanos. Muy poco o nada es 1o que se conoce de
otras familias como Vejovidae, Chactidae, Scorpionidae, Diplocentridac y Bothriuridae

( Possani, L.D., 1984)

La mayoria de los estudios cientificos con alacranes, han sido con especies, que
amenazan la vida del hombre y a partir del concepto de dosis letal media (LD sp), que se
define como la cantidad de toxina requerida para matar €l 50% de los animales de
experimentacion del ensayo de toxicidad, y que se expresa en miligramos de toxina por

kilogramo de peso de animal, ésto es mg/kg es posible considerar de manera general, lo

siguiente:

Si la LDsy < 1.5mg/Kg, es decir, si la dosis letal media es mener o igual a 1.5
miligramos por kilogramo, son considerados alacranes peligrosos, de importancia
médica. Si la LDsp > 1.5mg/Kg, es decir, si la dosis letal media ¢s mayor de 1.5
miligramos por kilograme, se consideran alacranes que no ponen en peligro la vida del
hombre. Mientras mas baja sea la LDsg, més potente sera el veneno. {Zlotkin, E., F.

Miranda, y H. Rochat. 1976).

Con el fin de evaluar el efecto que puede tener la picadura en un individuo, se deben

considerar ciertos factores, tanto del alacrin como de la victima esto es:

Del alacrin 1) especie o toxicidad del veneno del alacrén involucrado, 2)condicion del
telson al momento del accidente, 3) mimero de picaduras al momento del ataque para

evaluar cantidad del veneno inyectado en el accidente.

De la victima 1) peso corporal del individuo afectado, y estado fisiologico y
nutricional, 2) enfermedades asociadas, 3) efectividad del tratamiento. (Dehesa -Davila,

M. and Possani, L.D. (1994)



Particularmente los nifios, por su menor peso, estan en mayor riesgo que los adultos,
de sufrir un envenenamiento severo, otro factor que debe ser tomado en consideracion
para la pronta atencién médica, es la rapida distribucién del veneno en la victima, y e

tiempo de eliminacion en el organismo { Ismail, M., and ABD-Elsalam, A., 1988).

La ruta de diseminacién intravenosa de los componentes tdxicos del veneno &s
rapidamente distribuida y eliminada con un tiempo de eliminacion total de 1.9 horas
( Calderén-Aranda er. af.,1999).

Es importante mencionar que han sido reportados casos de picaduras de alacrin de
especies no l6xicas, que sin embargo, han llegade a causar la muerte debido a que la

victima desarrolla una severa reaccion alérgica al veneno (Simard y Watt, 1990).

En la siguiente tabla niimero 1 estan recopilados datos interesantes de las especies de

alacranes consideradas peligrosas y de impacto en el drea médica.

Se enlistan las especies de alacranes mas peligrosas distribuidas en todo el mundo, y
que mejor han sido estudiadas. También se muestra la familia del alacran, la especie, el
reporte de la dosis letal media LDsp de veneno total, calculada con ratones de 20g de
peso promcdio, si existe el estudio o el ensayo hecho con la fraccidn téxic a solo si se
menciona y la ubicacién geografica del alacrin, es decir la regién de donde es
endémico.

En gris, se resalta las especies que han sido estudiadas por el grupe del Dr. Possani

desde hace casi 30 afios, en la Universidad Nacional Autdnoma de Méx ico

Como se puede observar en la tabla 1, todas las especies pertenecen a la familia
Buthidae con excepcién del alacrin Hemiscorpius lepturus de la familia Ischnuridae.
La razén de incluirle aqui se debe a su importancia desde el punto de vista médico, no
obstante que ta LDgy reportada excede los valores promedio reportados para los
alacranes de importancia médica, es decir la LDsp es mucho mayor de 1.5 mg/Kg, sin
embargo €l veneno de éste alacrin, es citotdxico (Radmanesh M., 1998), su piquete
produce necrosis y mpulas en el sitio de la picadura , y su veneno actia de manera
similar al piquete producido por ia arafia Loxoceles rectusa, mejor conocida como arafia

violin © arafia de jardin (Stockwell, 1984).



TABLA 1

Algunos datos de alacranes peligrosos, de importancia médica.

, - LDs, . ..
Especies Familia me/Kg Via Region
\Androctonus amoreuxi Buthidae 0.75 5C Africa del
norte
Androctonus bicolor 7 Buthidae 1.21 v Alfrica del
norte
; .
Androctonus mauretanicus''™ Buthidae |0.16-0.50 | ip ::gga del
- —
Androctonus australis hector |Buthidae - . [|Africa del
Norte.-
"; N - A -
{!igdroctonus australis garzoni Buthidae Africa del

I, TZ]

* \Tityus serrulatus
Fracciones:. 111-8, IV-5, v Buthidae 0.21 ip |Brasil
11-X1 .
[*{Tityus bahiensis EEERT Buthidee | 138 | ip [Brasil
1Tityus trinitates {Buthidae - - ?gg:giidy
*, Tityus stigmurus 1Y Buthidae 0.21_ ip ]\B’lt-::ls;i:uela
F[thyus discrepans [Buthidae | - [ - {Venczuela
[*[Tityus costatus | [Buthidee | 021 | ip [Brasil
r|Compsoburhusacuricarinatuslz’ Buthidae | 0.75 | \Y |Egipt0
| |Mesobuthus tamulus Buthidae | - t - |India
| |Odontobuthus doriae 2 [Buthidae { 0.19 | iv Jiran
I—L(-Ioﬂentotta sauleyi ¥ [Buthidae | 1.01 [ iv [Iran




! Hemiscorpius lepturus ! ﬁscl;nuridac 58 [ - . —i—v -i[lrén
! \Buthus occitanus (2.10] ‘Buthidae 019404 isc/iv IMcditerrémco
1 - !
[* [Centruroides elegans [Buthidae | .10 [ ip [Jalisco, México
fa ! ' 0.65- | Morelos y
| |Centruroides limpidus L. '"** {Buthidae 1 56 ip |Guerrero,
) o México
[* [Centruroides noxius  1'""3t[Buthidae ~ 0.26 ! ip [Nayarit, México
i* o1 e 112 Norte de

. 11,16] . . .
! Centruroides sculpuratus Il;uthldae 0.80 | P éxico
";"' FeTT T Tr - - T < 1 D
' \Centruroides santa Marig " IButhidae - [ ip Norte de
! , México
:d Centruroides infamatus "' [Buthidae | 1.27 | Ip Guanajuato,
! | 1 México,
*[Centruroides exilicauda ‘Buthidae i 1.10- qTr ip [Arizona, USA;
(e | © 190 Peninsula de
i 1.12- Baja California
o 146 b y Sonora.

Via: intravenosa (in); intraperitonial (ip); subcutdnea (SC): {)Dlﬁido a que no cohabita
con humanos, no constituye un gran peligro. En gris y con asterisco “*”' todos los
estudios realizados de las distintas especies en nuestro laboratorio, encabezado por el
Dr. Lourival Possani. En obscuro las especies mas venenosas.'Dehesa, M., Ramirez
A.N., ef al. (1996}, ’Hassan, F.(1984); *Dent, M.A. y Possani, L.D., (1980); ‘Alagén,
A.C., etal (1988); *Possani, L.D. y Fletcher, P.L.Jr. (1980); 6Johnson, B. D.efal.
(1966); Stahnke, H. L. (1963).; *Watt, D. D. (1964) ; *Whittemore, F. W. and
Keegan H.L., (1963); %Z1otkin, E., F. Miranda, and Rochat H. (1976);"Possani,
L.D. y col., (1992); *Possani L.D. and Martin, B.M., (1981); *Becerril, B., (1996);
Mlsmail, M., ef al. (1974). ' Possani, L.D., Coronas F.LV., et al., (1993); "“Pete,
J.M. ¥ cols. , (1992), 1 Possani, L.D., Ramirez, A.G.,, et al., (1978),; 8 Suze, D. G.,
Coronas, F.L, ef al. {1996), 1 pisciotta, M., Coronas FE, Possani LD, Prestipino G.
et al, (1998); 2 Becerril, B., ef al., (1996).

Las especies en tono mas obscuro Androctonus australis, y Leirus quinquestriaius, son
consideradas de las mas venenosas, incluso C. exilicauda presenta baja toxicidad en

comparacién a ellos (Bush, $.P. et al., 2001). Leiurus quinguestriatus €s considerado el
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alacran mds venencso en Israel, su veneno causa complicaciones cardiacas (Kristal, C.
et al. 1998).
En la especie Tinus de la familia Buthidae, especificamente Tityus silvestris, en la
Guyana se reporté complicaciéon neurolégica al parecer irreversible, después de la
picadura, lo cual nunca habia sido reportado antes en venenos de alacranes ( Fuchs, S,
et al.,1998).



Las especies de alacranes que no constituyen una amenaza para la vida del hombre, pere
que tampoco es despreciable su picadura en cuanto a incidencia de piquetes ¥
desencadenamiento de alergias son enlistadas en la siguiente tabla 2.

Ea gris las especies cuyo veneno presenta actividad fosfolipasa, seiialadas con
asterisco ™ * ™ las estudiadas en nuestro laboratorio.

TABLA 2
Algunos datos de alacranes no peligrosos, sin importancia médica,

rr
I ’ Especies Familia |LDgmg/kg Método| Regién
M o ' ll_i ST T T T T
i 1 Cemru‘rozdefﬂ Buthidac | 599 s América
; | margaritatus | Central
i i ' |
i T .
| flottentofle | Buthidac | 7.94 i | E8ipto;
i | Jjudaicus Israel
T Pandinus | R | Estede
. ' exitialis !Scorplomdae 40 s¢ Africa
*\ Pandinus I Oeste de
i imperator Scorpionidae Africa
T Compsobuthus
, @ Buthidae 4.94 iv Irdan
| matheisseni
t “Buthacus | . R Norte de
arenicola ¥ Buthidae 323 v Africa
B Norte de
Buthacus , . Africa;
leptochelys ' Buthidac 362 v Sudoeste
de Asia
Bt Norte de
.. . Africa;
Scorpio maurus | Scorpionidae 9.37 iv Sudoeste
de Asia
18]
Parabusius | puidae | 425 | o |Sudifrica
Opistophthalmus g sionidae | 625 iv | Sudafrica
sp. 0!
LS A - -
l Hadogenes sp' M| Ischnuridae |2000-2667 sc Sudafrica
|




ot
tr

— - ———
1 Sudoeste
Hadrurus : . ) .
. .l luridae 168 Ip de USA;
arizonensis Noroeste
| de México
* Hadrurus i Baja
Turi i i
concolourus ! dae Cald:o:.'ma
! , México
; h
ifadru;lt:s | G
aztecus ahora .
we luridae
Hadrurus Meéxico
gertschi
Heterometrus | .
. India
bangalensis |
Heterometrus
Sulvipies

'Biicherl, W. (1971). "Hassan, F. (1984), *Ismail, M., et af. (1974) Johnson, B. D., J.
C. Tullar, and H. L. Stahnke. (1966). 5Marinkelle, C. J. and StahnkE, H.L (1965).
“Zlotkin, E., F. Miranda, and Rochat, H, { 1976). Segiin Stockwell, S. A., { 1989).

A la fecha, los alacranes sin importancia médica es decir, los yue no constituyen una
amenaza para la vida del hombre, no son objeto de calculo de dosis letal media, esto
debido a que el monto de toxina que es necesaria para matar un mamifero, no se
encuentra en el veneno de un sélo alacran, y para calcularla se requiere la ordefia de

varios alacranes.

Dificilmente ocurrird un accidente en donde la persona $ea masivamente picada, por
tanto no tiene una aplicacion practica desde el punto de vista médico, el determinar la

dosis letal media en alacranes no peligrosos al hombre.

Una de las razones importantes para estudiar el veneno de especies no peligrosas se
debe a que su veneno no ha sido estudiado, no se han aislado los péptidos que causan
toxicidad especifica a crusticeos e insectos, pero existe €l antecedente de haber sido
aislado un  péptide con actividad antimicrobiana especificamente en el alacrin

Hadrurus aztecus, lo cual podria utilizarse para el desarrollo de nuevos antibiéticos.



1.3 El alacran Hadrurus aztecus y el veneno de los alacranes.

La familia luridae comprende seis géneros y 21 especies, (Tallarovic, $.K. er af., 2000).
En el género Hadrurus (Thorell, 1876), sc encuentran ocho especies y ellas son las
siguientes: f1, arizonensis (Ewing, 1928), H. Aztecus. (Pocock, 1902), H. concolor
(Stahnke, 1969), H. Gertschi, (Soleglad, 1976}, H. Hirsutus (Wood, i863). H.
Obscurus, (Williams, 1970), H. Pineri, (Stahnke, 1969), /. Spadix, (Stahnke, 1940).
(Fet et al, 2000). La palabra Hadrurus viene del griego "Hadr " que significa grueso v
“ur” cola " de cola gruesa “( Ewing, H.E., 1928). El género Hadrurus comprende los
alacranes mas grandes de América, con 7g peso y vida promedio de 25 afios (Stanke,
1966}. Ef alacran Hadrurus aztecus, de la familia Iuridae, objeto de estudio de ésta tesis,
es un alacrin que vive en zonas dridas, en lierma arenosa compacta, que excava para
enterrarse y se esconde debajo de piedras, no tiene habitos de trepar, no hace vida
comin c¢on otros alacranes, es agresivo, ripido en velocidad, vive aproximadamente a
29°C, con una humedad baja (Rubio, M., 2000). Es endémico del estado de Guerrero,
su tamafio oscila entre 7 y 14 cm. Su veneno tiene actividad fosfolipasa v es 10xico
para crusticeos. En un estudio previo, se aislé del veneno Hadrurus aztecus un péptido
antimicrobiano, con actividad hemolitica, que demostré capacidad de inhibir a bajas
concentraciones, del orden micromolar, crecimiento bacteriano de Safmonella thyphi,
Kleibsiella pneumoniae, Enterococcus cloacae, Pseudomonas aeuro ginosa, Escherichia
coli, y Serratia marscences. Estudio generado a partir de la observacion gque
periddicamente los alacranes se rocian un liquido en su cuerpo, que aparentemente les
sirve como protector, ya que estdn sometidos al contacto con la humedad y la tierra,

(Torres-Larios, A., Gurrola, G.B. et al., 2000).
1.4 COMPOSICION QUIMICA DEL VENENO

La composicién quimica del veneno de los alacranes estd disefiado para ser mortalmente
efectiva en sus presas, esto se sabe debido a los ensayos de toxicidad efectuados en
diferentes especies como insectos, crusticeos y mamiferos con las diferentes fracciones
de veneno de alacrin y con veneno total (Balderas, A.C., Tesis 1988), lo cual
concuerda con su forma de alimentarse que es principalmente de insectos y otros
artrépodos de talla pequefia como cucarachas, grillos, larvas de ciertos escarabajos,
moscas, arafias, etc, aunque se han encontrado especies que se alimentan de pequefios

vertebrados como lagartijas y viboras, crias de raton, etc.
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Cuando se estudia el veneno del alacran, éste se separa en varias fracciones que son
ensayadas independientemente con el fin de encontrar toxicidad especifica contra

insectos, crustaceos o mamiferos, (Possani, L.D., et al., 1992)

De acuerdo a nuestra experiencia en el laborato rio podria decirse que, gencralmente si
su veneno es ligeramente toxico a mamiferos, es mds activo contra insectos yfo
crusticeos.

