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RESUMEN

La fosfolipasa A, (PLA,) fue purificada a partir de vene-
no de serpiente de Bothrops atrox (Sensu lato) de
Chiriguana (Colombia) por cromatografia de exclusién
sobre Sephadex G-75, de donde se obtuvieron cinco frac-
ciones, una de ellas con actividad fosfolipasa A,. Des-
pués de pasarla por una columna de intercambio catiénico
Mono S, donde se separaron ocho fracciones con activi-
dad PLA,, ésta se midi6 usando el método hemolitico. La
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes, mostré pesos moleculares entre 16.000
y 17.000 para las ocho fracciones, seis de las cuales pre-
sentaron una sola banda.

Palabras clave: fosfolipasa A,, veneno Bothrops, purifi-
cacion proteina.

SUMMARY

Phospholipase A; (PLA,) from Bothrops atrox (Sensu lato)
venom, from Chiriguana (Colombia) was purified using
exclusion chromatography on Sephadex G-75, obtaining
five fractions one of which showed phospholipase A,
activity. After further purification on Mono S cationic
exchange column, eight fractions with PLA, activity,
measured using the hemolytic method, were obtained.
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SD, - Poliacrilamide gel electrophoresis of these eight
fractions, found molecular weights between 16KDa and
17 KDa for all of them, while six fractions showed a sin-
gle band.

Keywords: phospholipase A,, Bothrops venom, protein
purification.

INTRODUCCION

El objetivo de este trabajo fue purificar la PLA, a partir
de veneno de serpiente de Bothrops atrox de la region de
Chiriguana, resultados que se compararan con los que se
estan llevando a cabo en el Instituto Nacional de Salud, con
venenos de la misma familia pero de otras regiones del pais.
Esto, debido a que las PLA;, de varios venenos presentan
propiedades enziméticas similares, pero no son idénticas
inmunolégicamente (Nairy Elliot, 1975).

En el mundo, el estudio de los venenos de serpientes es
un area de investigacion muy activa, debido a la imperiosa
necesidad de mejorar la terapia del accidente ofidico y al
creciente interés por desarrollar las posibles aplicaciones
industriales de las enzimas presentes en los venenos.

Los venenos de serpientes son una fuente excelente de
PLA,. Sin embargo, muchos venenos contienen mas de una
forma de esta enzima. Muchas de estas formas tienen pe-
sos moleculares similares, pero difieren en un pequefio
numero de aminoacidos y son detectadas por diferencias
en puntos isoeléctricos sobre resinas de intercambio idnico.

La fosfolipasa A, ha sido purificada a partir de venenos
de serpientes de las familias Hydrophiidae, Elapidae y
Viperidae. El veneno del género Bothrops de la familia
Viperidae ha sido fraccionado por diferentes autores (Lobo
de Aratjo et al., 1994; Mancuso et al., 1995; Maraganore et
al., 1984 y Daniele et al., 1995), usando procedimientos que
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incluyen de 2 a 4 etapas y obteniendo variacién en el nd-
mero de isoenzimas de fosfolipasa A, dependiendo del ve-
neno. En cada caso se presenta un procedimiento especifi-
co, determinado por las condiciones de trabajo, las modifi-
caciones en el orden de las etapas y el nimero de éstas.

Bothrops atrox es la especie representativa del género
y, ademas, la mas importante desde el punto de vista médi-
co en Colombia, ya que ocasiona el 90% de la morbilidad
por accidente ofidico (accidente bothropico).

La fosfolipasa A, (PLA,) (EC.3.1.1.4) cataliza la hidrolisis
especifica de los enlaces éster en la posicion del carbono 2
de 1,2-diacil-fosfoglicéridos (Slotboom et al., 1982; Dennis,
1983). La PLA, requiere Ca++ para la estabilizacion
conformacional y para la catélisis. Estas enzimas desem-
pefian un papel importante en el metabolismo de lipidos y
han sido ampliamente usadas para estudiar la estructura
de lipoproteinas 0 membranas biolégicas y como un mode-
lo de interacciones proteina-lipido (Aggerbeck et al.,1976).

