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BIOQUIMICA DE VENENOS ANIMALES
INTRODUCCION

En los Gltimos afos la investigacion en venenos animales se ha incrementado
en forma explosiva; se calcula que cada afo se publican alrededor de 10,000
articulos en este campo (1). En el pasado, los aspectos médicos de los venenos
eran la Ginica motivacion para trabajar con ellos. Sin embargo, la Toxinologia ac-
tnal va mas alla de la mirada médica. Teleologicmente, los componentes de los
venenos animales practican una bioquimica farmacologica de alto nivel, ellos han
inventado un gran nimero de nuevas drogas muy activas y especificas que pueden
ser uriles herramientas en la elucidacion de los mecanismos basicos del sistema
nervioso (i.e., apamina, tetrodotoxina) y de las membranas celulares (i.e., meliti-
na, fosfolipasa A, pléptido degranulador de células cebadas) y otros fenémenos
fisiologicos; son también fuentes potenciales de nuevos agentes terapéuticos, ade-
mas de que, con el conocimiento de la estructura molecular de sus componentes,
sirven para fines taxonOomicos con bases moleculares (2). En otras palabras, la
investigacion basica en venenos se centra no s6lo en el conocimiento de los com-
puestos directamente involucrados en los efectos letales para el hombre sino
rambién en muchas otras substancias que poseen un amplio espectro de acciones
biologicas.

COMPOSICION

Los venenos animales son mezclas muy complejas de diversos tipos de substan-
cias. Es impresionante la diversidad en la composicion de los venenos de distintos
grupos animales, comenzando por los organismos unicelulares hasta llegar a los
mamiferos incluyendo los principales phyla de animales terrestres y marinos, Esto
se acompana por la heterogeneidad en las estructuras anatomicas para la formacion
y liberacion de las substancias toxicas desde las formas mas simples de almacena-
miento en los tejidos corporales como es el caso de los peces ponzofiosos hasta
los sofisticados aparatos inoculadores de algunos artrépodos. También es alta la
diversidad de los efectos patolégicos causados por los diferentes venenos comen-
zando por la irritacion que ocasionan algunas secreciones de ciertos artrédpodos, el
dolor intenso que preduce el veneno de las avispas y muchos organismos marinos
(3), los efectos necroticos e histoliticos por el veneno de crotalidos y vipéridos (4),
hasta llegar a los potentes efectes paraliticos causades por las ponzonas de los ela-
pidos y alacranes (5, 6).

La variabilidal en la accién es la expresion de la gran diversidad de su compo-
sicion quimica. Los animales venenosos incluyen compuestos alifaticos simples
en la forma de hidrocarburos, alcoholgs, aldehidos, cetonas, ésteres y dcidos car-
boxilicos asi como compuesos ciclicos ccmo fencles vy quinonas, todos dstos
tipicos de las secresiones defensivas de los artropodos (7), compuestos algdgenos
como el acido férmico de las hormigas y la erotonina e histamina en las avispas
(8), alcaloides complejos de naturaleza triterpénica v sus derivados glocosidicos,
tipicos de los venenos de anfibios (9), y un gran grupo heterogéneo de moléculas
nolipeptidicas que incluye péptidos cortos como los presentes en las secreciones
cutaneas de los anfibios y en los venenos de abejas, avispas vy serpientes; proteinas
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de bajo peso molecular, basicas y termoestables como la neurotoxina de elapidos
(cobra) y alacranes; neurotoxinas de alto peso molecular como en la arada
Viuda Negra; enzimas, en su mayoria hidroliticas, de muy diversos tipos como
las presentes en los venenos de crotdlidos y vipéridos. Estos diversos compuestos
nunca aparecen como componentes unicos sino como parte de una mezcla alta-
mente heterogénea. Los efectos patclogicos de los venenos son consecuencia de los
efectos combinados e interacciones de sus diversos constituyentes.