1.5 Distribucién en el mundo

Son practicamente habitantes de toda la masa terrestre, a excepcion de la region

Antartica: Escandinava (Noruega, Suecia, Dinamarca, Finlandia e Islandia) y

Groenlandia.

ANTARTIDA o .
O Figura 3. Muestra las regiones del mundo en
donde No habitan alacranes. (Enciclopedia
Encarta, 2000)
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1.6 Distribucién de alacranes en México. En México han sido registradas 221
especies de alacranes perienccientes a varos géneros, de las cuales solo 7 poseen
verieno de importancia médica. Las cifras sefialan una incidencia de hasta 200 mil

picaduras y 310 muertes anuales (Dehesa-Davila M., Possani, L.D., 1994).

De acuerde con el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), Institucién de
Asistencia Médica Publica de México, de 1990-1995, se registraron 327,000 casos de
picadura de alacran, y de ¢sos casos 7,799 ocurrieron en el Estado de Jalisco, por eilo
ocupa el segundo lugar de alacranismo en tods la Repiblica Mexicana, tan  solo
superado por Moreles con un valor promedio reportado de 117, 820 casos al afio.
{Universidad Autdnoma de Guadalajara, 2001).

En el estado de Jalisco habitan las siguientes cuatro especies: Centruroides noxius €0
los limites con Nayant, Centruroides elegans €0 la vertiente de! Pacifico, Centruroides

limpidus tecomanus €0 la costa sur limitrofe con Colima ¥ Centruroides infamatus

infamatus €N toda 1a zona centro del estado.
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Flgura 4 Mapa de Ia Repubhca Mexxca na que muestra en c1rculos, la distribucién de
alacranes més peligrosos del género Centruroides: &0 México. (Enciclopedia Britanica,
19%4).

En lo que va del presente afio 2001, hasta septiembre, Jalisco ha reportado 22, 424
accidentes por picadura de alacrén, seguido de Maorelos con 17,785 casos, Guanajuato

con 13, 599 casos, Guerrero con 11,696 casos, Puebla con 8,320 casos y Nayarit con
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8,246 casos entre ellos seis decesos { Dr. Andrés Remero Pérez , Jefe del Departamento

de Vectores de la Secretaria de Salud de Nayarit (SSN), 2001)

I C. elegans —Jalisco, Nayarit, Oaxaca, Guerrero y Centro
I C. elegans elegans - Guerrero, Sinaloa, Islas Marias
HI.  C. elegans insularis -Guerrero, Sinaloa, Islas Marias
V. C. infamatus-- zona centro
V. C. infamatus ornatus- zona centro
Vi. C limpidus -—zona centro
VIl. C. limpidus limpidus —Guerrero, Puebla, Maorelos, Edo. Méx.
Vit C. limpidus tecomanus—Colima- México.
IX. C. noxius-—Nuayarit y Sinaloa
X C sculpuratus— alacran letal- N. Sinaloa-Arizona
XL C santa maria-zona norte
Xl C suffusus —Durango
XL C. suffusus suffusus - Durango, Zucatecas v Sinaloa
XV, C suffusus chiaravigli

Figura 5. El cuadro enlista las especies mas venenosas del género Centruroides
con presencia en México de todas ellas (Enciclopedia Encarta, 2000}

La alta peligrosidad dei veneno del alacrdn radica en la presencia de neurotoxinas
especificas que actian sobre los canales idmicos de sodio, potasio, calcio y cloro
dependientes de voltaje de las membranas excitables. (Possani, L.D., Becerril, B., et af.,
1999). Saber ésto, nos lleva a considerar la importancia de conocer més a fondo el
mecanismo y funcionamiento bioldgico de las toxinas, ya que sabemos que los canales
i6nicos gobiernan el potencial eléctrico de las membranas celulares que se encuentran

en todos los seres vivientes.

El veneno del alacran, es resultado de un complejo mecanismo evolutivo empleado por
esta especie para su supervivencia, estudiarlo ha permitido conocer su composicidn
quimica y se han elaborado sueros eficaces, como el polivalente, que contrarresta la
toxicidad del veneno de especies tan peligrosas como las que habitan en México

(Dehesa-Davila y Possani, 1994)
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En México se utiliza el suero polivalente antialacrén de Centruraides, producido en
caballos tras la inyeccidn de un macerado de glindulas venenasas, que funciona como
antigeno, preparade de las cuatro (4) especies de mayor importancia médica a saber {C.
noxius, C. L limpidus, C. {. tecomanus y C. suffusus suffusus). El suero obtenide es
digenido y liofilizado. Este antiveneno reacciona cruzadamente y protege contra 1odas
las especies venenosas del pais, Existen dos productores de suero que protege contra las
especies de Centruroides: Laboratorios Bioclén y Gerencia general de Bioldégicos v

Reactivos, Health Ministry,. (Dehesa-Davila M., Possani L.D., y col., 1994),

De los venenos de alacrédn se han aislado péptidos tdxicos hacia muchas especies como:
mamiferos, insectos, y crusticeos { Possani L.D., y col., 1992 ) que han servido para

elucidar el funcionamiento de muchos mecanismos, nerviosos y membranales.

El hacer la caracterizacion quimica del veneno de alacran ha permitido €l entendimiento
del mecanismo de accién de las toxinas y ha proporcionado herramientas biol6gicas
para investigar muchos procesos fisiol dgicos que se dan en el orden molecular.

El veneno de alacrdn esta constituido por una gran variedad de compuestos, y se define
como un liquido neurotéxico de apariencia lechosa y de color blanquecino, en cuya
composicion bioquimica se encuentra lo siguiente: aminoacidos libres, sales
inorgdnicas, lipidos, nucledtidos, mucopolisacaridos, y proteinas, entre cllas pequefios
polipéptidos de diferentes pesos moleculares, que presentan neurotoxicidad a
invertebrados y/o vertebrados y algunos con actividad antimicrobiana.

Entre las toxinas recientemente descritas destacan aguellas que tienen una funcién
excitatoria en membranas {Gordon, D, Savarin, P., Gurevitz, M., and Ziin-Justin, S_,
1998) y algunas con accién depresiva en insectos. (Zlotkin, E. Guveritz, M., et al.,
1993), (Ali S.A., Stoeva S, Grossmann JG, et al., 2001).

El contenido enzimatico es pobre en comparacién con el veneno de otros animales
venenosos. Se han reportado dos enzimas, como la hialuronidasa (Cevallos M. A, vy
col., 1992), (Pessini AC, Takao TT, et. al, 2001) y fosfolipasas tipo A» (Ramanaiah M,
Parthasarathy et al.,1990), (Tan NH, Ponnudurai G., 1992}, (Cossio V. R., 1993),
(Zamudio, F. Z., et al 1997);, (Conde R, Zamudio, F. Z, Becernl B, Possani LD. 1999)
en algunos especimenes.

El veneno posee ademas, moléculas de bajo peso molecular, tales como serotonina
(Master RW.S. y col, 1963);. que causa constriccién de los vasos sanguineos en

mamiferos v se ha sugerido como un compueste preductor de dolor; la serotonina en



insectos incrementa la excitacién muscular. Algunos investigadores han encentrado
lambién, que la presencia dec scrotonina en venenes de alacranes induce contracciones
uterinas y causa abortos espontdneos en ratas de laboratorio (Simard and Watt, 1950),
inhibidores de proteasas y liberadores de hismnﬁna__ de la histamina se sabe dilata los
vasos sanguineos en mamiferos, (Chatwal G.S. y col., 1981).

De los venenos de aproximadamente 1500 especies distribuidas en todo el mundo, se
calculan a groso modo que existen alrededor de 100, 000 diferentes péptidos, de los
cuales menos de 200; (0.02%); se conocen realmente, en términos de su secuencia
primaria y funcién especifica. Se han aislado cientos de péptidos de aproximadamente
treinta diferentes especies de alacranes. . (Possani L.D., Becerril B., Delepierre M.,
al., TytgatJ., 2001).

Tabla 3. Resumen de los principales péptidos estudiados.

Canal i9nico Péptidos #de # de puentes
que afectan aislados aminoacidos disulfuro
Na" 85 60-70 4
K* 51 23-42 164

CI 1 36 4
Ca™ 3 33-104 a5

(Possanmi L.D., Becerril B, Delepierre M., and Tytgat J., 2001)

De los péptidos aislados de venenos de alacrén, se tienen identificadas cuatro familias
de toxinas que interaccionan con canales iénicos de Ca ¥ Na*,K', yCI, es decir, los
péptidos toxicos interfieren con la funcién de varios de estos canales ibnicos.

Un canal iénico es una estructura proteica, intrinseca de las membranas celulares, a
través de la cual se da un intercambio de iones que es indispensable para el
funcionamiento celular (Hall, Z.W., et al., 1992).

Existen otras funciones que no han sido estudiadas, como por ejemplo, su actividad
enzimética y su papel mediador de muchos procesos membranales ( Dr. Possani,
comunicacién personal).

La determinacién de las secuencias de aminoacidos de varios péptidos de alacranes,

permitié su clasificacion y caracterizacion bioquimica, sobre la base del nimero de
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aminodcidos presentes. Entre los componentes 1oxicos encontrados, estin los péptidos
de cadena corta, media y larga, los cuales reconocen especificamente canales iénicos.

Los péptidos de cadena corta {con 31-39 aminoacidos residuales y con tres o cuatro
puentes disulfuro), son especificos contra canales idnicos de potasio, K™ y C I (Carbone
1982, Miller 1985), (Froy., et al., 1999; Becernl er al., 1997, Zhu et al., 1999a). Los de
cadena media (con 60 a 70 aminoécidos residuales), actiian sobre canales énicos de
sodio, Na'(Catterall, W. , (1980)} y ademas existen péptidos que actilan sobre canales
de Ca®* (Valdivia y cols., 1988), y los que actiian sobre canales de cloro (Debin., 1993;
Lippen y cols., 1995 ). De los péplidos toxicos de cadena larga, que afectan canales de
sodio Na” han sido caracterizados tres grupos farmacelégicos de los cuatro enc ontrados
cn el alactan chino Buthus martensii Karsch (Bmk). El pnimer grupo incluye toxinas o,
que afectan a mamiferos y/o insectos a través de una lenta inactivacién del canal de
sodio (Na+), (Xiong ef al., 1997; Ii et al., 1996}, el segundo grupo representado por las
toxinas f que afectan la activacidn del canal de sedio. el tercer grupo incluye toxinas
depresoras selectivas para insectos, las cuales inducen paralisis Mlacida progresiva, y el
cuarto grupo contienc toxinas excitatorias selectivas las cuales causan ripida paralisis
contractil después de la inyeccidn en insectos {Xiong ef al., 1999). Los péptidos de
cadena larga (con actividad residual de fosfolipasa} mostraron afectar el pegado de
ryanodina al canal de calcio (Caz'), en preparaciones vesiculares de reticulo

sarcoplasmico (Cossio y col., 1993) y (Zamudio. F. 2,y col. 1997).



1.7 FOSFOLIPASAS Y SU CLASIFICACION

Las fosfolipasas son una clase heterogénea de enzimas que catalizan la hidrélisis de los
enlaces tipo éster de los fosfolipidos de las membranas celulares, para liberar acidos
grasos.

De acuerdo al mecanismo especifico de ataque, para une u otro enlace éster, se han

clasificado como Al, A2, B, C, 6 D (Lehninger A.L., 1998).

Fosfolipasa A,
o

Fosfolipasa B

0 Fosfolipasa A
O
s |
Hy C O™ lP 2 Qeemenmenne X
O osfolipasa D

Fosfolipasa C

En los fosfolipidos, los tres grupos hidroxile primarios del glicerol estdn esterificados,
Ry y Rz son cadenas hidrocarbonadas en las posiciones 1 y 2 del esqueleto del glicerol,
Figura 6. Estructura quimica del fosfolipido y la clasificacion de las distintas

fosfolipasas, de acuerdo a la posicién del enlace del éster que hidrolizan.



Fosfolipasas A,.

Son aquellas que hidrolizan el éster en la posicién 1, dejando un lisofosfoglicérido y un
acido graso libre. Se puede encontrar en procariontes y eucariontes. Las enzimas A,
solubles que se cncuentran en lisosomas y en el citoplasma tienen un pH éptimo
acido, mientras que. el pll de las que estdn unidas a membrana es basico La actividad
hidrolitica de PLA( soluble (que sc encuentra en el citoplasma) no es inhibida por Ca’”

- . -
mientras que las enzimas unidas a membranas son estimuladas por Ca~” .

Fosfolipasas tipo A,

Son enzimas que especificamente hidrolizan el enlace éster de la posicion 2 de los
fosfolipidos, desplegando marcada actividad hacia lipidos laminares y agregados
micelares, ambos de membrana y otrus de wnterface lipido -agua, liberando acidos grasos
y lisofosfoglicéridos, son termoestables a pH icidos y requieren concentraciones
milimolares de calcio para llevar a cabo su actividad son resistentes a agentes
desnaturalizantes conticnen 6 ¢ 7 enlaces disulfuro, que contribuyen a su estabilidad.
Tienen masas moleculares bajas de 12 a 18 kDa, (Farooqui A.A., Yang HC.. and
Horrocks L. et «f . 1997).

Fosfolipasa tipo B.

También conocida como lisofosfolipasa, estAn ampliamente distribuidas en organismos
procariontes como eucariontes. Su concentracion es alta en pulmén intestino, higado
bazo y pancreas de rata, no requieren de Ca®" para su actividad y son inhibidas por
detergentes Las lisofosfolipasas catalizan la hidrolisis del grupo acilo de los
lisofosfoglicéridos, dando lugar a un 4cido graso y un glicerol 3 fosfato (Rosenberg,
P., 1990)

Fosfolipasa tipo C

Catalizan la hidrolisis de fa unién entre el diacilglicerol y el &cido fosférico, dando
como productos diacilglicerol y derivados fosfatados de la base. Las PLC difieren en
cuanto a la especificidad del sustrato, variando de enzimas que hidrolizan la mayoria de
los fosfolipidos y otros que sélo actian en fosfolipidos especificos. La esfingomielasa
es una PLC ya que actia sélo en esfingomiclina y la fosfatidil inositolinasa que actia

sobre fosfatidil inositol
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Fosfolipasas tipe D.

