Rev. peru. biol. '7(1).: 55_.66 (2000) ' ISSN 1561-0837
© Facultad de Ciencias Biolégicas UNMSM

PURIFICACION DE UNA ENZIMA PROTEOLITICA DEL VENENO DE
Bothrops braziliY ESTUDIO DE SU ACTIVIDAD SOBRE FIBRINOGENO

PURIFICATION OF A PROTEOLYTIC ENZYME FROM THE VENOM OF Bothrops brazili
SNAKE AND STUDY OF ITS ACTIVITY ON FIBRINOGEN

Maria Azaiiero, Enrique Escobar y Armando Yarlequé*

RESUMEN

Se ha aislado una enzima proteolitica del veneno de la serpiente peruana Bothrops brazili por
cromatografia en Sephadex G-100 y CM-Sephadex C-50, con buffer acetato de amonio 0,05M pH 7,0.
La enzima fue purificada 3,2 veces con un rendimiento de 52,5% y el peso molecular calculado por
filtracion en gel fue de 18 000, mientras que la PAGE-SDS permitié observar una sola banda proteica
de 22 000 daltons en condiciones reductoras y de 20 300 daltons en condiciones no reductoras,
determindandose que la enzima es de una sola cadena polipeptidica con al menos un enlace disulfuro.

La enzima hidroliza fibrin6geno, fibrina, caseina y albumina, pero no hemoglobina ni mioglobina.
Por su accién sobre el fibrinégeno, es una Aca-fibrinogenasa ya que hidroliza primero la cadena Ac del
fibrinégeno y luego la cadena Bf. Esta actividad es inhibida por EDTA pero no por PMSF, TLCK,
iodoacetato y pepstatin, indicando que se trata de una metaloproteinasa; sin embargo, los iones Ca*,
Mg** vy Zn*" no restablecen la actividad. Finaimente, la enzima es estable hasta los 45 °C y en su accién
sobre fibrina, la hidrélisis se da preferencialmente sobre la cadena o.
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ABSTRACT

A proteolitic enzyme was purified from Bothrops brazili peruvian snake venom using Sephadex G-
100 followed by CM-Sephadex C-50, in both two cases with 0.05M ammonium acetate pH 7,0. The
enzyme was purified 3,2 fold with 52,5% of yield and by gel filtration the enzyme showed 18 000 of
molecular weight, while the PAGE-SDS showed only one protein band of 22 000 in the presence of
mercaptoethano! and 20 300 under nonreducing conditions which suggests that the enzyme has a
single polypeptide chain with disulfide bond.

The enzyme hydrolizes fibrinogen, fibrin, casein and albumin, but not hemoglobin and mioglobin.
The enzyme is a Ao-fibrinogenase because preferentially hydrolizes the Ac chain of the fibrinogen
molecule. This activity is inhibited by EDTA but not by PMSF, TLCK, iodoacetate and pepstatin, suggests
that is a metalloproteinase, however the lons Ca++, Mg++ and Zn++ cannot reactivate the inhibition by
EDTA. Finally the enzyme is stable up to 45 °C and in its effact on fibrin the enzyme is to attack o chain
rapidly.
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INTRODUCCION plasmina a partir de plasminégeno y por lo tanto
disuelve los codgulos de sangre (Tillet &
Garner, 1933). Actualmente, esta protefna se
usa ampliamente en el tratamiento de ciertas
enfermedades trombéticas tales como el in-
farto agudo del miocardio, embolia pulmonar
y trombosis de venas profundas (Goa et al.,
1990). Sin embargo, el uso de estreptoquinasa
y otros agentes tromboliticos puede ocasionar
" Laboratorio de Biologla Molecular. Facutad de Clenclas Bloldgicas, UNMSM. diversos efectos colaterales, perjudicja]es al

Ladisolucién de codgulos de fibrina por la
enzima plasmina es un proceso esencial para
impedir la formacién de trombos y mantener
la fluidez de la sangre. Por los anos 30 se des-
cubrié que la estreptoquinasa, una enzima li-
berada por la bacteria Streprococcus, genera
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paciente, por lo que se hace necesario obte-
ner nuevos productos tromboliticos que sean
tan efectivos como inocuos para el paciente.
Esto implica la posibilidad de usar enzimas
capaces de convertir el plasminégeno en
plasmina o que hidrolicen directamente la
fibrina y/o el fibrindgeno, previniendo asi la
formacién de codgulos de fibrina.