NEUROTOXINAS

La definicion de neurotoxinas exige la demostraeion experimental de que el
compuesto tenga afinidad especifica hacia un tejido excitable modificando de
alguna manera su funcionamiento normal (1). Dos toxinas de origen marino, la
tetrodotoxina y la saxitoxina, son Unicas por su gran potencia toxica y su accion
altamenre especifica ya que bloquean selectivamente los canales de sodio, im-
pidiendo su entrada al interior de la célula, con lo que se evita la depolarizacion
de la membrana y con ello la posibilidad de la conduccion del impulso nervioso.

Las neurotoxinas basicas, de bajo peso molecular, obtenidas de las cobras
(elapidos) y serpientes marinas (hidrofidos) son las toxinas mejor caracterizadas
(10). Desde un punto de vsta funcional estas toxinas pueden ser divididas en 3
grupos: 1. Las que bloquean la union neuro muscular de modo no depolarizante
al unirse al receptor de acetilcolina en los vertebrados. En este grupo se incluyen
dos ripos de toxinas: Tipol, compuestas por una cadena polipeptidica de 61-62
aminodcidos estabilizada por 4 fuentes disulfuro y con un peso molecular entre
6,700-7,000. Tipo 2, que incluye a la alfa-bungarotoxina, son proteinas con 71-74
residuos de aminodcidos con 5 puentes disulfuro y un peso molecular de alrede-
dor de 7,800. Este grupo de toxinas constituyen el factor letal mds importante
de estas serpientes. 2. El grupo de las cardiotoxinas formado por polipéptidos
fuertemente basicos (pl arriba de 12), y que son los constituyentes mas abun-
dantes en los venenos de elapidos (22-25% del peso seco). Estan constituidas por
una cadena polipeptidica de 57-62 aminoacidos estabilizada por 4 puentes disulfuro
y con un peso molecular entre 6,000-7,000. Estas toxinas son mucho menos po-
tentes que las anteriores (20 veces menos); sin embargo ejercen una amplia gama
de acciones farmacologicas como inducir contracciones tanto en musculo liso
como estriado (esquelético y cardiaco), bloquear la conduccion akonal y la trans-
misién ganglionica, vy lisar células (hemélisis) directamente. El analisis de las
estructuras primarias de los tipos 1 y 2 del grupo 1 con las cardiotoxina demues-
tran claras semejanzas por lo que se puede especular que estan filogenéticamente
relacionadas. 3. Este grupo esta representado hasta el momento, sélo por la beta-
bungarotoxina que difiere en forma bien marcada de las otras discutidas tanto
en su quimica asi como en su modo de accion. Esta neurotoxina estd compuesta
por 179 aminoacidos con un peso colecular de 28,500 y su bloqueo de la unidn
neuromuscular se debe a un efecto excitatorio presiniptico que resulta en el
agotamiento de las vesiculas terminales v en dafo anatémico, El uso neurotoxinas
del grupo 1 para aislar el receptor de acetilcolina mediante columnas de afinidad
ha dado magnificos resultados (11).

El veneno de alacran es otra fuente de neurotoxinas con acciones bloqueadoras
y depolarizantes (6 y 12). Son también proteinas de bajo peso molecular (entre
6,500 y 9,000 con la mayoria alrededor de 7,000) de caracter basico y con puentes
disulfuro. Hasta la fecha han sido caracterizadas mas de 20 de estas neurotoxinas
que no muestran un grado tan alto de homogeneidad como en los elapidos e hi-
drofidos. A menudo la composicion y quimica de los venenos pueden ser usados
como herramientas en taxonomia animal y filogénesis como lo ha sido para
diferenciar especies de género Bothrops, Laticauda, y Naja, para los alacranes
esto mismo se estd intentando.

ENZIMAS

Muchas enzimas se encuentran presentes en los venenos de serpientes,. sobre
todo en los crotalidos y vipéridos (13). La mayoria son enzimas hidroliticas (hia-
luronidasas, fosfolipasas, fosfatasas, fosfodiesterasas, diversas enzimas proteoliticas.
etcétera), con la notable excepcion de la L-aminoacido oxidasa, Los venenos de
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algunas serpientes son verdaderos arsenales de enzimas. La mayor parte de lo
que se conoce sobre especificidad y modo de accion de las fosfolipasas, ha sido
realizado con fosfolipasas de venenos animales. Aungue con menor diversidad, los
venenos de alacranes y de himenopteros presentan enzimas.