Su accion es eliminar el grupo de la cabeza polar, dejando dcido fosfatidico libre
(Lehninger, A.L.1985) Esta fosfolipasa es la que se cncuentra en mayor abundancia en
tejidos vegetales. También se encuentra en bacterias y mamiferos, donde interviene

alterando las cabezas polares de los fosfolipidos de membrana.

1.8 Fosfolipasas tipo A, distribucién y abundancia.

Las proteinas encontradas en toda la naturaleza, con actividad fosfolipasa lipo A, han
sido clasificadas en once grupos (1-XI), y se siguen cuatro criterios para su
clasificacion dentro de éstos grupos { Six, A.D., and Dennis, E.A., ¢t al., 2000}.

|.-La enzima debe catalizar la hidrdlisis de! enlace éster de la posicion 2 de un substrato
fosfolipidico natural, es decir actividad especifica razonable, aunque la enzima pueda
también tener otras actividades,

2 -La secuencia completa de la proteina madura debe ser conocida, para poder asignarle
un grupo.

3.-Cada grupo puede incluir wodas aquellas enzimas que por homologia de secuencia
sean identificables con el grupo.. si son de la misma especie con subgrupo de letra, sin
embargo, homologos de diferentes especies pueden ser clasificados en el mismo
subgrupo .

4.-Variantes en el sitio activo catalitico seran distinguidas por ndmeros arabigos dentro
del mismo subgrupo.

En los sistemas animales, las fosfolipasas tipe A, se activan en respuestaa hormonas, ¥
a factores de crecimiento, que estan relacionadas con un amplio nimero de tipos
celulares. Las PLA, extracelulares participan en diversos roles, que incluye la
agregacion plaquetaria. Muchas de éstas fosfolipasas A presentes en los venenos de
insectos y artropodos comparten caracteristicas entre si, como un bajo peso molecular
de 12000 a {8000 Daltones, varios puentes disulfuro de 4 a 8, y una caracteristica muy
importante dependen de Ca™ o de un cation divalente para llevar a cabo su actividad.
Otra forma de clasificar a las fosfolipasas ha sido por medio de su patrdn de cisteinas,
donde dos caracteristicas son evidentes, la regidn del sitio activo (-CCxxHDxC) y el
asa de unidn a calcio (-W/YCGxG-), (Scot et al. 1990), su peso molecular, su
secuencia aminoacidica, su dependencia por e Ca® y su localizacién dentro de la

célula.
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Modelos detatlados de! mecanismo catalitico han sido propuestos y las bascs
estructurales de otros aspectos de la funcion, como la activacién mterfacial y la
actividad farmacoldgica estan aiin siendo discutidas (Ami, R.K. and. Ward, R.J 1996).
La mvestigacién se ha acrecentado recientemente debido a los estudios computarizados,
las investigaciones gendmicas, la técnica de PCR. y las  busquedas de bases
nucleotidicas, que han permitido la clasificacién de 11 grupos de PLA;, con un total de
23 subgrupos { Six, A.D.. and Dennis, EA. eral., 2000).

Estan ampliamente distribuidas en la naturaleza en organismos vivos, tanto
mtracelularmente como extracelularmente. Pertenecen al grupo de enzimas mis
pequenas, encargadas de realizar funciones fisiologicas vitales y que han sido aisladas
de un amplio nimero de fuentes como: venenos de ammales ponzofiosos; viboras,
abejas. abejorros, lagariijas, algunos alacranes, mamiferos, pancreas de mamifero;
pulmon, mucosa gastrica, higado, bazo, macréfagos alveolares, intestino, membranas,

corason placenta y cerebro (Betzel, C., er al., 1999).

A la fecha ocho distintas fosfolipasas tipo A; de mamiferos han sido clonadas y
clasificadas en los grupos 1, 11, V, y X. Aunque el rol biolégico de cada una de éstas
enzimas no estd realmente claro. Las fosfolipasas PLA > han sido implicadas en varios
mecamsmos lisiolégicos, asi como también en funciones pato fisioldgicas incluyendo
digestion de lipidos, proliferacién celular, neurosecrecién, liberacién de lipidos
mediadores de la inflamacién, defensa antibacterial, cincer y en enfermedades de tipo

inflamatorio o autoinmunes ( Six, A.D., and Dennis, E.A., et al., 2000).

Las enfermedades neurodegenerativas podrian estar asociadas con la actividad
fosfolipasa ya que una prolongada actividad fosfolipasa podria daiar la integridad de las
membranas, no solamente por la pérdida esencial de fosfolipidos de la bicapa lipidica,

sino por el influjo incontrolable de calcio intracelular Ca =

Un incremento del nivel de calcio Ca ** intracelular, podria ser responsable de una
mayor lipdlisis, protedlisis y fragmentacién del DNA. Este proceso, acompanado por la
acumulacién de productos de la peroxidacion de lipidos pqdria estar asociado con la
neurodegeneracién en trauma neural agudo y en enfermedades neurcdegenerativas.

{Farooqui, A.A., Yang, Hsiu-chiung, Horrocks, L. 1997). Los preductos de hidrolisis de

las PL.A; son Acidos grasos y fosfolipidos.
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Los 4cidos grasos liberados como ¢l dcido armquiddnico (AA) y el acido oleico( AQ),
son importantes reservorios de energia y en el caso del acido araquidénico (AA). éste es
usado como precursor para la sintesis de eicosanoides; {prostaglandinas. tromboxanos v
leucotrenos); que estin encargados de modular la contraccidn muscular, el stress
localizado y las respuestas inflamatorias.

Los lisofosfolipidos son importantes en sefializacidn celular. remodelaje y perturbacion
de membrana,

Las fosfolipasas PLA; forman parte esencial de diversos procesos biolégicos tales como
el intercambio de los fosfolipidos en las biomembranas, 1a digestién y la produccidn de
acidos grasos libres; (en los fagosomas); la neurotoxicidad y la citotoxicidad, {en
venenos de animales ponzodiosos y de hongos venenosos), en los procesos
inflamatorios, y en la reaccidn inmunitaria y antimicrobiana (fosfolipasa encontrada en
ratén), (Valentin, E., Ghomashchi, F, er al , 2000}

Entre las fosfolipasas tipo PLA. existen numerosas familias estructurales con
diferencias fisicoquimicas marcadas, ésto es, estado de agregacién {monoméricas o
diméricas), su espccificidad por el substrato, y punto isoeléctrico,

Las fosfolipasas catalizan reacciones en la interfase lipido-acuosa de¢ la membrana
celular y la actividad fosfolipasa es mucho mas afin sobre substratos agregados como
monocapas, bicapas, miscelas membranales y vesiculas en comparacion con substratos
solubles mononucleares y dispersos, éste fendmeno se denomina activacion interfacial,
Las diversas fosfolipasas PLA; que se han descubierto ¢n la naturaleza, han sido
clasificadas con respecto a su patron de cisteinas, su peso molecular, su secuencia de
aminodcidos, su dependencia por el calcio y su localizacidn dentro de 1a cél ula, (Dennis,
E. A, et al., 1997).

Con |a secuencia del genoma de muchos organismos y con el proyecto genoma humano
terminado, muchos mas genes PLA, homélogos, serin seguramente descubiertos y tal
vez mas nuevos Grupos de PLA; serin agregados y serd posible un mejor entendimiento
de las fosfolipasas y su diversidad en la naturaleza.

Actualmente se cucnita con la siguiente clasificacién de fosfolipasas ( Six, A.D., Dennis
E.A,, et al., 2000).

A continuacién sc presentan las siguientes dos tablas de la mis reciente clasificacion de

fosfolipasas tipo A
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La clasificacidn de la tabla 4 se basa en las siguientes caracterisiicas

Son lipif:as‘ fosfolipasas pcqucﬁas y extracelulares ( PLA,s) el 1amano varia de 12 -18
kDa. ‘ '

Requieren concentraciones milimolares de Ca” para Hevar acabo su actividad.
Presentan un sitto activo formado por el par histidina y aspartico.

Los grupos V y X estan hstados después de 1os grupos I y [ por su cercana homologia
con muchos residuos conservados incluyendo 6 puentes disulfuro, un aminecacido

histidina y dos aminoacidos asparticos.



Clasificacion de Fosfolipasas.

Tabla 4

Fosfolipasas A; que utilizan una histidina catalitica.

36

Grupo Fuente | Tamaio | Puentes Carboxilo | Enzima
Inicial ¢ {(kDa) | disulfuro| Regién Terminal | arquetipo
‘ Extensidn
1 A |Cobra, crotalo 13-15 7 11-77 - cobra
P&ncreas humano 13-15 7 11-77 - Humano
B
II {A |Fluido sinovial 13-15 7 50-137 7 Humane
Humano, Plaquetas/
veneno de viboras
crbtalo
B | Vibora Gabon 13-15 6 50-137 6 Vibora
Veneno
C [rata, testiculo ratén |13 8 50-137, 7 Raton
y 86-92
D |Humano. pancreas ' 14-15 17 0-137 |7 Humano
ratdn, bazo i ]
E |Humano, cerebro 14-15  '7 530-137 7 Humano
ratén, corazon, '
utero.
F §Testiculo raton, 16-17 7 50-137 30 Ratén
embrion,
A corazon mamifero, |14 6 - - Humano
pulmén
X Bazo humano/ timo/ | 14 8 11-77. 8 Humano
leucocitos 50-137
I Abeja/monstruo de | 15-18 ) - - Abeja de
cuentas /alacrdn miel
IX Veneno de caracol |14 6 - - Caracol
manno
XI [A |[Retofio de arroz 124 6 - - arroz
verde(PLA2-)
B | Retofio de arroz 12.4 6 - - arroz
verde(PLA2-T)

Segin { Six, A.D., and Dennis. E..A., et al., 2000)




Tabla # 5. Fosfolipasas que utilizan una serina catalitica.

{Grupe | Fuente general f?Nombres“'I’—a-m_r- Ca™ Caracteristicas |
i | alternos |afio efectos
; ! kDa !
VT TA|Ceélulas Humanas — 937:cPLA;a 85~ <uM C2 dominio, |
- /plaquetas RAW264.7/ ":traslocacion de | Regulacion  «
: . rifdn de raton W { membrana B-hidrolasa
' | ! | fosforilacidn
: |_ L ) regulada
' 1B TPancreas humano/ higado/ | cPLA; p [T14 |<pM;  ~ [C2 dominio a|
‘ ' corazon/ cerebro rtrastocacion  de [ B-hidrolasa
N L _l_‘  membrana. | _
C Corazdn humano f cPLAzy 161 | - o B-hidrolasa
., jmisculoesqueléetico | | 1 SN S
Vi A-11P188D macrofagos, CHO WPLA: o) 84- 1 - Empalme corto.
iPLAX-A |85
£ 7 TAl2]Linfocitos B Thumanos, |[IPLA;-B|88- | T - ~  |Empalmelargo
bazo 90
" "B |Corazén humano/ musculo |1 PLA;y |88 — = |Enlace  de|
i esquelético 0 1 membrana
il l [rLas2
VIl |A [Humano/ raton/ porcino/| PAF-AH|45 | = 7 |Secretada o p-
i plasma bovino. hidrolasa
* 7 "B [Humano/ bovino /higade/ PAF-AH 40 =~ " [intracelular
¢ nién (1)
|[VIIi |A | Cerebro humano PAF- 26 - Intracelular
‘ AHIb o, proteina G
' subunida foldeada
‘ d o
| trimero |
[ |B |Cerebro humano PAF- 260 T - JActva  como]
AHIb o, heterodimero o
como
homodimero

Segin (Six, A. D., Dennis, E. A, et. al,, 2000)

L a clasificacién de la tabla § se basa en el siguiente criterio:

Son fosfolipasas de mayor tamafio de un rango de 26-114 kDa aproximadamenie.

Son enzimas intracelulares.
Utilizan una serina catalitica

No presentan puentes disulfuro.
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las fosfolipasas tipo A estin prescntes en el veneno de vertebrados como e
invertebrados, pueden ser los componentes mas abundantes del venenc como en las
viboras, o el menos abundante como en los alacranes.

Pucden tener funcion digestiva y tdxica. Solamente algunas de ellas exhiben una
tremenda variedad de toxicidad. en algunas es dificil medir su actividad ca talitica peru
ain asi son téxicas. Algo mas de 150 fosfolipasas aistadas de venenos han sido
caracterizadas, {Valentin, E.. and Lambeau, G. 2000), 1a mayoria de viboras. Estudios
con fosfolipasas aisladas de venenos (vPLA;) han demostrado poseer potentes cfectos
farmacoldgicos desde neurotoxicidad hasta proliferacién celular, actividad antibacterial
y HIV-1 antiviral. Paramo L., er ol (1998) , Fernand D., ef al. {1999): Kini R M. er al..
(1997).. Kini R.M.. er a.f,(1989).

Los primeros trabajos sobre fosfolipasas se llevaron a cabo en el veneno de la serpiente
RBungarus muldticintus con el aislamiento de la  toxina B-bungarotoxina. Esta toxina es
heterodimérica formada por una subunidad larga de 120 aminoédcidos (aa) y subunidad
pequefia de 61 aminoicidos (aa). unidas por un puente disulfuro (Kondo, K. ef af..
{1982a).

Se han descubierto isoformas de la f-bungaroioxina, en el veneno de ésia serpienic
{Kondo, K. er al., (1982h).

Las PLA; fosfolipasas de venenos de invertebrados son proteinas ricas en puentes
disulfuro, pero tienen una estructura primaria distinta de los mamiferos y de las

serpientes por ello han sido clasificadas en los grupos III y IX .

Han sido encontradas en abejas, alacranes, medusas, y venenos de caracoles marinos.
La fosfolipasa de la abeja es la mejor estudiada, es por ello que se propone como el

arquetipo de la fosfolipasas del grupo I11.

La clonacién de la fosfolipasa de humano, ha revelado diferencias importantes con el

grupe I y I, aunque el sitio catalitico es similar a ese grupo.

Fosfolipasas que siguen el arquetipo de la fosfolipasa de la abeja, han sido aisladas del
veneno del saurto Heloderma horridum horridum (Sosa, Alagdn, Possani, (1986). lo
que arroja una fuerte evidencia que indica que las fosfolipasas del grupo tres [T PLA; se

encuentran ¢n verniebrados y también en invertebrados.