Las fosfolipasas A, pueden dividirse en dos grupos, con
base en las diferencias en la distribucion de los enlaces
disulfuro y en ciertos segmentos en la secuencia de
aminoacidos. Grupo |, enzimas a partir de veneno de ser-
piente de la familia Elapidae (Elapinae, Laticaudiinae,
Oxyuraninae e Hydrophiinae) y pancreas de mamiferos.
Grupo Il, enzimas a partir de veneno de serpiente de la
familia Viperidae (Viperinae y Crotalinae) y plaquetas de
mamiferos (Fujii et al., 1998).

En este articulo se presenta la purificacion de PLA; a
partir de veneno de Bothrops atrox proveniente de
Chiriguana (Cesar).

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Veneno crudo liofilizado colectado de varias serpientes de
la especie Bothrops atrox de Chiriguana (Cesar, Colombia)
almacenado en el Instituto Nacional de Salud de Santafé
de Bogota. Sephadex G-75 y G-25 de Pharmacia (Upsala,
Sweden), &cido acético (96%) de Merck, suspension de
yema de huevo como sustrato, proteinas patrones de peso
molecular (LMW) de Pharmacia, y los demas reactivos de
Sigma.

Métodos

Actividad fosfolipasa A,

La actividad de la PLA; fue determinada por el método de
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valoracién potenciométrica, usando emulsién de yema de
huevo como sustrato a pH 8 y 25°C como lo describieron
Martin-Moutot y Rochat (1979). Los acidos grasos libera-
dos fueron titulados con NaOH 5 mM. Una unidad de activi-
dad se definié como la cantidad de enzima que libera un
miliequivalente de acido graso por minuto.

El ensayo de hemodlisis indirecta (Habermann y Hardt,
1972) con eritrocitos de cordero fue usado para identificar
la PLA, durante el fraccionamiento del veneno.

Purificacién de fosfolipasa A, a partir de veneno
Bothrops atrox

» Cromatografia de exclusion

El veneno de Bothrops atrox (100 mg) fue disuelto en 1 ml
de acido acético 5%. El pequefio precipitado fue eliminado
por centrifugacion (30 min a 1800 g). El sobrenadante (ex-
tracto crudo) fue aplicado a una columna (2,6 x 71,5 cm)
con Sephadex G-75, equilibrada con &cido acético 5%, y la
elucion se realiz6é a un flujo de 1 ml/min. La fraccién con
actividad PLA; fue colectada y reunida en una de 90 mi,
eliminando algunas muestras para evitar contaminacion con
otros componentes de diferentes pesos moleculares (frac-
cion 3).

El volumen de la fraccion 3 se aplico a una columna (1,6
x 14,5 cm) Sephadex G-25 equilibrada con acido acético 10
mM pH 5. Para el cambio de solvente se hicieron inyeccio-
nes sucesivas de 5 mi. Este fue el volumen de muestra
maximo que se determind experimentalmente, de tal ma-
nera que se hiciera efectivo el cambio de solvente, obser-
vando en el cromatograma la proteina eluida y la
conductividad del &cido acético 5%.

* |Intercambio catiénico

Una parte de la fraccion 3 (equivalente a 8,5 mg de protei-
na) en acido acético 10 mM pH 5 se aplicd a una columna
MONO S (HR 5/5) de Pharmacia, equilibrada con el mismo
solvente. La elucion fue llevada a un flujo de 1 ml/min, con
un gradiente continuo entre O a 1M de NaCl en &cido acéti-
co 10 mM pH 5. Las fracciones fueron dializadas contra
agua destilada usando membrana 6.000 a 8.000, para reti-
rar la sal.

Electroforesis en gel poliacrilamida

La electroforesis fue realizada en presencia de dodecil
sulfato de sodio (SDS) y en presencia de b-mercaptoetanol
en geles de 0,75 mm de espesor (T 12,6% y C 2,6%) de
acuerdo con el método de Laemmli (1970). El gel fue tefiido
con nitrato de plata.
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RESULTADOS

Purificacién PLA, a partir de veneno de
Bothrops atrox

La purificacion de fosfolipasa A, abarcé de dos etapas:
cromatografia de exclusion sobre Sephadex G-75 y
cromatografia de intercambio catiénico en una columna
Mono S.