FOSFOLIPASAS DE VENENOS DE SERPIENTES

Las fosfolipasas son enzimas que degradan en forma hidrolitica fosfolipidos.
Se reconocen cinco clases de fosfolipasas de acuerdo a su sitio de accién. Entre
todas ellas la que predomina en los venenos de serpientes es la fosfolipasa A,
(EC 3.1.1.4) conocida en el pasado como lecitinasa, que libera al acido graso
esterificado en la posicion 2 del glicerol en los fosfolipidos.

Las fosfolipasas A., son las enzimas de venenos mejor estudiadas tanto por sus
propiedades quimicas como por sus efectos biolégicos. Se sabe desde hace varios
anos que son enzimas muy estables a temperaturas elevadas.

Recientemente, se han aislado de una gran variedad de venenos de casi todas
las familias de serpientes ponzonosas en forma hogoménea (14 a 22). La enzima
del veneno de un Hidrofido (serpiente marina) fue estudiada por dos grupos y
ambos obtuvieron un peso molecular de alrededor de 11,000 (14 y 22), Para las
fosfolipasas de venenos de Elapidos, Vipéridos y Crotlidos el peso molecular
varia entre 12,000 v 15,000 para el monémero y es de 30,000 para el dimero,
Joubert y Van der Walt (17 han mostrado que cambiando el PH y la fuerza
ionica la fosfolipasa A, puede ser transformada en un dimero.

Las fosfolipasas A, han sido aisladas por los métodos convencionales de filtra-
cion en gel v de intercambio idnico. Recientemente, sin embargo, la cromatogra-
fia por afinidad ha sido utilizada con éxito (23). La fosfolipasa A, de Vipera
ammodytes inmovilizada por Sefarosa 4 B acrivada con CNBr conserva su activi-
dad enzimitica y toxicidad (24).

Por un andlisis de aminoicidos las fosfolipasas A de venenos dan un contenido
alto de cisteinas y como no presentan sulfidrilos libres puede concluirse que gran
parte de la estabilidad de estas enzimas se debe al nimero elevado de puentes
disulfuro presentes.

Hasta el momento se ha reportado la secuencia completa de aminoacidos para
las fosfolipasas A., de pancreas percino (25) y equino (26), de veneno de abeja (27)
v del veneno de varias serpientes incluyendo varias especies de cobras (28 a 31),
la vibora tigre Australiana (32), la vibora gabénica (33), la mocasin acuarica ja-
ponesa (34), y una cascabel del sur de los Estados Unidos (35). Todas las fosfo-
lipasas, con excepcion de la de abeja y de la mocasion japonesa, tienen grandes
homologias en sus secuencias. Los andlisis de comparacién de secuencias (19, 30,
32, 33 v 35) muestran que hay una conservacién muy marcada de las posiciones
de los puentes disulfuro y de cierras regiones que se piensan sean importante en
la funcion de estas enzimas.

Gran parte del conocimiente actual sobre el sitio y mecanismo de accién de
fosfolipasas, asi como su especificidad de sustrato ha sido logrado gracias al uso
de fosfolipasas obtenidas de venenos de serpientes(36 a 38).

Se han encontrado multiple formas de fosfolipasas A, en un mismo veneno.
Brabanca y Sambray (39) observaron multiples componentes con actividad de
fosfolipasa A., del veneno de Naja naja. Los puntos isoeléctricos de éstos com-
ponentes fueron 4.64, 4.90. 4.94, 5.02, 5.51 y 5.56 (40). Los pesos moleculares de
de estos componentes cataliticamente activos vario entre 8,500 y 22,000. Debido a
ésto, se cuestiona si realmente son jsoenzimas en el sentido tradicional. El veneno
de Vipera russelli contiene siete isoenzimas con peso molecular que varian entre
15,000 y 23,000 (40). Dos fosfolipasas A, con peso molecular de aproximadamente
9,500 fueron aisladas del veneno de Bothrops neuwiedii (41). Hay tres fosfoli-
pasas A, en el veneno de Vipera berus. Dos de ellas son inmunolégicamente idén-
ticas, mientras que la otra es completamente diferente (42).