En los ultumos tres afios. ta bisqueda sistematica de PLA homélogos, en bases de
datos nucleicos ha permiudo la clonacidn de nuevas fosfolipasas. {Cupillard, L.,

Koumanov, K., Mattéi, M. G., Lazdunski, M., y Lambeau, G., 1997)

El uso de bases de datos permitid la identificacién de la secuencia gendmica humana

que desplegé una homologia significativa con las fosfolipasas del grupo III.

H-ANTECEDENTES.

2.1 Fosfolipasas y el veneno del alacran Hadrurus aztecus.

La actividad fosfolipasa ya ha sido descrita en numerosos venenos de animales, sin
embargo el estudio de actividad fosfolipasa en alacranes nicié apenas hace algunos
afos. Se cuenta con pocos estudios de venenos de alacran con actividad fosfolipasa.

La caractenzacidn bioquimica de la actividad fosfolipasa inicia en el grupo del Dr.
Possani de fa UNAM con el trabajo del alacran Hadrurus concolourus., (Cossio, B. R,
1993}, y continua con el estudio del veneno del alacrin Pandinus imperator endonde se
encontraron dos péptidos con actividad residual fosfolipasa, ambas heterodimérncas y
dependientes de Ca’’, la Imperatoxina I, (Zamudio F. Z., y col. 1997}, y la fosfolipina,
otra fosfolipasa encontrada en el veneno del alacran Panduns imperator {(R. Conde,
F.Z. Zamudio, B. Becerril, and L.D. Possani, 1999}, estudios que permitieron, el
reconocimiento formal dentro de la gran gran familia de fosfolipasas, ya que son las
primeras secuencias completas reportadas (Six, A.D., Dennis A.E. 2000).

En la literatura, se menciona que existe actividad fosfolipasa en los siguicntes
alacranes :

Heterometrus bengalensis, (Kar P.K..., and Sarangi B., 1986),

Heteromeirus fulvipes, (Ramanaiah y col., 1990),

Androctonus mauretanicus (Lazar, N. y Ghalim, M., 1998).

Desgraciadamente no se hace mencién de secuencia o algin otro dato.

Dentro de la gran familia de fosfolipasas distribuidas en toda la naturaleza, las
fosfolipasas de alacranes han quedado clasificadas en el grupo 111 PLA; por homologia
de secuencia aminoacidica, junto con las fosfelipasas encontradas en veneno de abeja
Apis melifera . (Shipolini R.A., er al ,1976), y en el abejorro Bombus pennsylvanicus ,
(Hoffman D.R., 1994), monstruo de Cuentas , Helodermea horridum horridum, y veneno
de medusa, y recientemente clonada, una fosfolipasa de humano (PLA ;). Segin lo

muestra ta tabla No.4, ( Valentin E,, and Ghomashchi F., 2000).
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Con éstos antecedentes se inicid la busqueda de fosfolipasas en el veneno del alacran

Hadrurus aztecus.

11L-OBJETIVO

El presente trabajo tiene como objetivo, aislar, purificar y caracterizar bioyuimicamente
péptidos con actividad fosfolipasa del veneno del alacrin mexicano Hadrurus aztecus,
mediante la sigwiente estrategia. -

| .-Purificar del veneno del alacran Hadrurus aztecus el péptido o pépudos que tengan

actividad fosiolipasa.

12

. -Caracterizar quimicamente el péptida con actividad fosfolipasa.

3. -Determinar la estructura primaria del péptido con actividad fosfolipasa.

4, -Determinar ¢! peso molecular por espectrometria de masas.

5. .Con la informacién obtenida, comparar las secuencias con lo reportado en la

literatura.
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IV.-Metodologia.

Se usaron reactivos grado analitico marca Millipore y Beckman para el andlisis de
secuencia y Sephadex G-50 (medio) marca Pharmacia Fine Chemicals hecho en Suecta.
Se utilizaron disolventes grado HPLC en la cromatografia liquida de alta presion. Solo
agua tetradestilada fue utitizada.

4.1 Recoleccidon

Los alacranes Hadrurus aztecus se capluraron en ¢l Estado de Guerrero, cerca de [guala.
Fueron llevados al laboratorio y se mantienen vivos,

4. 2 Extraccion del veneno vy liofilizacion.

El veneno crudo se obtiene en el laboratorio por estimulacion eléctrica del telson de los
alacrancs colectados. Los especimenes fueron anestesiados con anhidrido carbdmico
(CO;) antes de la extraccién. El veneno fue recuperado cn agua tetradestilada y
centrifugado por 10 minutos a 4° C a 18,000 g en centrifuga Beckman. El sobrenadante
fue liofilizado y almacenado a -20° C.

Una vez liofilizado el veneno, es un polvo blanco seco que puede ser guardado
indefinidamente a —20 °C., sin perder sus propiedades toxicas o descomponerse, hasta

su uso posterior (Stahnke, H.L. et al., 1978).

4.3 Determinacion de la actividad fosfolipasa

Para la determinacién de la actividad fosfolipasa se prepararon placas de agar -yemna de
huevo de acuerdo a la técnica de {Haberman, E., Hork, K.L., 1972).

A) Se mezclan 12 ml de yema de huevo fresco, con 36 ml de disolucién de
NaCl 0.86% y se centrifuga a 3500 rp.m. por 5 minutos. Se descarta el
precipitado. El sobrenadante es guardado para su uso inmediato, en hielo. Si es
necesario se puede almacenar por una ¢ dos semanas a -20°C, siempre y
cuando se congele inmediatamente después de prepararlo.

B) Disolver 0.3 g de agarosa en 50 ml de 50mM de Tris-HCI pH=7.95 en un bafio
de agua hirviendo o un minuto en el horno microondas.

C) Preparar 100 mi de disolucion de CaCl; 10 mM.

Se mezclan 0.5 ml de A) con 50 mlde B) y 0.5 mlde C).
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inmediatamente antes de que se enlric se vacia aproximadamenie 15 ml de la mezcla en

cada caja de Petri, para obtener geles de aproximadamente 0.2mm de espesor, que son

enfriadas a temperatura ambiente.

Una vez que s¢ encuentran a lemperatura ambiente las cajas de Petrd, se les hace una
serie de pozos o perforaciones de 2mm de didametro, que son lUenados con 3ug disuclos
en 3pl de agua tetradestilada, como cantidad minima de muestra del veneno o de las
fracciones a probar. Se incuban tapadas, por aproximadamente 2 hrs, transcurrido el

tiempo, la actividad fosfolipasa se traduce en la aparicion de una halo transparente

alrededar del pozo.

4.4 Procedimiento de purificacion.

Scparaciones cromatogrificas para la purificacién del veneno del alacran

Hadrurus aztecus.

4.4.1Cromatografia por Exclusion Molecular.

Una vez licfilizado el veneno. se somete a una cromatografia por filtracién en gel o
exclusion molecular. Se empacd por gravedad una columna de 2m de targo por 0.9 ¢m
de didmetro con resina Sephadex G-30 medio marca Pharmacia Fine Chemical
(Suecia). La columna se equilibré con una disolucion ameortiguadora de acetato de
amonio 20 mM a pH=4.7, por |2 horas.

El veneno liofilizado fue disuelto en | m! de agua tetradestilada y centri fugado por 15
min. a 10, 000 revoluciones por minuto. Se aplico el sobrenadante a la columna, con un
flujo de 15 ml por hora, y la columna fue corrida con amortiguador Buffer 20mM de
acetato de amonio, pH 4.7. Las fracciones fueron colectadas automéaticamente con un
colector marca Ultrorac®, 2070 LKB (BROMMA),

Se colectaron fracciones de aproximadamente 2.5 ml que son  monitoreadas
automaticamente a una longitud de onda de 254 nm. Aparte se hicieron lecturas a
280nm en espectrofotémetro Beckman G50., para construir la grafica.

4.4.2 Cromatografia liquida de alta presion en fase reversa.

(RV-HFPLC)

Se utilizé siempre para las cromatografias liquidas de alia presion en fase reversa un

cromatégrafo Waters 600 E equipado con detector de onda variable y pantal la digital.
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Se utihizaron siempre las mismas disoluciones:

Disolucion A : Agua con (.1 2% de acido tnfluoro acético (TFA)

Disolucion B : Acetonitnlo con 0.1% de acido trifluoro acético {TFA

Lo que varié en las cromatografias fue el gradiente utilizado de acuerdo a las
condiciones de la muestra, el tipo de columna utilizada C)x semipreparativa y Cig
analitica. asi coma el flujo de la columna de 2 ml y de 1ml segin la columna utilizada
respectivamente.

4.5 Determinacién de estructura primaria.

l.a determinacién de la secuencia de aminodcidos se realizé en un  secuenciador
automatico marca Beckman LF 3000 Sequencing System * adaptado con System Gold
Micro HPLC™, que utiliza la Técnica de Degradacion de Edman de forma automatica
{Edman, 1960).

4,5.1 Reduceidn.

La muestra fue reducida con DTT (ditiotreitol), y disuelta en solucién amontiguadora
Tris-HCI 50 mM, a continuacién la solucidn fue purgada con corriente de N> por 10
minutos, e inmediatamente se le adicioné 10 pl de 0.01M de DTT y se calenté por 15
minutos a 55°C.

4.5.2 Digestiones enzimiticas

Con el fin de determinar la secuencia de amino#cidos internos.

a) Proteasa Vg

La digeston proteolitica se realizé al usar la proteasa Vg de Staphilococcus aureus
marca Bochringer Mannheim. Una muestra de 25 pg de fosfolipasa se disolvié en
1061 de bicarbonato de amonio 0.1M, se agregaron 21 g de proteasa Vg, y se incubd a
37° durante 4 horas. A continuacién se le agregd 10 ul de ditiotreitol (DTT) (1mg/ml),
se burbujeé con gas nitrégeno por 5 minutas, se tapd, se incubd a 55° C por 15 minutos
¢ inmediatamente se purificé en RV-HPLC con una columna C; fase reversa analitica.
Los péptidos separados se enviaron a secuenciar.

b)Digestién con Lys-C

Una muestra conteniendo de 25ug de fosfolipasa se disolvid en 100pl de disolucién
(Tris 50 mM con ImM de EDTA a pH 6.5), a continuacién s¢ adicionaron 2pl de
enzima-Lys-C, se incubd a 37° C du'r‘;mte cuatro horas. Posteriormente se agregaron 10
ptl de ditiotreite] (DTT) de concentracién Lmg/ml, se burbujeb con gas nitrégeno por 15

minutos, y finalmente se incubd a $5°C por 15 minutos € inmediatamente se hizo pasar
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por cromatogralia liquida de alia presion, con una columna Cg fase reversa analitica,

Los péptides obtenidos se enviaron a secuenciar,

4.6. Bromuro de ciandgeno,

1. - Se disolvieron 30 mg de CNBr {(Bromuro de cianégeno) en 210 pl de acido fdrmico
al 98%, se adicionan 90! de agua para obtener una concentracion final de 70% de
acido férmico.

2. - Se adiciona la mezcla anterior a 40 pg de muestra fosfolipasa, y se incuba a
temperatura ambiente durante doce (12) horas en la obscuridad.

3. -La muestra de reaccién se burbujea con N3, hasta sequedad e inmediatamente se
resuspende en agua y es inyectada en el cromatdgrafo.

4 -Se procesa a la par en otro tubo Eppendorf los reactivos sin proteina, siguiendo los
tres pasos anteriores, para ser usado como blance de reactivos.

4.7 Determinacion del peso molecular por Espectrometria de masas.

La determinacién de peso molecular se hizo en espectrometro de masas MALDI-TOF

en la Universidad de Oklahoma.

4.8 Blsqueda de alineaciones, con secuencias de proteinas,

especialmente fosfolipasas reportadas en la literatura.

Las comparaciones de secuencia se realizan con los programas de analisis FASTA y

Clustal X, al utilizar secuencias del banco de datos de programa SWISSPROT.

V.- Resultados y Discusion.

5.1 Extraccion del veneno

Se ordefiaron 70 alacranes adultos, y del veneno recuperado y liofilizade se obtuvo un
rendimiento de 106.8 mg de veneno total. Lo que correspende a 1.54 mg por alacrdn
ordefiado aproximadamente y de fraccidon Haz Il con actividad fosfolipasa 0.192 mg ¢
~192 ug por alacran.

5.2 Ensayo de actividad fosfolipasa del veneno total,

Se realizd el ensayo de actividad fosfolipasa gel agarosa- yema de huevo, con el veneno
total de Hadrurus aztecus, un control positivo a ensayo de fosfolipasa, de veneno de
Heloderma Horridum horridum y agua como control negativo. Conforme a lo esperado,
el veneno del alacran Hadrurus aztecus presenta actividad fosfolipasa, que se traduce en
ia formacién de un halo alrededor del pozo; de tamaro entre Smm y 9mm de didmetro;

en donde fue aplicada la muestra.
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por cromatografia liquida de alta presion, con una columna C|s fase reversa analitica.

Los péptidos obtenidos se enviaron a secuenciar.

4.6. Bromuro de ciandgeno.

l. - Se disolvieron 30 mg de CNBr (Bromuro de ciandgeno) en 210 pl de dcido formico
al 98%, se adicionan 90ul de agua para ohiener una concentracion final de 70% de
acido férmico.

2. - Se adiciona la mezcla anterior a 40 pg de muestra fosfolipasa, y se incuba a
temperatura ambiente durante doce {12) horas en la obscuridad.

3. -La muestra de reaccion s¢ burbujea con N, hasia sequedad e inmediatamente se
resuspende en agua y es inyectada en el cromatografo.

4 -Se procesa a la par en otro tubo Eppendorf los reactivos sin proteina, siguiendo los
tres pasos anteriores, para ser usado como blanco de reactivos.

4.7 Determinacién del peso molecular por Espectrometria de masas.

La determinacion de peso molecular se hizo cn espectrometro de masas MALDI-TOF

en la Universidad de Oklahoma.

4.8 Busqueda de alineaciones, con secuencias de proteinas,

especialmente fosfolipasas reportadas en la literatura.

Las comparaciones de secuencia se realizan con los programas de andlisis FASTA y

Clustal X, al utilizar secuencias del banco de datos de programa SWISSPROT.
V.- Resultados y Discusion.

5.1 Extraccion del veneno

Se ordefaron 70 alacranes adultos, y del veneno recuperado y liofilizado se obtuvo un
rendimiento de 106.8 mg de veneno total. Lo que corresponde a 1.54 mg por alacrin
ordefiado aproximadamente y de fraccion Haz II con actividad fosfolipasa 0.192 mg 6
~192 ng por alacran.