En la primera etapa (figura 1), la fosfolipasa A,fue eluida
en un solo pico (fraccién 3). Esta fraccion se separ6 en la
columna MONO S (figura 2), de donde se obtuvieron 8 frac-
ciones, todas con actividad PLA,. La electroforesis en gel
de poliacrilamida (figura 3) en presencia de SDS, en condi-
ciones reducidas y tincion con plata, muestra que todas las
fracciones -excepto la Il y la IV- tienen una sola banda.
Los pesos moleculares de |, I, V'y VI son = 17.000 y para
Vil y VIII, de = 16.000 y 15.800 respectivamente. Las frac-
ciones Il y IV muestran dos bandas, con pesos moleculares
de =17.000 y 29.000. La banda de 29.000 es un contami-
nante con baja concentracion proveniente de la fraccion 3
de Sephadex G-75.

De acuerdo con la figura 3A, la fraccion 1 de Sephadex
G-75 presenta bandas entre 16.000 y 54.000; la fraccion 2,
entre 14.000 y 30.000; la fraccién 3, entre 14.000 y 17.000,
y para las fracciones 4 y 5 no se detectaron bandas debido
a que son compuestos de bajo peso molecular que se pier-
den en la didlisis.
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Figura 1. Cromatografia de exclusion del veneno
Bothrops atrox sobre Sephadex G-75.

Fueron aplicados 100 mg de veneno Bothrops atrox a una co-
lumna Sephadex G-75 equilibrada con &cido acético 5%. La
elucion se realizé a 1ml/min con el mismo solvente y se colecta-
ron fracciones de 10 mi. La actividad de la PLA2 fue medida por
hemdlisis indirecta usando como sustrato yema de huevo
solubilizada en solucién salina (0,85%).
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Figura 2. Cromatografia de intercambio catiénico Mono S
de la fraccién 3 de Sephadex G-75.

Fueron aplicados 8,5 mg de la fraccién 3 de Sephadex G-75 a la
columna Mono S equilibrada con acido acético 10 mM pH 5. La
elucidn fue realizada con un gradiente lineal de O a 1 M de NaCl,
se colectaron fracciones de 1 ml. La actividad de la PLA; fue
medida por hemdlisis indirecta usando como sustrato yema de
huevo solubilizada en solucién salina (0,85%).

Los resultados del proceso de purificacion se muestran
enlatabla 1.

Los estudios preliminares para optimizar este trabajo se
encuentran reportados en la tesis realizada por B. Quevedo
(1999).
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Figura 3A. Electroforesis de las fracciones obtenidas en
el proceso de purificacion de PLA; a partir de veneno de
Bothrops atrox.
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Figura 3B. Electroforesis de las fracciones obtenidas en
el proceso de purificacién de PLA, a partir de veneno de
Bothrops atrox.

Gel poliacrilamida de las fracciones purificadas de PLA,, en pre-
sencia de SDS (4%) y b-mercaptoetanol (2%). Tefiido con nitrato
de plata. Las proteinas estandares fueron fosforilasa B (94.000),
albumina (67.000), ovalbumina (43.000), anhidrasa carbdnica
(30.000), inhibidor de tripsina (20.100), alfa-lactalbimina (14.400).
3A) Veneno de Bothrops atrox de Chiriguana; F-1 a F-5, fraccio-
nes separadas en cromatografia Sephadex G-75. F-, F-ll y F-VII,
fracciones obtenidas en la cromatografia de intercambio cationico
Mono S.

3B) Fraccion F-3 de la cromatografia sobre Sephadex G-75; Frac-
ciones F-lll a F-VIII de la cromatografia de intercambio catidnico
Mono S y veneno de Bothrops atrox de Chiriguana.