El presente trabajo versard sobre el aislamiento y la caracterizacion bioguiimica
general de tres fosfolipasas obtenidas del veneno de la serpiente Bothrops asper
(Garman, 1883). Los resultados preliminares de este estudio fueron presentados
en el Primer Congreso Nacional de zoologia. Esc. Nal. de Agricultura, Chapingo,
México. Octubre de 1977.



AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE TRES FOSPOLIPASAS DEL
VENENO DE LA SERPIENTE MEXICANA Bothrops asper

MATERIAL Y METODOS

El veneno fue extraido de ejemplares adultos colectados en San Juan Evange-
lista, Ver., centrifugado a baja velocidad, liofilizado y almacenado a -20°C. El
acido hialurénico utilizado fue de INutritional Biochemical Corp. El Benzoil-L-
arginina etil éster (BAEE) y ¢l benzoil-L- tirosina etil éster (BTEE) se obtuvieron
de Sigma Chemical Co. Los Sefadex G-10 y G-75 y ‘la dietilaminoetil celulosa
CM-32 fueron de Pharmacia vy Whatman Biochemical, respectivamente,

Las determinaciones de fosfolipasa fueron hechas midiendo el aclaramiento
de una suspension de yema de huevo en gel de agarosa (43) o bien mediante una
procedimiento titulométrico utilizando yema de huevo como sustrato (18). Una
unidad de fosfolipasa se define como la cantidad de enzima que libera 1 umole
de acide graso por minuto a pH 8 y 25°C ea 3 ml de una solucién al 109%
(P/V) de yema de kuevo en 0.1 M de INaCl. La actividad de hialuronidasa fue
medida por un método turbidimérrico (44), con la modificacion de que los ensa-
yos se realizaron a 25°C, Una uvnidad de actividad se define como la cantidad
de enzimas gue se requiere para hidrolizar 1 ug de acido hialurénico por minuto
a 25°C es 200 ug de una solucion de 200 ug/ml de acido hialurénico a pH 5.3.
Las actividades semejantes a tripsina y a quimotripsina fueron medidas espectro-
fotométricamente utilizando BAEE y BTEE como sustratos, respectivamente, Es-
tas determinaciones se hicieron a 25°C anadiendo de 25 a 100 ul de la enzima en
tampén de aceta de amonio 20 mM (pH 4.7) a una solucién de 50 mM CaCl,,
1 mM de BAEE o 0.5 mM de BTEE en tampoén tris 40 mM (pH 7.8) y midiendo
el cambio de absorbencia a 255 nm a intervalos de riempo de 30 segundos durante
3 a 5 minutos. Una unidad de actividad enzimatica es definida como la cantidad
de proteina necesaria para hidrolizar lumole de sustrato en las condiciones
descritas.

Para remover el exceso de sales después de cromarografia en DEAE-celulosa se
utilizo dialisis contra la solucién tampoén apropiada en membranas Spectrapor
Type 3 (Speccrum Medical Industries). La electroforesis discontinua en gel de
poliacrilamida (pH 8.3) se realiz6 de acuerdo al método de Jovin y colaboradores
(45) y los geles fueron tenidos con Azul Brillante de Coomassie G-250 (Serva
Laboratories) (46). La electroforesis en geles con duodecil sulfato de sodio (SDS)
se hizo conforme al procedimiento de Swank v Munkres (47).

La toxicidad de varias de las fracciones proteicas fue observada en ratones albinos
de 18 a 20 inyectados intraperitonealmente con cantidades variables de proteina
en 0.1 a 0.3 ml. de solucion salina o de tampon de acetato de amonio. La dosis
letal media (DL.|) del veneno soluble se obtuvo graficando el porcentaje de
muertes a 20 horas contra el logaritmo de la dosis, para lo cual se usaron diez
ratones para cada una de las doce dosis empleadas.