5.2 Ensayo de actividad fosfolipasa del veneno total.

Se realizé el ensayo de actividad fosfolipasa gel agarosa- yema de huevo, con el veneno
total de Hadrurus aztecus, un conirol positivo a ensayo de fosfolipasa, de veneno de
Heloderma Horridum horridum y agua como control negativo. Conforme a lo esperado,
el veneno del alacran Hadrurus aztecus presenta actividad fosfolipasa, que se traduce en
la formacién de un halo alrededor del pozo; de tamafo eatre Smm y Smm de didmetro;

en donde fue aplicada la muestra.
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[Veneno ensayado [cantidad |resultade]  Tamano del halo |
H h.h, Iug/spul + “Tom
H az - 3ug + 6mm ]
[Agua B smb | | -

L - I —

Tabla 6 Resultados de! ensayo de fosfolipasa previo al fraccionamiento del veneno del

alacran Hadrurus aziecus. H.h.h. se refiere al veneno de Heloderma horridum del que

se han aistado compuestlos con actividad fosfolipasa, Suvsa B.P., Alagon, A.C., et al |

(1986), H.az sc refiere al veneno del alacrin mexicano Hudrurus aztecus, ambos

presentaron actividad fosfolipasa. Por dltimo agua como control negativo.

5.3 Separaciones cromatograficas.

Cromatografia por exclusién melecular

La cromatografia de exclusién molecular mostré la separacién de 106.8 mg de veneno

total, en seis (6) fracciones denominadas Haz ( I, II [T, IV, V'y VI), cada una colectada

por scparado. Se obtuvieron 80.86 mg totales recuperados, lo que representa wi

rendimiento del 75.72%.

mg de Y%de
Numero # de)] Absorbencial Volumen fraccion. en | fraccion en
Fraccion tubos A230nm {ml) veneno total. en veneno
total.
Haz | 47-62 10.252 38 2.6 9
Haz II 63-81 ]0.302 44 13.3 12.5
Haz I1I 82-12010.275 95 26.13 24.5
Haz 1V | 121-130]0.126 25 315 3
Haz V 13i-150[0.450 50 22.5 210
Haz VI 151-170 {0,127 49 6.23 5.8

La tabla 7. Patrén de fracciones obteuidas de la cromatografia de exclusién

molecular.Se resume la cantidad de muestra obtenida en cada fraccién en mg, asi como

la cantidad porcentual con respecto al veneno total.
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FIGURA 7. Cromatograma de Ias fracciones obtenidas de la scparacién del
veneno del alacrin Hadrurus aztecus por exclusion molecular

El grafico muestra la separacion de los componentes del veneno del alacran Hedrurus
aztecus, por cromatografia de exclus-i()n molecular o filtracion en gel. los componentes

del veneno de mayor pese molecular eluyen primero.

5.4 Prueba de actividad fosfolipasa
de las seis fracciones obtenidas

por Cromatografia de exclusion molecular.

Se hizo el ensayo de actividad fosfolipasa con las seis fracciones obienidas en la
cromatografia de exclusién molecular, ésto es Haz [, Hazll, Haz 111, Haz IV, Haz V y
Haz VI.. (La abreviatura Haz. significa Hadrurus aztecus),

En cajas de Petri con gel agarosa-yema de huevo se hicieron nueve pozos de 3 mm de
didmetro estratégicamente distribuidos para evitar perfusién entre cada una de las
muestras.

Se aplicaron 3 pg disueltos en 3ul de cada una de las fracciones obtenidas en la
cromatografia de exclusién molecular, veneno total de Hadrurus azieeus, control
positivo de veneno de Heloderma horvidum horridum, y agua tetradestilada como

control negativo.



i Muestra | cantidad| resultado
|~ Venono 3ng
Total H.az +
i e
tetradestilada
i —
Veneno de 3ug \
Hhh.
Haz 1 3ug -
T Haz Il |7 3eg Y4
b m%. - 3“'72!, ol
Haz TV g -]
| Haz V 3ug - ]
Haz VI 3ug -
|

Tabla 8 Enlsa}_'o de actividad fosfolipasa de las fracciones separadas por
cromatografia de exclusion molecular del alacran Hadrurus aztecus.

Se muesira el resultado del ensayo de actividad fosfolipasa de las fracciones obtenidas
de Ia cromatografia de exclusidn molecular. En gris se resalta la fraccién Haz IT que
resultod positiva.

La fraccién Haz 11, es la tinica de las seis fracciones obtenidas, que presenta actividad
fosfolipasa, con respuesta similar al veneno total crudo de Hadrnorus aztecus y al
control positivo del veneno de monstrue de Cuentas o Heloderma horridum horridum.
Lo anteror permite confimmar y definir la presencia de actividad fosfolipasa en la
fraccion Haz 11 del veneno de! alacrin Hadrurus aztecus.

Por ser la fraccidn Haz I positiva en la prueba de actividad fosfolipasa, se procedid a la

basqueda y purificacion de los péptidos responsables de ésta actividad.

5.5 Cromatografia en HPLC

con columna C,¢_semipreparativa de fase reversa

Se recromatografiaron ~ 13.22 mg de la fraccion Haz II, con actividad fosfolipasa, en

cantidades vanables de 250 pug y 950 pg.
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Se utilizé un gradiente de 0 a 60% de B en un tiempo de 60 minutos de las disoluciones
mencionadas en metodologia.

Se obtuvo un perfil cromatogrifico compuesto de 19 subfracciones

Todas las corridas efectuadas tienen este patron, los datos y graficos son reproducibles.
Se presentan los datos de la separacién de la fraccién Haz 1l en HPLC con columna Cys
analitica fase reversa, el porcentaje presente de cada uno de los componentes, en la

propia fraccién Haz Il y en el veneno total.

# tubo Tiempo de Cantidad | A2yonm% % en
Retencion (eg) veneno total.
(min.)

1 |31.92 13.965 1.47 0.18

2 {3275 23.78 2,503 0.31

3 34.19 21.44 2.257 0.28

4 13518 107.34 11.299 [0.i0

5 3648 2.508 0264 |0.03

6 37.81 2.85 0.301 6.04

7 1385 21.07 2218|027

g8 |[39.37 104.56 11.007 (1.4

9 40.21 335.14 35278 |43

10 41.64 25.44 2678 |0.33

11 |42.52 12.68 1.335 017

12 |43.49 13.48 1419 [0.18

13 [43.94 182.7 19.232 [2.39

14 14536 5.89 0.62 0.77

15 [45.95 9.671 1.018 [0.126

16 |46.75 13.63 1.435 (0.178

17 |[47.26 28.04 2952  |0.37

18 |48.56 15.53 1635 |0.14

19 |50.16 10.26 1.08 0.13

Tabla 9. Fracciones obtenidas en Ia recromatografia liquida de alta presién en fase

reversa, de la fraccién Haz IT del veneno del alacrin Hadrurus aztecus.
La tabla muestra los datos de la cromatografia de la fraccién Haz Il del veneno del

alacran Hadrurus aztecus en cromatografia de alta presion en fase reversa (HPLC-RE)}
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con una columna C g serupreparativa [ase reversa Se inyeclaron 950 pg disueltos en |
ml de agua tetradestlada, en un gradiente de U a 60% de disolucion “B” o acetomitrilo

con 0.1% de TFA con un flujo de Zml por munute

49
03
s A
£
[d
od
<
0.0
! i 1 | | L i
o ¢ 20 30 40 50 80

Tiompo (minutos}

Figura 8 Patron cromatogrifico de Ia recromatografia de alta presién en fase
reversa de la fraccién Haz II, del venene del alacran Hadrurus aztecus.

Grifico de la cromatografia liquida de alta presion de la fraccion Haz II del veneno del
alacran Hadrurus aztecus. Se indican con nimero las fracciones positivas al ensayo de
actividad fosfolipasa.

Se utilizo un gradiente de 0 a 60% de B en un tiempo de 60 minules, con una columna

Cys semipreparativa de fase reversa, y una sensibilidadad de 0.3.
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5.6 Ensayo de actividad fosfolipasa de las subfracciones de la fraccién
Haz IL
Se hizo el ensayo de actividad fosfolipasa de las subfracciones de la fraccién Haz 11 del

veneno del alacran Hadrurus aziecus. La mayoria de las fracciones result aron positivas

para realizar el ensayo. se utilizaron 3ug de muestra de cada una,

subfraccion | resultade | subfraccion | resultado
4 ++ Il +
7 -+ 12 +++
8 + 17 ++
9 it 18 +

Tabla # 10 Resultados del ensayo de actividad fosfolipasa de las subfracciones de

la fraccion Haz II. Una cruz , (+) significa actividad ligera, (++) actividad

moderada, (+++) mayor actividad.

H b h Eon;rol negativo
Control gua-

positivo,

Figura 9
Esquema del ensayo de actividad fosfelipasa, en el gel agarosa yema de huevo de las
subfracciones obtenidas de la purificacidn de la fraccién Haz I del veneno del alacran
Hadrurus aztecus.

De acuerdo al resultado del emsayo de actividad fosfolipasa, se¢ irabajaron las

subfracciones que resultaron ser positivas y de mayor actividad.
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5.7 Purificacién de fraccién 9 a la que se le llamé fosfolipasa Azteca,
por cromatografia de alta presion en fase reversa con columna Cis
analitica, ’

Se hizo ta purificacién de la fosfolipasa azteca con nempo de retencion 40 21
Aproximadamenie 50 uy se recromatografiaron en una gradiente de 20 a2 60% de B
{acetonitrilo con 0.1% de TFA), en 40 min, con una columna C 15 reversa analitica, para

su purificacién.
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Figura 10
Grafico de la cromatografia de la purificacién de fosfolipasa azteca del veneno del

alacran Hadrurus aztecus.
S¢ muestra repurificacion de la fosfolipasa azicca . sefialada, la subfraccién que se
purific, en un gradiente de 20-60% de B ¢n 40 munutos. con columpa C g analitica de

fase reversa, corrido con una sensibilidad de 0.5. El componente se punfica en el

minuto 16.72.



En la siguicnte tabla se observa la cantidad en pg obienida en la recromatografia del

compongente 9.

Componente tiempo Cantidad %% de drea
min. BE
1 16.17 42.6 77.6

Tabla 11 Repurificacién de fosfolipasa azteca tiempo y cantidad obtenidos

5.7.1 Secuencia directa del componente fosfolipasa azteca.

Después de recromatografiar la  fosfolipasa Azteca se obtuvieron 42.6 ug. El
componente fue enviado a secuenciar y se observd que habia una seial doble durante
los primeros veinte aminoicidos, que posteriormente desaparecia, de haber sido un
contaminante este no hubiera desaparecido sibitamente, al observar con detalle la
secuencia y con ¢l antecedente de las fosfolipasas heterodiméricas encontradas en el
alacran Pandinus imperator, se hicieron los experimentos adecuados para confirmar que
era una fosfolipasa heterodimérica, es decir la muestra se redujo y alquild yseenvid a

secuenciar. Al hacer posieriores repurificaciones los datos seguian siendo los mismos.

La secuencia se alined de la siguiente for ma, 49 aminoacidos para la cadena larga y 21
aminoacidos para la cadena pequefia.

Se habia logrado determinar el amino terminal de las dos cadenas

5 10 15 20 25 30 35 40 45
TVLGT KWCGA GNEAA WYSDL GYFNN VDXCC XEHDH CDNIP AGETDYETK
1 5 10 21
STSNE CPNGV AEYTG E TGLGA

Figura 11 Fosfolipasa Azteca, determinacion de la estructura primaria, secuencia
amino terminal , obtenida de manera directa por secuenciacion automatizada de Edman.
E1 aminoacido nimero 24 asparagina, fue la primera diferencia encontrada entre las dos

fosfolipasas secuenciadas.




5.8 Purificacion de la fraccion 12, ahora Hamado fosfolipasa Hadrura por
cromatografia de alta presién en fase reversa con una columna analitica Cy
de Tase reversa.

Aproximadamente 44 ug de la fraccign 12, correspondiente al tiempo de retencién
43.94, llamada fosfolipasa Hadrura, se inyeetd al cromatografo con el fin de obtener

mayor homogeneidad, la muestra obtenida se recromatografié de nuevo .
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Figura 12 rcpresenta los cromatogramas de las purificaciones sucesivas del
componente fosfolipasa hadrura, del veneno del alacrin Hadrurus aztecus.

a) Muestra la recromatografia del componente fosfolipasa hadrura al utihzar un
gradiente de 20 a 60% de B en 40 min con la misma columna C,g analitica de fase
reversa y una sensibilidad de 0.3. b) la recromatografia sucesiva de la fosfolipasa
hadrura al utilizar un gradiente de 0-50% de B en 60 min con columna C.. de fase

reversa y sensibilidad 0.4.
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En las siguientes tablas se observa la cantidad en pg obtenidos en las recromatografias.

#de Tiempo en min | Cantidad cn pg | % de drea.
Componenies
1 19.21 26.7 60.4

Tabla 12 del grafico a). Repurificacion del componente Fosfolipasa Hadrura.

# de Componentes | Tierripo en min Cantidad en pg | % de area

1 46.40 26.26 99.22

Tabla 13 grifico b) Repurificacién sucesiva del componente Fosfolipasa Hadrura

5.8.1 Determinacién de estructura primaria del componente
fosfolipasa hadrura.

Después de la recromatografia se obtuvieron 26 ug del componente fosfolipasa
Hadrura, que se cnviaron a secuenciar y se observé que también habia una sefial doble
durante los primeros veinte aminoacidos, que posteriormente desaparecia, de haber sido
un contaminante este no hubiera desaparecido subitamente. Al observar con detalle ta
secuencia y con el antecedente de las fosfolipasas heterodiméricas encontradas en el
alacran Pandinus imper:alor, se hicieron los experimentos adecuados para confirmar que
era una fosfolipasa heterodimérica, es decir la muestra se redujo y alquilé y seenvita
secuenciar .

La secuencia se alined de csta forma 47 aminoacidos para la cadena larga y 21
aminoacidos para la cadena pequeda. Se habian logrado determinar los amino
terminales La muestra Fosfolipasa Hadrura, se envid a secuenciar v se obtuvo, de
manera directa lo siguiente:

5 10 L5 20 25 30 35 40 47
TVLGT KWCGA GNEAA WYSD [.GYFY NVDRCC REHDH CDNiP ATDYET

1 5 21

STSNE CPNGV AEYTGE TGLGA

Figura 13 Secuencia directa del componente fosfolipasa Hadrura..
Esta resaltado el aminoécido 24, que fue la primera diferencia encontrada entre las
fosfolipasas Azteca y Hadrura.

Tirosina Y para la fosfolipasa hadrura.y asparagina N para la fosfolipasa azteca.
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5.9 Secuencias obtenidas en la busqueda de actividad

fosfolipasa.