ANALISIS

De acuerdo con Heinrikson (1991), la fosfolipasa A,, por su
bajo peso molecular es separada de los deméas contami-
nantes, por cromatografia de exclusién utilizando acido acé-
tico 5% como eluente. En este trabajo se comprobé esta
afirmacion para el veneno de Bothrops atrox de Chiriguana,
ya que en la etapa de cromatografia sobre Sephadex G-75
se obtuvo una mezcla de isoenzimas de PLA,, detectadas
por el método hemolitico. La proteina correspondiente a la
fraccion 3 fue del 33% con respecto al veneno; con esto se
reafirma que la PLA, es uno de los mayores componentes
del veneno de serpientes.

El uso del acido acético al 5% en la cromatografia de
exclusion para PLA, permitié alcanzar resultados, en tanto
gue no se obtuvieron resultados al usar como solvente bu-
ffer fosfato de pH 7,2 para purificar PLA, a partir de veneno
de Bothrops insularis, como lo muestran Cogo y colabora-
dores (1998), quienes obtuvieron isoenzimas PLA, con
esterasa en esta etapa.

Por cromatografia de intercambio catiénico Mono S se
separaron 8 fracciones de PLA,, de las cuales 6 presenta-
ron una banda por electroforesis.

Las fracciones encontradas poseen en su mayoria acti-
vidades especificas diferentes, pero las fracciones Il y IV,
gue tienen un contaminante, presentan similar actividad
especifica y el mismo peso molecular, lo cual conlleva a
afirmar que puede ser una sola isoenzima. La fraccion VIII,
con actividad especifica muy baja, puede ser una isoenzima

Tabla 1. Resumen de la purificacion de PLA, a partir de veneno de Bothrops atrox
Etapa Proteina* Actividad ** Actividad especifica Factor pureza
(mg) (C)) (U/mg)

Veneno crudo 66,00 3,52 0,053 1,00
Sephadex G-75
Fraccion 3 21,85 6,12 0,280 5,28
Mono S
Iscenzima | 0,07 0,12 1,714 32,34
Isoenzima Il 0,92 1,04 1,130 21,32
Isoenzima Il 0,10 0,10 1,000 18,87
Isoenzima IV 0,32 0,28 0,875 16,51
Isoenzima V 0,16 0,18 1,125 21,23
Isoenzima VI 0,11 0,14 1,273 24,02
Isoenzima VII 0,68 0,40 0,588 11,09
Isoenzima VIII 5,06 0,14 0,028 0,53
* La concentracion de proteina fue estimada por el método de Lowry et al. (1951).
** La actividad de la PLA, fue medida por el método de valoracion potenciométrica (Martin-Moutot y Rochat, 1979) usando como sustrato

yema de huevo solubilizada en deoxicolato de sodio.

Una unidad de actividad enzimatica de PLA, se define como la cantidad de enzima que libera un miliequivalente de acido graso por minuto.
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genuina, pero su baja actividad puede ser atribuible a una
seleccion inadecuada de sustrato o de condiciones de tra-
bajo.

La multiplicidad de isoenzimas parece ser una caracte-
ristica general de las fosfolipasas A; a partir de veneno de
serpientes y puede estar relacionada con el alto contenido
de esta enzima en el veneno. El nimero de isoenzimas re-
portado para la especie Bothrops atrox, varia de acuerdo
con la localidad y el proceso de purificacion. Por ejemplo,
Lobo de Arauljo y colaboradores (1994) reportaron 5
isoenzimas fosfolipasa A; a partir de veneno de Bothrops
lanceolatus, con actividad especifica idéntica, pesos
moleculares similares (14.500-15.500), pero con diferentes
puntos isoeléctricos. El proceso de purificacion consto de
cuatro etapas: exclusion, intercambio aniénico, exclusién e
intercambio aniénico. Maraganore y colaboradores (1984),
al purificar PLA; a partir de Bothrops atrox, obtuvieron 4

isoenzimas, usando cromatografia de exclusion e intercam-
bio catiénico. Esto puede darse por variaciones de especie a
especie o por diferencias en las condiciones de operacion.
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