Los analisis de aminodcidos y la secuencia N-terminal para las fosfolipasas se
realizaron como ha sido descrito previamente (12).

RESULTADOS

Caracterizacion del Veneno Soluble. El veneno de B. asper fue solubilizado,
a 40°C por 2 horas, con tampén de acetato de amonio 20 mM (pH 4.7) y centri-
fugado. El sobrenadante (veneno soluble) mostré tener 8 bandas principales y
7 bandas menores en electroforesis en gel de poliacrilamida (Fig. 1) y dio una
LD., de 86 ug de proteina por 20 g de peso en ratén.

Al veneno soluble se le estudiaron las actividades de fosfolipasa, hialuroniadasa,
triptica y quimotriptica, Los valores respectivos fueron de 3,900 == 490, 6,300 ==
550, 63 == 0.2, y 8 == (.23 unidades enzimarticas por 100 mg de proteina toman-
do una unidad de Ass, como 1 mg de proteina).

Fraccionamiento del Veneno Soluble. El veneno soluble fue cromartografiado
inicialmente en una columna de Sefadex G-75 con lo que se obtuvieron siete frac-
cciones de diferente peso molecular (Fig. 2). Las primeras cuatro fracciones tu-
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vieron las cuatro actividades enzimaticas probadas y su distribucion en cada
una de las fracciones se muestra en la Tabla 1. Debe hacerse notar que en tanto
existe una sola poblacion de hialuronidasa y principalmente una de fosfolipasa,
la actividad quimotriptica se distribuye en dos picos de diferente peso molecular
y la actividad triptica esta presente a todo lo largo de las cuatro primeras frac-
ciones con dos picos principales de actividad. Se realiz6 un ensayo cualitativo
para conocer la toxicidad de las fracicones provenientes del Sefadex G-75

lo que se utilizaron ratones albinos de 20 g. Las fracciones I a IV fueron letales
con 300 a 400 ug, la fraccion V fue tOxica pero no letal a la misma dosis y las
fracciones VI y VII no fueron toxicas.

La fraccion Il con el 87.94% de la actividad total de fostolipasa aplicada a la
columna y el 17.489% del total de proteina, fue cromatografiada en DEAE-celulosa
utilizando un gradiente salino lineal en tampon de fosfatos (pH 7.55). Se obtu-
vieron dos picos con actividad de fosfolipasa, 11.6 y 11.8 (Fig. 3). La fraccion
L 1.6 aparentemeste tuvo dos picos de actividad fosfolipasica ligeramente separados.
Se junto la fraccion 11.6, dializé y recromatografio en una columna de DEAE-
celulosa. La columna fue eluida con un gradiente salino lineal en tapon de
fosfatos (pH 8.6) con lo que se obtuvo un componente principal 11.6.3 (Fig. 4).
En electroforesis discontinua en gel de poliacrilamida en tampén de Tris-glicina
(pH 8.3) este componente tuvo dos bandas (Fig. 5-A), ambas con actividad de
fosfolipasa lo que se probé directamente utilizando rebanadas del gel del 1.5 mm vy
el método de Habermann y Hardt (43). La proteina con mayor movilidad fue lla-
mada Fosfolipasa l.a y la de menor Fospolipasa 1.b Se penso que este método
pudiera ser utilizado con éxito para fines preparativos. La separacion se realizo
de acuerdo a Jovin et al. (43) en geles (7.59% de acrilamida en Tris-glicina, pH
8.3) de 5 > 50 mm., Se aplicaron 200 ug de proteina en 200 ul de solucion que
contenia azul de bromofenol como colorante marcador. La electroferesis se llevo
a cabo a temperatura ambiente con 2 mA por tubo y se dejo hasta que el colo-
rante llegd al final del gel. La recuperacion de las fosfolipasas de los geles se
hizo homogeneizando cada una de las porciones del gel con las enzimas en pre-
sencia de NaCl 0.5 M en tamp6n de acetato de amonio 20 mM (pH 4.7) y cen-
trifugando a 27,000 X g durante 20 minutos. El sobrenacdante fue dializado exhaus
tivamente contra agua y concentrado por liofilizacién. El rendimiento de este
procedimieno fue del 54.49% (por proteina) y no produce pérdida detectable de
la actividad fosfolipasica. Para limpiar por completo de glicina contaminante
a las fosfolipasas fue necesario el uso de una columna de Sefadex G-10.