A continuacién se resume lo encontrado en las subfracciones de Haz II.

Se trabajaron las fracciones Haz 11-4, Haz I1-7, Haz [[-8 y Haz [I-17 positivas al ensayo

de actividad fosfolipasa. Las letras mas pequefias debajo de las primeras cuatro

secuencias se refieren a contaminacidn con otro compuesto del que no se lograron

separar bajo las condiciones cromatograficas.

Fraccion |T de Secuencia encontrada
Retencion
5 10
EVLPC LPCGI GD
1 [Hazll-4 35.48 TSFENY HAVTA D
TS T 1w 15 b/ SRS
YVLGT LANEA DNEAS DYGDL NYN
2 |Hazll -7 3593 DGNE X PGNV G CYD LS IGN
R i)
LNTCA NGAGN EA
3 |Hazll-8 39.47 Ge G
5 10
47.26 TVLNC GACNE
4 |HazI1-17 G L NGV
T GEA
40.21 5 10 15 20 25 30 35 40 45
5 |HazIl-9 : TVLGTKWCGAGNEAAWYSDLGYFYNVORCCREHDHCDNIPATDYETK
Hadrura Cadena larga
12 21
STSNECPNGVAEYTGETGLGA
Cadena corta Fosfolipasa do doble cadena
6 43.49
5 10 15 20 25 30 a5 40 45
Haz 11-12 | Azteca 9 | TVLGTKWCGAGNEAAEYSDLGYRNNVDRCCREHDHCDNIPAGETDYETK
Cadena larga
1 21
STSMECPNGVAEYTGETGLGA
Cadena corta Fosfolipasa de doble cadena

Tabla 14. Muestra las secuencias obtenidas de manera directa, en la bisqueda de la

purificacién de péptidos con actividad fosfolipasa. Se reportan los aminos terminales de

las subfracciones trabajadas por secuencia directa.

Las secuencias 5 v 6 son fosfolipasas heterodiméricas, es decir de doble cadena. La

secuencia de la cadena larga esta arriba y la de la cadena corta abajo.
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Con el fin de efucidar la secuencia del componente fosfolipasa Azteca, se procedid al

rompimiento enzimatico.

5.10 Digestion enzimatica.

a)Fosfolipasa Azteca.

Digestién con Lys-C y reduccién con DTT.

Se digirieron aproximadamente 8 pg de! componente fosfolipasa azteca con enzima
Lys-C y tras ¢i rompimiento del péplido. éste se redujo con ditiotreito]l e
inmediatamente se purifico en HPLC con columna analitica Cy3 de fase reversa en un

gradiente de 0-60% de acetonitrilo con una sensibilidad ¢ 0.2 con un [lujo de | mililitro

por minuto.
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Figura 14 Cromatograma de la digestion de Fosfolipasa Azteca, tas ¢l
rompimiento enzimatico con Lys-C y reduccién con DTT. Cromatografia de alta

presién en fase liquida con columna C 3 analitica de fase reversa.
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Secuencias obtenidas de los péptidos puros def componente fosfolipasa

azteca, tras la digestién con la enzima Lys-C

1 Lys-C
2 Lys-C
3 LysC
4 Lys-C
5 Lys-C
6 Lys-C
7 Lys-C
8 Lys-C

15.7

15.82
19.36
23.80
25.44
30.35
31.66
34.05

AFD

AVSAV

TVLGT

NEGTY TMMNC

STSNE CPNGV AEYTG E
WCGAGNEAAWYSDLG
FLSDI SGYFTR
FTYFTLYGNGCYNV

De la ruptura enzimatica se obtuvieron los péptidos enumerados arriba.

El péptido 2 confirmé el amino terminal,

El péptido 3 es la cadena corta o subunidad pequeda.

Con ésta digestion se pudo comprobar el amino terminal y se logré aislar el péptido

corto, datos que se habian obtenide de Ya secuencia directa. Con ello confinmamos que,

se trataba de una fosfolipasas heterodimérica.



5.10 Digestion enzimatica.

b)Fosfolipasa Hadrura

Con el fin de elucidar [a secuencia del componente fosfolipasa Hadrura, se procedio

al rompimiento proteolitico o enzimatico.

Digestiéon con enzima Vy

Se digirieron 20pg del componente fosfolipasa hadrura y una vez terminada la reaccidn
se redujo con DTT, e inmediatamente, la muestra se purificé por HPLC con columna
Cg analitica de fase reversa con una gradiente de 0-60% de acetonitrilo, con una

sensibilidad de (5, y un flujo de | ml por minuio.

O0.5— -~ 80
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~
e
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~
— Ve
= e
[ Vs (s8]
= | , =
~
od
T
o L — 0
L i | | J
O 15 30 40 (=1e

Tiempo { minutos)

Figura 15. Cromatograma de la digestion de la fosfolipasa hadrura, tras la digestion
con enzima Vy y reduccién con DTT Cromatografia de alta presion en fase liquida con

columna C |z analitica de fase reversa.
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Peptidos de la digestion con Vy

Fosfolipasa hadrura

Después de la digestion con proteasa Vi de Staphylococcus aureus, al ser secuenciados
los componentes colectados, se obtuvieron los siguientes péptidos. A continuacion se

enlhistan:

1. Vi 14.67 TKYGL KNE

Vy 2523 GTYTM MNC

Vy 27.26 TVLGT KWC GAGN (amino terminal)
Vs 29.94 TGL ¢

Ve 30.24 LGYF

Yy  31.60 AAWYSDLGYFYNVD R

Vg  36.21 KAFDK CLSDI AG

Vy 37.84 NGCYN VK

De fa ruptura enzimitica se obtuvieron los péptidos enumerados arriba.

I

El péptido 1 confirma el amino terminal.

Con la digesuon, se pudo comprobar el amine terminal, dato que se habfa obtenido de fa
secuencia directa. Con elo confirmamos que, en efecto, ese era ¢l amino terminal.

Por homologia de secuencia con la imperotoxina [ptxi de Pandinus imperator se fueron

acomodando los péptidos encontrados.

Digestion con Lys-C
Fosfolipasa Hadrura

Digestion con Lyc-C y reduccién con DTT.

Se digirieron aproximadamente 28 pg del componente fosfolipasa hadrura con enzima
Lys-C y tras el rompimiento del péptido, éste se redujo con ditiotreitol e
inmediatamente se purificé en HPLC con columna analitica Ci5 de fase reversa en un
gradiente de 0-60% de acetonitrilo con una sensibilidad ¢ 0.2 con un flujo de 1 mililitro

por minuto.
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Figura 16 Cromatograma de la purificacion del componente fosfolipasa hadrura. por
HPLC tras digestion con Lys-C y reduccién con ditiotreitol.
Secuencia obtenida de los péptidos puros del componente fosfolipasa
hadrura tras la digestién con la enzima Lys-C

1. Lys-Cl6 AFD
Lys-C19.62  TVLGT

Lys-C 23.89 NEGTY TMMNC
Lys-C 2542 STSNECPNGVAEYTGETGLGA

AN

(subunidad pequeia)
5. Lys-C31.87 WCGAG NEAAW YSDLG
6. Lys-C32.54 TPGAEN
7. Lys-C33..58 FTYFT LYENG CYNV
8. Lys-C 39.44 FLSDI

De la ruptura enzimatica se obtuvieron los péptidos anteriores.
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El péptido dos es la cadena pequeiia, es aqui donde se confirma cl amino terminal de 1a
cadena pequedia, que por secuencia direcla era una sefial doble.

Las digestiones hechas con la enzima Lys-C en ambas fracciones, €sto es fosfolipasa
hadrura y fosfolipasa azteca muesiran un patrén de digestién muy parecido. Al
efectuarse la secuenciacidn de los péptidos se encontrd que la fosfolipasa azicca
presentaba un péptido que no estaba presente en la fosfolipasa hadrura, que resulté ser
la region diferente entre ambas fosfolipasas (sefialado con una flecha). La cadena
pequefia de las dos fosfolipasas heterodiméricas es igual, por secuencia, ésto confirma
lo hallado por secuencia directa de los componentes.

A continuacion se presentan los cromatogramas de la digestién con Lys-C y se senala

la region diferente con una flecha.

02— q . R &0
Region diferente 7
<
7
e
rd
4
v 7
—_— rd
£ e
2 |~ Fosfolipasa
m
~ ¥ azteca
«I
oL X Jdo
L - |
o 0
Tiempo (minutos)
0z

Fosfolipasa
hadrura

AL230 am)

Tiompo (minutos}

Figura i 7 Comparacién delas digestiones hechas con Lys-C en ambas fosfolipasas.
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5.11 Superposicién de péptidos obtenidos por rupturas proteoliticas.

a) Componente 9

1.-Fosfolipasa-azteca
Azteca

[:I Encuadrados los péptidos correspondientes a la digestién con
Lys-C.

:——== Fragmento obtenido por secuencia directa.

Unidad larga: 104 aa.

n
=
w

10 25 30 35 40 46 82

TVLGT K WCOA GNEAA WYSDLGYFNN VDRCC REHDH CDNIP AGETDYE TKYGL

POR SECUENCIA DIRECTA

&0 65 70 75 80 20 104
K NEG TYTMM NC KCE KAEDK FLSDISOYE TR K AVSAY, KFTYFILYGNGCYNVK

5 10 15 20
[STSNE CPNGV AEYTG. E] TGL GA

POR SECUENCIA DIRECTA

Lys-C

Los péptidos fueron acomodados haciendo homologia con la secuencia de la fosfolipasa

heterodimérica Ipixi, aislada den el veneno del alacean Pandinus imperator.
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5.11 Superposicion de péptidos obtenidos por rupturas proteoliticas.

b) Componente 12

2.-Fosfolipasa Hadrura

La fosfolipasa Hadrura es una proteina heterodimérica de doble cadena. Se presenta la
secuencia de la proteina armada con los péptidos obtenidos de las digestiones con las
enzimas V8 y con Lys-C.

Unidad larga de 105 aa .

La subunidad larga tiene un pese molecular deg 11,980.42 D% =

I
5 10 15 20 15 0 35
TVLGT KWCGA GN L_.WAA WY S [IL GYY‘ YN VDRCC REHDHCD
V___ —_— - ﬂ

SECUENCIA DIRECTA UNIDAD LARGA

NIP ATDYE [TKYGLKN F G TYTMM NG| KCE|{ KAFDK CLSDI
_____________________ : | il — X ——
SECUENCIA DIRECTA

75 80 85 20 95 100 105

— e — ,f,,,g.__._A_a
r K{IP GAI:NE K l"LSDgK FTY FTIYH NGCYNV K

Subunidad pequefia con 21 aminoscidos ticne un peso molecular dq 2, 057.13 Da @;‘;ﬂ

5 10 15 21
STSNE CPNGV AEYTG HTGL G A

Secuencia directa subunidad pequeiia

Superposicion de péptidos

Dcl Vsl ¥y Lys-C

E! pese molecular para esta fosfolipasa es de 14, 827 Da es decir la suma del peso

molecular de la cadena larga y de la cadena pequefa.
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5.12 Determinacion del peso molecular

por espectroscopia de masas E.M.

Las muesiras se enviaron a analizar en  equipo Terma Finnigan LCQ-DUQ electro
spray sin embargo, los resultados obtenidos nos indicaban que la muestra era muy
grande y que podra estar contaminada debido a las maltiples cargas que eran
observadas.

Se optd por enviar las mucstras para su analisis. & la Universidad de Oklahoma ya que
cuentan con equipo MALDI-TOF cuyas siglas significan {Matrix-assisted laser-

desorption ionization time of flight).

a)Muestra Fosfolipasa Hadrura
1 50
TVLGTKWCGA GNEAAWYSDL GYFYNVDRCC REHDHCDNIP ATDYETKYGL

70 80 105
KNEGTYTMMN CKCEKAFDKC LSDIAGKT?PG AENKFLSDIK FTYFTLYENG CYNVK

Subunidad larga 105 aa

1 21

STSNE CPNGV AEYTG ETGLG A

Subunidad corta 21 aa

Se logra determinar lo siguiente:

Del analisis de masas por MALDI-TOF se logra descubnr que la muestra fosfolipasa
Hadrura, es una poblacion de cuatro isoformas. diferentes en todas ellas. Espectro [I-E
Con un peso molecutar promedio de 14, 637.00 Da.

{4 ISOFORMAS) Espectro II-E

15207.23 #58.3

15148.84 G

#162.3

15044.40 #57.88

14986.52 G (31
¢146.Z|q

148979 | #57.69 B

14840.2 G 349

#203.42

14694 4 #57.54

14636.8 G
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Las 1soformas son modificadas por los siguientes valores : +203, +146 y +162, datos
obtenidos del analisis de los Espectros II-F Y L-G. Los valores coinciden con
aziicares, es decir las diferencias entre las isoformas son debido a azicares. Se presume

sean glicosilaciones.

T 62'.3_‘—H‘&3—.vc—osia(fructu'(§é,

galactosa, glucosa, '
manosa,

146.27 |Deoxihexosa (fructuosa,
rh.)

303.42 |N acetilhexosamina
(N acetil galactosa, N-
acetil glucosa)

—

Después de la reduccién del componente fosfolipasa hadrura con Ditiotreitol, las
cadenas de la fosfolipasa heterodimérica se separan y se observan dos péptidos en la
cadena chica o subunidad pequefia reducida de masas: 2631 m/z y 2657m/z., lo que
lleva a considerar dos isoformas en esta subunidad pequeiia, la diferencia entre ellos dos
puede ser de un sélo aminoacido, pues la diferencia es de solo 26 unidades.

Espectro V-E.

La subunidad larga de la fosfolipasa hadrura tiene una masa tedrica de 11, 981.00, o
una masa idnica tedrica promedio de 11,981.00 Da, de acuerdo al Programa de
Calculo de Masas de Péptidos Expasy. Este valor concuerda de manera muy simnilar
con el valor de masa experimental 11,982.90 Da (para la MH* ién) que fue
determinado por espectrometria de masas de acuerdo al Espectro 111 C, de tal manera
que, la diferencia entre la masa teérica v la experimental estd dentre del rango de error
experimental del equipo MALDI-TOF en que fue determinado.

Con respecto a la cadena pequedia, al hacer el calculo de la masa hipotética encontrada
por secuencia en este trabajo con el Programa de Calculo de Masas de Péptidos
Expasy, tenemos un valor de 2,057.13 Da.

En donde 2, 657.6 y 2, 631.6 son los valores experimentales  determinados por
MALDI-TOF para las dos isoformas de la subunidad pequefia Espectro V-E y 2057.13
Da. es el valor tedrico obtenido en ésta tesis. Se postula que algunos aminoacidos faltan,

por cllo la discrepancia.