Una tercera fosfolipasa fue purificada a partir de la fraccion 11.8 proveniente
de la columna de DEAE-celulosa a pH 8.6 con un gradiente lineal de KCI1(Fig.
6-A). Para obtenerla en forma homogénea fue vuelta a cromarografiar en las
mismas condiciones anteriores (Fig. 6-B), en donde el componente 11.8 4.2 co-
rresponde a la Fosfolipasa 2.

La purificacion de las Fosfolpasas l.a y 1.b se resume en la Tabla II y lu
mismo para la Fosfolipasa 2 en la Tabla IIL

Caracterizacion de las Fosfolipasas. La pureza de las tres fosfolipasas fue com-
probada por electroforesis en gel de poliacrilamida tanto en presencia como en
ausencia (fig. 5B, C y D) de SDS. El peso molecular aparente por geles del polia-
crilamida con SDS fue de 10,000 para las Fosfolipasas l.a y 2 y de 27,500 parae
la Lb.

Las fospolipasas fueron caracterizadas por analisis de aminodcidos. Para la
l.a y 1.b se hizo un sélo hidrolizado con HC1 6N por 20 horas. Para la Fosfoli-
pasa 2 se hicieron hidrélisis con HC1 6 N a 20, 48, 72 y 110 horas para medir la
liberacién progresiva de los aminoacidos de hidrolisis lenta, como valina, isoleu-
cina y leucina, y la destruccios de aminoacidos sensibles, como serina y treonina.
La determinacion de cisteinas en la Fosfolipasa 2 se hizo previa oxidacion de la
muestra con acido performico. La cauntificacion de triptofano esta en proceso.
Estos resultados, ya integrados, se muestran en la Tabla IV donde puede apre-
ciarse que las Fosfolipasas l.a y 2 son muy semejantes en composicion, en tanto
que, por este criterio, la Fosfolipasa 1.b es distinta a las otras dos.

Se han identificado los primeros 22 residuos de aminoacido por degradacion
de Edman automdtica de las Fosfolipasas 1.a y 2. Hasta esta posicion ambas Fos-
folipasas son idénticas. teniendo una secuencia amino terminal como sigue:
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H - Asx-Leu-Trp-Fen-Gli-Glx-Met- Ser-Asx-Val-Met-Arg-Lis-Asx-Val-Val - Fen-
Lis Tir Leu. La determinacion completa de la secuencia esta actualmente en
progreso.

DISCUSION

Tres fosfolipasas han sido purificadas del veneno de la serpiente B asper, dos
de las cuales parecen ser isoenzimas en el sentido estricto de la palabra ya que
tienen un peso molecular y una composicion de amioacidos muy semejantes,
ademas de que su secuencia N-terminal es igual. Esto se refuerza porque, de
acuerdo a los resultados preliminares, tanto la Fosfolipasa 1.a como la 2 son A..

La posibilidad de que estas fosfolipasas puedan formar dimeros o algin otro
estado oligomérico es fuerte, aunque la unica indicacion en este sentido nos la
da el volumen de elucion e Sefadez G-75 ya que fas tres fosfolipasas salen entre
ovoalbiimina (45,000) y citocromo C (12,400), lo que se esperaria para la Fosfo-
lipasa 1.b, pero no para la l.a y la 2. Actualmente se llevan estudios para aclarar
este fenomeno y su dependescia con pH y fuerza idnica.

El uso de una técnica originalmente analitica con fines preparativos para
separar las Fosfolipasas l.a y 1.b ha sido la tinica que nos Iva dado resultados ade-
cuados, si bien el rendimiento (54.59¢) es mas bien bajo; gran parte del éxito se
debié a la alta estabilidad de las enzimas. Estamos en busca de un método mas
simple y que de rendimientos mayores.

En la Fig. 7 la secuencia amino terminal de las Fosfolipasas l.a y 2 se compara
con las secuencias correspondientes de otras cinco fosfolipasas de diversas fuentes.
Los residuos fueron alineados buscando la maxima homologia entre ellos, para
lo cual se han introducido espacios. Entre todas ellas existe homologias. El grupo
de los elipidos forma el grupo mas homogéneos; el de los crotilidos presenta
menos semejanzas. Para poder formar tipos estructurales de fosfolipasas es necesa-
rio tener més informacién sobre la secuencia de otras fosfolipasas de distintas
fuentes,

PRIMERA MENCION
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SEGUNDA MENCION




Fig. 1. Electroforesis del veneno soluble. 200 ug de veneno se corireron en
un gel cilindrico de poliacrilamida (5 ¢cm; 2 mA) en tampoén de Tris-glicina
(pH 8.3) (45) y fue tefiido con Azul Brillante de Coomassie G-250, Las pro-
teinas migraron hacia abajo en direccion al catodo. Se observan 8 bandas prin-
cipales y 7 menores. Por lo menor una proteina migré hacia el catodo.
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Fig. 2. Separacion de los componentes del veneno de Bothrops asper. 200
mg de veneno fueron disueltos en 1.5 ml de tampon de acetato de amonio 20
mM (pH 4.7) y después de ser clarificado por centrifugacion a 27,000 X g
durante 10 minutos, la solucién fue aplicada a una columna (0.9 < 200 cm) de
Sefadex G-75. La columna fue eluida con el mismo tampodn de acetato con una
velocidad de flujo de 18 ml/hr, vy se colectaron fracciones de 30 gotas que fue-
ron mezcladas como las Fraccicnes I a VII con base a la absorbencia a 280
nm y a las actividades enzimaticas. Se corrieron, por separado, marcadores de

molecular: Azul de dextrano, ovoalbimina (45,000), citocromo C de cora-
z6n equino (12,400) y Nacl. Las actividades enzimaticas se midieron como se

describe en Material y Métcdos.
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Fig. 3. Purificacion por intercambio ionico de las Fosfolipasas. La fraccién
Il de la Fig. 1 previo ajuste de pH a 7.55 con KOH 1.0 M fue aplicada (36 ml)
a una columna (0.9 30 cm) de DEAE-celulosa y eluida con un gradiente salino
lineal que contenia 150 ml de tampon de fosfato de potasio 15 mM (pH 7.55) y
150 ml de cloruro de potasio 0.2 M en el mismo tampon de fosfatos. La velocidad
de flujo fue de 40 ml/hr y se colectaron fracciones de 2 ml que fueron mezcladas
como se muestra por las barras horizontales para obtener las Fracciones 11.6 y
11.8 en base a la absorbancia y a actividad de fosfolipasa. La concentracion de
KC1 fue medida conductimétricamente.
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Fig. 4. Purificacién ulterior de la Fraccién 11.6 de la Fig. 2 en una segunda
columna de DEAE-celulosa. La Fraccién 11.6 (11.15 mg de proteina) fue diali-
zada en contra del tampdn inicial y aplicada a una columna (0.65 X 42 cm) de
DEAE-celulosa. La columna se eluyd con un gradiente salino lineal que estuvo
formado por 200 ml de tampdn de fosfato de potasio 15 mM (pH 8.6) y 200 ml
de 0.2 M de cloruro de potasio en el mismo tampon de fosfatos. La velocidad de
flujo fue de 30 ml/hr y se colectaron fracciones de 2 ml que fueron mezcladas
para dar la Fraccion 11.6.3 en base a la absorbancia a 289 nm y a la actividad
fosfolipasica. Esta Fraccién 11.6.3, por electroforesis preparativa (como se des-
cribe en Resultados), fue fraccionada atin mds en las Fosfolipasas 1.a y 1.b.
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VS A B c D