(11}

Al efectuar 1a suma de la masa de la subunidad larga obtenida por secuencia con ias

masas experimeniales obtenidas por MALDI-TOF de las subunidades pequefias se tiene

lo siguiente

11,983 +2657.6=14,640.6 — 14,639.6 Da
11,983 +2631.6= 14,614 .6 — 14,613.6 Da

que de acuerdo con MALDI-TOF, son valores que se encuentran dentro del rango de
error para el equipo MALDI-TOF DE 0.02% y 0.07% de las masas observadas para el
componente hadrura sin reducir Espectro [1-D. Se concluye que la masa del pépudo
sin reducir es consistente con las masas de las subunidades vistas después de la

reduccidn.

a)Fosfolipasa Azteca

1 50
TVLGTKWCGA GNEAAWYSDL GYFNNVDRCC REHDHCDNIP ATDYETKYGL

70 80 104

KNEGTYTMMN CKCEKAFDK FLSDISGYFTR KAVSAVK FTYTYLYGNG CYNVK
Subunidad larga 104 aa

1 21

STSNECPNG VAEYTGETGLGA
Subunidad pequeiia 21 aa.

Se logra determinar lo siguiente:

Del analisis de masas del componente fosfolipasa azieca se sabe, constituye una
poblacién de cuatro isoformas, aparentemente la cadena larga es diferente en todas

ellas.
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El peso molecular promedio de las cuatro [SOFORMAS es de 14, 708 Da de masa

promedio.

15277.97 | 57.78 Easotormas
| oo : Espectro [-A
1522019 +G

RE #1623 |

15116.51 ;. -58.7

15057.81 | +G [511]

#146.2

"14968.84 | 573

1491154 | G 349

AR #203.42]

13766.03° [ 579

1370811 | +G

Las isoformas son modificadas por los siguientes valores : 203, 146 y 162, datos
obtenidos del andlisis de los Espectros I-F. Los valores coinciden con azicares, es
decir las diferencias entre las isoformas son debido a azucares. Se presume sean

glicosilaciones.

1) 162 hexosa
(furanosa, galactosa, glucosa, manosa)
2)146  deoxihexosa (fuc.,rha)

3H203 N acetil hexosamina.{ N Ac. galactosamina,
Ac. Giucosamina)

Después de la reduccidn con Ditiotreitol se separan las dos cadenas y se observa un
péptido en la cadena chica o subunidad pequefia reducida de masa 2, 657m/z, lo que

lleva a considerar s6lo una isoforma en la subunidad pequefia. Espectro VI-B

Con respecto a la subunidad larga de la fosfolipasa Azteca, tiene una masa tedrica de
11, 827.22 Da o (una masa idnica tedrica promedio de 11,827.00 Da de acuerdo al
Programa de Célculo de Masas de Péptidos Expasy, que al comparar con los valores
determinados por MALDI-TOF, el valor de masa experimental mds aproximado es de
12,055.38 Da para la MH+ ién, de acuerdo al Espectro IV-F, la diferencia entre la
masa tedrica y la experimental es debida seguramente a la falta de algin aminoéacido en

la secuencia.
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Con respecto a la cadena pequefia encontrada en este trabajo para la fosfolipsa hadrura,
la masa hipotética de la secuencia determinada de acuerdo al Programa de Célculo de
Masas de Péptidos Expasy, esde 2,057.13 Da.

De acuerdo a MALDI-TOF no esta completa la masa hipotética de la secuencia
obtenida ya que existe esta diferencia

2657.6 - 2057.13 =600.47 Da.

En donde 2, 657.6 es el valor experimental determinado por MALDI-TOF para la
subunidad pequefia Espectro VI-B y 2057.13 Da es el valor tedrico obtenido en ésta

tesis. Se postula que algunos aminoéacidos faltan, por ello la discrepancia.

Al efectuar la sun;a de la masa de la subunidad larga obtenida por secuencia con las
masas experimentales obtenidas por MALDI-TOF de la subunidad pequefia se tiene lo
siguiente:

11,827 +2657.6=14,416.6 — 14, 715 Da

que de acuerdo con el anilisis de MALDI-TOF, son valores que se encuentran dentro
del rango promedio de las masas observadas para la fosfolipasa azteca sin reducir
Espectro I-A. Se concluye que la masa del péptido sin reducir es consistente con las

masas de las subunidades vistas después de la reduccion.

5.12.1 Conclusién del analisis por espectrometria de masas.

Se tienen dos familias de fosfolipasas heterodiméricas, cada una constifuye una familia
conformada por cuatro isoformas, una llamada azteca y otra llamada hadrura.

Se puede decir que entre ellas también son isoformas.

La cadena larga tiene modificaciones postraduccionales.

Los cambios se encuentran en las cadenas largas, )

Las cadenas pequefias son iguales en la fosfolipasa azteca.

Existen dos iscformas de la cadena pequeiia en la fosfolipasa hadrura.

Las cadenas pequeiias de las dos familias de fosfolipasas son iguales.

Se propone la existencia de glicosilaciones, y que las variaciones entre las isoformas se

deben a la presencia de azicares.
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5.12.2 Espectros del Analisis de Masas por MALDI-TOF.,

100 JIF

% Intensity

Voyager Spec #1=>MC=>MCBP=169534, 34338]

AP

14951

G

rl.3E+4

Espectro II- E
Fosfolipasa Hadrura
Familia de cuatro
isoformas diferentes
todas ellas.

De 14,637.00 Da
de peso molecular
promedio.

201
0 T T T T 0
14327 14564 14801 15038 15275 18512
Mass {m/z)
Voyager Spec #1 MC=>MC [BR=169534,34338)
00y £ L2 F3E+4
14626
/- 1 Espectro II-F
80+ v La diferencia entre las
40 isoformas arroja los
> g0 siguientes valores:
]
c 162.3- Hexosa
a
; 837247 || 146.26-Deoxihexosa
¢ 401 | 203 .40- N-acetil-
¢ hexosamina
20
0 — r r ; 0
14098 14388 14678 14968 15258 15548
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Voyoger Spec# |- HC([BP=2663], 39009)
14386

10
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483
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11,981.89 ' 154 Subur!idad Iarga de
2 0+ fosfolipasa hadrura
b4 s Tedrico =11,981.00 Da
g Exp. =11,981.89 Da
¥ 40 fese2
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2
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11487 1240 134R 14437 15420 16404
Mass {m/z]
Voyoger Spec# >MC>MC[BP: 163534, 34338 Es I1-D
1007 1M Vo) 162 r3df+4
Al efectuar la suma de la masa de
la subunidad larga obtenida
por secuencia con las masas
807 experimentales obtenidas por
MALDI-TOF
de las subunidades pequeiias se
2 &0 tiene lo siguiente:
.a !
H 11, 983 + 2657.0 = 14, 640.0 Da
€ * 14, 639.0 Da
& 4 Wigh 11,983 + 2631.6 = 14,614 .6 Da
¢ *14,613.6 Da
de acuerdo con MALDI-TOF, son
valores consistentes
A 1164 con las masas observadas en los
péptidos sin reducir.
0 "J 0
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T [l 1 1
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Espectro V-E

Después de la reduccién de la fosfolipasa hadrura, s
observan dos péptidos que consideramos son las cadena
pequeiias. Sus masas son:

2631m/z

2657m/z
La masa obtenida por secuencia no esta completa.
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Espectro I-A
Fosfolipasa Azteca
Familia de cuatro
isoformas diferentes
todas ellas.
De peso molecular
promedio de
14,708.00 Da

Espectro I-F

La diferencia entre

las isoformas arrojan

los siguientes

valores:

162.3- Hexosa
146.26-Deoxihexosa
203 .40- N-acetil-
hexosamina
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Espectro IV-F
MALDI-TOF arroja
un valor de
*12,055.37 Dayel
valor tedrico
obtenido por
secuencia de la
subunidad larga es
de 11, 827.0 Da

Se especula falte
algan aminoacido o
algun carbohidrato,
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Espectro VI-B
Después de la
reduccién de la
fosfolipasa Azteca, se
observan un péptido
que consideramaos es
ia cadena pequefia.
De masa:

2657m/z

La masa obtenida por
secuencla no esta
completa, hacen falta
aminoacidos.
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5.13Alineamiento de secuencias reportadas en la literatura con las encontradas en este

trabajo, exclusivamente la subunidad grande mediante ¢l programa FASTA(Wisconsin package version 10.1,
Genetics Computer Group (GCG) Madison , Wisc.) .

El hacer la comparacién de las secuencias de fosfolipasas encontradas en este trabajo con las encontradas en otros

animales, y reportadas en la literatura, nos permite descubrir que tan parecidas son sus estructuras primarias.

PA2Z_BOTAS
PAZH_AGKFL
PAZA_TRINU
PAZZ_BITHA
PAZ_BITGA

PAZI_VIPAA
PA2Z_VIPAE
PA2_VIPBB

PAZ1_VIPAZ
PATI_VIPAR
PA2I_ERIMA
PA2_CERCE

PAZT_ERIMA
FA2_BITCA

FAZ1_TRIGA

PA21_AGKHA
PAZX_TRIPL
PA21_BOTAS
PAIN_CROS
PA22_OXYSC
PAZC_PSERO
PA22_NOTSC
PA2_ENHSC
PA23_LATSE
PAZH_LATCO
PA20_PSEAU
PA2A_PSRPQ
PA21_NOTSC
PAZ1_OXYSC
PAZA_PSETE
PA23_OXYSC
PAZD_PEETE
PA22_PIG
PA2_SHEEP
PA2_HORSE
PA22_NATMO

~~5L
-~5V

mmmeeean8L

amm e NL
wanuemaNL
wwvmwmaaaNL
=L

~=~5L
—veresecHL
aarrmnmuHL

P ——1

[ 1
- --NL

-ENGISERAV
P ey }

PR, §

ETGENPAKSY
BTGENAITSY
ETGKNPVIONY
M.GQ.EVPDY
H.GQ.EVFDY

MTGEEPVISY
NTGKBRIVSY
ETTRLPPFYY

IPNSKPYLEF
VP . SRPWWHF
VE. SRPWWHF

YOPXRMIC
YOFKNMIC AG. TRLNVAY
INPMEMIRYT IPCEKTWGEY
PA2H_XENLA ~~~-~== TP AQFDEMIKVT .TIIYGLANF
PA2-melank - GI
PA2-meland - 1:34
FA2_APIME ~OSLFLLLLS TEHGWQIRDR IGDNELEERI
i LT e ——— ~I
Apiscerana -~ -1
PAZADIBAOr —oe-mcomeee eeeqeces eeeeeel T
api - T
PAZRHOND = ~~ccmmemme memccm——ee --

13 B :
Resaltados -: PA2 Hadrura y PA2 Aztecalas fosfolipasas encontradas en este trabajo.
El alineamiento es sélo de 1a cadena grande, Resaltado tambiénel patron de cisteinas C conservado, los: a.a.
involucrados en el sitio de catalisis, y el sitio putativo de acomplejamieato con calcio.
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PA2H_AGKPI
PA2B_TRIMU
PAZ2_BITHA
PAZ_BITGA
PAZ1_VIPAA
PA22 VIPAZ
PA2_VIPEB
PA2L_VIPAZ
FAZL_VIFAM
PAZL_BRIHA
PA2_CERCE
PA22_ERIMA
PA2_BITCA
PAI1_TRIGA
PAZ2_AGEHA
PA21_AGTHP
PA2_CROAD
PA21_AGKHA
PA2X_TRIFL
PAZ1_BOTAS
PAZN_CROS
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PAZC_PELRO
PAZ2_KOTSC
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PA23_LATSE
FAZH_LATCO
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PA2ZA_PSEFO
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PAZ1_OXYEC
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5.14 Comparacién y homologia de secuencias con fosfolipasas reportadas del grupe 111.

La alineacion es exclusivamente con las fosfolipasas del grupo IIf, y permite ver la
homologia de secuencia de estas fosfolipasas, con las fosfolipasas encontradas en el
presente trabajo del veneno del alacran alacrdn Hadrurus aztecus. A continuacién se
presenta la alineacién de secuencia de aminoicidos de la subunidad larga de las

fosfolipasas PA2 Hadrura y PA2 Azteca con las PLA, fosfolipasas del grupo I11.

1 50
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HAp4, NTASHTRLS {DCDDKFYDOL KN...SADTI SSYF....VG KMY.._FNLI DTKHY

% P23helo NYYPSTISH [DLCDNQ MELEDG. ... TADY....VG QTY...FNVL KIPLF

B Iptxi NEGEYTMMN m@ RNVTGGMEGP AAGF....VR KTY...FDLY GNGOY

EPR3 NYAFFTKLN [IKi L TEAYNKEEKE SAKSSTKRLQ NFY...FGTY SPEdY

7 Palhomo NYRFHTISH pn{fnm?ogtj]. QNOHDS.... ISDI....VG VAF...FNVL EIPLFP
105 140

1 HEadru NVE~ memome mmmmeccccn momcmansrs wnmsm s man s S

R Aztoc NVK

aapi KLEHP.VTG [G.BR. TEGR.CLHYT VDKSKPKVYQ WFDLRKY~wv —caomeome

EP23helo ELEEG. .EQ IVDWN. . FRLECTESKI MPVAKLVSAA DPYQAQAETQS GEGR~w==a

H Iptxi

5 P3

7 PaZhomo .

Se encuentra resaltado los siguiente: las cisteinas conservadas; el sitio de catélisis, en
este caso el par histidina- aspértico, y el sitio putative de unién a calcio, (Ami R.K.,
Ward R.J. 1996)

[l PA2(Hadrura) y ¥ PA2 Azteca del alecrin Hadrurus aztecus ahora Hadrurus
gertschi, fosfolipasas que se proponen en ésta tesis.

S (Apismescot-Bee) fosfolipasa de zbeja (Shipolini, R.A. et al., 1982 a)

d pa23-helsu: Mounstruo de Gila. FLA2, isoenzimas pa2/pad de Heloderma
suspectum. (Vandermeers, A.et al, 1991);: FLA2 de Heloderma horridum horridum.
(Sosa, B.P. et al., 1986);

Bpl fosfolipina del alacrin Pandinus imperator (Renaud, C. ef al.,1999)

6 p3 Imperatoxina 1 aislada del alacrdn Pandinus imperator (Zamudio Z.F. et al.,
1997}

? pa2homo clonada de pulmén de humano (Valentin, E., et al. , 2000)
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5.15 Alineacion con fosfolipasas de venenos de serpientes, sélo del
fragmento del sitio de catalisis.

Este alineamiento se hace con la intencién de mostrar que las fosfolipasas encontradas
en este trabajo, ademas del par histidina- aspartico como sitio catalitico conservado ,
presenta conservada también el par conformado por los aminodcidos arginina-y
aspartico {(R. D.) que estd presente en las fosfolipasas de venenos de serpientes que
presentan miltiples isoformas, y que no esta presente en las fosfolipasas aisladas del

veneno del alacran Pandinus imperator. Sdlo se muestra un fragmento de la proteina.

. TVLGTK.WOGAG.NE AAW YSDLGYFYNV DRECRE
................. TVLGTK WCGAG NE AAW YSDLGYFNNV DRCGR

NL YQFXNMIQCT VP.NRSWWHF ANYGCY CGR.GGSGTP VDDLDR :IQIED
PA22_BOTAS SL FELGKMIL.Q ETGKNPAKSY GAYGCN CGVLG.RGKF KDATDR
PA21_NOTSC NL VQFSNMIQCA NHGSRPSLAY ADYGCY CSA.GGSGTP VDELDREQKTHD
PA21_OXYSC NL LQFGFMIRCA NRRSRPVWHY MDYGCY CGK.GGSGTP VDDLDREGOVEDE

pa22-najme: FLAZ isoenzima de-ll de Naja melanoleuca.(Joubert, F.J., 1975);
pall-botas: FLA2 (myotoxin 1} de Bothrops asper. (Kaiser, LL et al, 1990);
ail—n[(;tsri:ggLM homologa, notechis I1-1 de Notechis scutatus scutatus (Lind,P. and
er,D., ;
scutellatus (Lind,P. and Eaker,D.)
pa2l-oxyse: FLA2, taipoxin cadena a de Oxyuranus scutellatus, Lind,P. and Eaker,D.,

(1982); Eur. J. Biochem. 128 (1), 71-75
Se encuentra resaltado lo siguiente: las cisteinas conservadas, el sitio de catélisis y el
sitio putativo de unién a calcio. (Ami R.K., Ward R.J, et al. 1996)

5.16 Alineacién con la fosfolipasa PA2 RHONO TOXIC.

Fosfolipasa tipo As téxica, aislada del tenticulo del organismo Rhopilema nomadica
fosfolipasa, cuya secuencia presenta un 53.85% de identidad con la fosfolipasa hadrura
encontrada en el presente trabajo. Comparten 12 amino4cidos idénticos en la misma
posicién. Sélo se muestran los fragmentos de las secuencias y el alineamiento esté
hecho Gnicamente con la cadena larga de la fosfolipasa Hadrura..

Nature 375(6531), 456 (1995)

*k KEkk Kk K * * *k *

PAZHadru TVLGTK WCGAG NEAAW YSDLG YFYND DRCCREHDHCD.....
PA2 Rhono GLIKPGTL WCGMG NNAET YDQLG FADVD SCK
10 20 30

Tejido=tentaculo de Rhopilema nomadica.
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5.17 Subunidad pequefia o cadena pequeiia
Se hizo el alineamiento de la cadena pequefia encontrada en las dos fosfolipasas de este
trabajo, con las cadenas pequefias de las dos fosfolipasas heterodiméricas aisladas del

veneno del alacrédn Pandinus imperator, ésto es con la fosfolipina y la imperatoxina i.

Después de afiadir los espacios para alinear con el primer residuo de cisteina, se
encuentra que existe alta identidad con la IpTxi ya que comparten 14 aminoacidos

residuales idénticos en la misma posicién

* ok A de b e * k&
----- BEECFDEVA TYTQHA HYGAWAINKLNG . (1pTxi) 27aa
- - -STSNECPNGVA EYTGHT [HLGA Hadrura y Aztoca

subunidad pequefia

2laa

Con la fosfolipina aislada del alacran Pandinus imperator existe poca identidad ya que

solamente, comparte 5 aminoécidos residuales idénticos en la misma posicidn

* hhkAK fogfolipana Hadrura
----STSNEEPF@W-\: EYTGET GLGA fragmento subunidad pequefia
------ DAGAERGVA TWKKSY KD fosfoliplna

De la alineacién de las cadenas pequefias se puede observa una mayor homologia con la

imperatoxina { IpTxi).

También se hizo el alineamiento de la cadena pequeiia con fosfolipasas reportadas en la
literatura y se encontrd que alineaba con las siguientes fosfolipasas, isoformas que
constituyen una familia de neurotoxinas aisladas de veneno de la cobra de la India naja

naja nueve aminodcidos idénticos en la misma posicién.

-r Ei il L 2] *
Posf hadrura  SESNECTIVARFTGETGLOA 21 aa
ANXL1 IRCFITPDIFBKDEPSUHVCITXTHCDAPCS IRCERVOLGCARTCPTVRTGVD IQCCSTEDCDPFPTRER P 7iaa
CNAJN IRCFITPDIJHKDIPIRIHVCE IR TWCDAFCS IRFERVOLGCARTCPTVKTGVDIQCCSTDDCDFFPTRERP  Tlaa

ENAJA IRCFITPDIFIKDFPROHVCITKTWCDRPCSRRGEBRVOLGCAATCPTVETGVDIQCCSTPOCORFETRERR  T1aa

BNAJA IRCFITPDIIKDETHOHVCETRIWCD{FCS SRERRVDLGCAATCPTVRTOVDIQCCSTDDCDEFETRKRE  Tlaa

3NAJA  IRCFITPDIfSKDfTTNIHVCEEKTWCDAFCS IRCRRVDLGCARTCPTVRTGVDIQCCSTDNCNEFPTRERE  Tlaa

DNAJA IRCFITPDI{IKDLTNIHVCETKTWCDAFCRIRGERVDLECAATCPTVETGVDIQCCSTODCDPFPTRERP  71laa
1 10 1 A 30.caaaas [ 1 P 1 [ TP 70

El patrén de cisteinas esti conservado y en gris se resaltan los sitios que se alinean.
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Con asterisco, los sitios alineados en posicion idéntica.
Bibliografia del alineamiento con las fosfolipasas isoformas de
la familia de neurotoxinas.

NXLI_NAJNA LONG NEUROTOXIN | (FOXIN A)

A Nakai,K., Sasaki,T, and Hayashi,K. (1971)

Amino acid sequence of toxin A from the venom of the Indian cobra(Naja
naja)Biochem. Biophys. Res. Commun. 44 (4), 893-897

NAJNA LONG NEUROTOXIN 3 (TOXIN C)

C OHTAM, SASAKILT. and HAYASHLK. (1981)

The primary structure of toxin C from the venom of the Indian cobra
(Naja naja)Chem. Pharm. Bull. 29, 1458-1475

NXL5_NAJNA LONG NEUROTOXIN 5 (TOXIN E)

E Endo,T. and Tamiya,N. (1987)

Current view on the structure-function refationship of postsynaptic
neurotoxins from snake venoms

Pharmacol. Ther, 34 (3), 403-451

NXL2 NAJNA LONG NEURQTOXIN 2 (TOXIN B)
B The primary structure of toxin B from the venom of the indian cobra Naja naja
FEBS Lett. 72 (1), 161-166 (1976)

3 NXL1_NAJKA LONG NEUROTOXIN | (NEUROTOXIN 3)
Le Goas,R., LaPlante,S.R., Delsuc,M.A., Guittet,E.,

Robin, M., Charpentier,l. and Lallemand, J.Y. (1992)
Alpha-cobratoxin: proton NMR assignments and solution structure
Biochemistry 31 (20}, 4867-4875

NXL4_NAJNA LONG NEUROTOXIN 4 (TOXIN D)

D Ohta, M., Sasaki, T, and Hayasht, K. {1981)

The amino acid sequence of toxin D isolated from the venom of
Indian cobra (Naja naja)

Biochim. Biophys. Acta 671 (2), 123-128
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VI CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

En este trabajo se describe el aislamiento y la caracterizacién de fosfolipasas que se
encuentran en el veneno del alacrin Hadrurus aztecus, especificamente la fraccion I
Se reportan dos fosfolipasas heterodiméricas, asi como también, el amino terminal de
cuatro componentes que parecen ser vanantes en €sta region, con actividad fosfolipasa
encontrados en el veneno.

A partir de la purificacion del veneno del alacrin Hadrurus aztecus se lograron aislar
dos componentes homogéneos con actividad fosfolipasa. Al determinar la estructura
primaria de las proteinas se encontré que ambas eran fosfolipasas heterodiméricas.
Constituidas por dos cadenas de amincécidos, unidas por puentes disulfuro.

Se logré obtener la secuencia de la cadena larga de la fosfolipasa hadrura que estd
constituida por 105 aminodcidos. y ademas se secuenciaron 21 aminoacidos de la
subunidad pequefia.

Se secuenciaron 104 aminoécidos de la cadena larga de la fosfolipasa azteca, y ademés
se secuenciaron 21 aminodcidos de la subunidad pequeiia.

Las masas teéricas de la secuencias obtenidas en este trabajo para la fosfolipasa Hadrura
concuerdan de manera muy similar, con la masa experimental determinada por MALDI.
Se puede concluir que se logré elucidar una isoforma de la familia de fosfolipasas
encontradas en la fosfolipasa hadrura y una isoforma de la familia de la fosfolipasa
azteca.

Experimentaimente MALDI-TOF reporta un peso molecular promedio de 14, 637 Da
para la familia de isoformas de la fosfolipasa Hadrura, en donde la cadena corta
presenta dos masas promedio de ~2, 631 y 2 657 es decir dos isoformas.

Con respecto a la fosfolipasa Azteca se reporta un peso molecular promedio para la
familia de isoformas de 14, 708 Da, en donde la cadena corta tiene una masa promedio
de ~2,651 y sélo existe una isoforma.

Las masas teéricas determinadas en este trabajo estén dentro del promedio de peso
molecular reportade por MALDI-TOF.

También se descubrié que cada componente, constituye una familia de cuatro
isoformas, que también son isoformas entre ellas mismas.

Los dos componentes aislados con actividad fosfolipasa, son familias de fosfolipasas, al

parecer todas heterodiméricas.
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En la fosfolipasa azteca la cadena larga de las cuatro isoformas presenta modificaciones
postraduccionales. La cadena pequefia es idéntica en las cuatro isoformas.

En el componente fosfolipasa hadrura, la cadena larga de las cuatro isoformas presenta
modificaciones postraduccionales. Existen dos isoformas en la cadena pequefia que
presentan un delta o una diferencia de 25 unidades.

Los cambios se encuentran en la cadena larga en ambos componentes. Se propone la

existencia de glicosilaciones y que las variantes se deban a la presencia de azicares.

Al efectuar un alineamiento con las fosfolipasas tipo A2 reportadas en la literatura, se
observa que los sitios cataliticos estdn conservades, asi como el patrén de cisteinas, lo
que confirma su identidad de fosfolipasas. El peso molecular encontrado corresponde a
lo reportado para fosfolipasas 14-18 kDa segin { Dennis 1997; Lambeau y Lazdunski,
1999}

En el alineamiento se observé una mayor similitud con las fosfolipasas encontradas en
abeja, abejorro, monstruo de Cuentas, fosfolipasa de humano, las reportadas de
alacranes y con fosfolipasas de abejas, lo que confirma la pentenencia al grupo de
fosfolipasas tipo A: del grupo III, que siguen el arquetipo de la fosfolipasa de abeja
(Apis Melifera), lo que coincide con lo reportado en la literatura ya que todas ellas
pertenecen al Grupo 1T segiin {Six, D.A. y Dennis, E.A 2000).

Al hacer el alineamiento se observa que la parte amino terminal se encuentra recortada
en comparacién con las demas fosfolipasas; serpientes, mamiferos e insectos; pero la
parte carboxilo terminal se extiende, como en la fosfolipasa Imperatoxina i del alacran
Pandinus imperator.

Los aminoacidos que conforman el sitio catalitico estan conservados, ésto es, la region
del aminoacido 41-51 (-CCx_xHDxC-),‘asi como también el asa de unién a calcio Ca?”,
también llamado “loop”; aunque en menor proporcion; en la region del aminodcido
numero 10-14 (-W/YCGxG-); como lo seiiala (Scott et al., 1990b).

Debido a que también existe similitud con las fosfolipasas obtenidas a partir de
venenos de diferentes serpientes y con algunas fosfolipasas de mamiferos e insectos,
conlleva a pensar en una relacion estructural constante de las fosfolipasas de las
especies comparadas.

E!l descubrimiento de nuevas fosfolipasas que ademds presentan mitltiples isoformas en

el veneno de alacranes es totalmente nuevo, han sido repontadas isoformas en el veneno
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de abejas y serpientes, pero no en alacranes, esto nos plantea muchas incégnitas y nos
conduce necesariamente a profundizar nuestro conocimiento acerca de la estructura y
funcién de estas enzimas. La presente tesis constifuye un aporte al conocimiento de la
presencia de isoformas en el veneno de alacranes.

En la homologia de secuencia realizada entre fosfolipasas heterodiméricas de s6lo las
cadenas cortas de las fosfolipasas encontradas en la presente tesis, con séto las cadenas
cortas de las fosfolipasas neurotdxicas, también de miltiples isoformas aisladas del
veneno de la cobra de la India naje naja se distinguieron nueve aminocidos en
idéntica posicidn, lo que resulta novedoso y constituye un precedente para posteriores

estudios.

Es necesario determinar fas modificaciones postraduccionales de las cadenas largas de
las isoformas en la fosfolipasa azteca y en la hadrura, asi como determinar el
aminoacido diferente en las dos isoformas presentes en la cadena pequefia de la

fosfolipasa hadrura..

Se propone la purificacién de muestra del componente fosfolipasa Azteca y fosfolipasa
Hadrura con el fin de:

a)Disefiar rompimientos proteolicos inteligentes que por secuencia de aminoécidos,
como por espectrometria de masas nos permita encontrar las diferencias entre las

isoformas de la cadena larga.

En el caso de las cadenas pequeiias de la fosfolipasa hadrura el rompimiento con Lys -C

y el analisis por espectrometria de masas MALDI-TOF,
Dado que las fosfolipasas encontradas en el presente trabajo presentan

Alta identidad 61.8% en la cadena larga y 73.7% en la cadena pequefia con a
fosfolipasa IpTxi aislada del alacran Pandinus imperator, fosfolipasa reportada como
inhibidora del pegado de la ryanodina al canal iénico sensible, cuya reaccion se ve
favorecida por concentraciones milimolares de calcio, se hace necesario continuar con
los estudios para hacer la caracterizacién electrofisioldgica de las fosfolipasas

encontradas.

Debido a la homologia de secuencia e identidad del 53.85% con la fosfolipasa aislada

del tentaculo de Rkapilema nomadica altamente toxica, es necesario hacer los ensayos
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biolégicos para una mejor caracterizacion de las fosfolipasas encontradas en este

trabajo.

VHI.
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