Fig. 5. Geles de poliacrilamida de diferentes pasos de purificacion de las Fos-
tolipasas del veneno de B. asper. VS es el veneno soluble. A es la Fraccion 11.6.3
proveniente de DEAE-celulosa con dos bandas que corresponden a las Fosfolipa-
sas l.a y a.b. B es la Fosfolipasa l.a y C la Fosfolipasa 1.b después de electrofore-
sis preparativa y en donde muestra su homogeneidad. D es la Fosfolipasa 2 en

estado homogéneo. Las condiciones de la electroforesis son las mismas que para
la Fig. 1.
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Fig. 6. Purificacion de la Fosfolipasa 2. (A). La muestra 11.8 de la Fig. 2
(16.81 mg de proteina) fue dializada y aplicada a una columna (0.65 X 42 cm)
de DEAE-celulosa, que fue eluida con un gradiente salino lineal formado por
200 ml de tampon de fosfato de potasio 15 mM (ph 8.6) y 200 ml de 0.2 M de clo-
ruro de potasio en el mismo tampon de fosfatos. La velocidad de flujo fue de
30 ml/hr y se colectaron tubos con 2 ml. La regién correspondiente al Corte 11.8.4
fue mezclada tomando en cuenta la absorbancia a 280 am y la actividad de fos-
folipasa. (B), La Fraccién 11.8.4 fue dializada y recromatografiada en las mismas
condiciones que en (A) con lo que se obtuvo la Fosfolipasa 2 (Fraccion 11.8.4.2)
en estado homogéneo. Puede notarse que en este paso de purificacion la actividad
especifica de la enzima permanece constante.
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Fig. 7. Secuencia amino terminal de siete fosfolipasas, seis de ellas de venenos
de serpientes. Se utiliza la simbologia de una letra para cada aminoacido. Los
residuos se colocaron para lograr el maximo de homologia por lo que se han
dejado intervalos (-) Clu - Gln y Asp - Asn se consideraron equivalentes entre si,
respectivamente. Se han enmarcado los aminoacidos que se repiten con mayor
frecuencia en cada posicion. PaE, pincreas equino; Nme, Naja melanoleuca; Nai,
Naja nigrocillis; Hha, Haemachatus haemachatus; Cad. Crotalas adumanteus:
Bas, Bothrops asper.
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Tabla I. Distribucion de las actividades enzimaiticas en las fracciones prove-
nientes de Sefadex G-75*

I 11 111 IV
Fosfolipasa 7.36 87.94 3.22 1.48
Hialuronidasa 0.00 0.00 95.76 4.24
Tripsina 22.56 40.06 33.78 3.60
Quimotripsina 66.92 8.85 24.23 0.00

.,
® Los valores representan el porcentaje con relacion al total de la actividad
enzimatica respectiva en cada una de las fracciones

TERCERA MENCION
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TABLA IV

COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LA FOSFOLIPASAS PURIFIECADAS

Aminoacido Fosfolipasa 1.a* Fosfolipasa 1.b*  Fosfolipasa b®
Lis 7 14 7
His 1 6 1
Arg 3 8 3
Trp -C -C -C
Asp 13 32 13
Tre 5 13 5
Ser 4 22-23 5
Glu 9 32 9
Pro 3 18 4
Gli 9 25-26 10
Ala 1 15 4
Cis -C -C 8104
Val 5 15 6
Met 3 3 3
Ile 3 13 3
Len 2 15 2
Tir 7 7 7
Fen 4 7 4

* Resultado de un solo hidrolizado a 20 horas con HCI 6 N
h Resultado de hidrélisis seriada a 20, 48, 72 v 110 horas con HC1 6 N
¢ No determinado

4 Cuantificado como 4cido cistético por oxidacion previa de la muestra con dcido
performico.
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