En este sentido, los venenos de serpientes,
particularmente de la familia Viperidae, son
ricos en enzimas proteoliticas capaces de
hidrolizar algunas proteinas plasméaticas como
fibrindgeno y fibrina. Desde la perspectiva cli-
nica, estas enzimas tienen una potencial utili-
dad para disolver codgulos de sangre forma-
dos durante una patologia trombdtica
(Markland, 1988).

B. brazili es una serpiente de nuestro pais
que habita en la regién del Alto Marafién y
que produce abundante veneno, hasta 4 ml en
cada mordedura (Meneses, 1974). En este
veneno recientemente se han aislado y carac-
terizado las enzimas fosfolipasa (Zeballos et
al., 1999) y L-amino4cido oxidasa (Soliset al.,
1999), pero ya en 1996 se reporté la existen-
cia de una enzima proteolitica con accién so-
bre caseina y fibrinégeno (Escobar et al.,
1996); sin embargo, este iltimo aspecto s6lo
fue abordado muy tangencialmente, por lo que
en este trabajo decidimos estudiar detallada-
mente la accién sobre fibrindgeno, a fin de
esclarecer el rol de la enzima durante el enve-
nenamiento y evaluar sus posibilidades como
agente trombolftico.

MATERIAL Y METODOS

Veneno de serpiente. El veneno de B.
brazili fue proporcionado por el serpentario
Oswaldo Meneses del Museo de Historia
Natural de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos, donde especfmenes proceden-
tes del Alto Marafién son mantenidos en cau-
tiverio a 28 °C. El veneno extraido por pre-
sién manual de las gldndulas fue liofilizado y
conservado a — 8 °C.
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Cuantificacién de proteina. Durante la
purificacién de la enzima, la proteina se deter-
mind por la absorcién de luz ultravioleta a 280
nm (Warburg & Christian, 1941), mjentras"que
en la enzima purificada, la cantidad de protei-
na se determiné por el método de Lowry et
al. (1951).

Evaluacion de la pureza y determina-
cion del peso molecular. La pureza y el peso
molecular de la enzima fueron determinados
por electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS), utilizan-
do como colorante azul de coomassie 0,1 %
(Weber & Osborn,1969). Adicionalmente el
peso molecular también fue calculado por
cromatografiade filtracién en una columnade
Sephadex G-100 (Andrews, 1964).

Purificacién de la enzima. 50 mg de ve-
neno fueron disueltos en | ml de buffer acetato
de amonio 0,05M apH 7,0y luego de eliminar
los restos insolubles por centrifugacién a 1500
xg por 15 minutos, 0,95 ml del sobrenadante
se aplicaron a una columna de Sephadex G-
100 (1,2x44,3 cm), equilibrada con buffer
acetato de amonio 0,05M a pH 7,0. En las frac-
ciones colectadas se midi6 la cantidad de pro-
tefna y la actividad caseinolitica. Las fraccio-
nes con mayor actividad fueron reunidas y
aplicadas a una columna de CM-Sephadex C-
50(1,2%x17,5 cm), equilibrada con el mismo bu-
ffer. Las proteinas retenidas en la columna
fueron eluidas con el buffer de corrida conte-
niendo sucesivamente NaCl 0,05 M, 0,3 M
y 0,6 M. En cada fraccién igualmente se
determiné la cantidad de proteina y la activi-
dad caseinolitica. En ambos sistemas el flujo
fue de 5 ml/h y se trabajé a temperatura am-
biente.

Actividad caseinolftica. Durante la puri-
ficacién de la enzima, su actividad proteolftica
se midié sobre caseina, para lo cual se incub6
1,5 ml de caseina 2% disuelta en buffer Tris
HC10,2M pH 7,5, con 0,4 ml de agua destila-
day 0,1 mlde la enzima, durante 15 minutos a



37 °C. La reaccién se detuvo con 1,5 ml de
acido tricloro acético 0,44 M en frio y los pro-
ductos acidos solubles obtenidos por
centrifugacién a 1500 xg durante 15 minutos,
fueron leidos a 280 nm. Para calcular la acti-
vidad especifica los valores de D. O. a
280 nm fueron convertidos apg de L-tirosina,
y expresados como unidades por mg de pro-
teina (una unidad equivale a la liberacién de

lug de L-tirosina por minuto) (Takahashi &
Ohsaka, 1970).

Para los ensayos que a continuacién se des-
criben se emple6 la enzima purificada a una

concentracién de 0,4mg/ml (determinada por
el método de Lowry).

Accién proteolitica sobre fibrinégeno.
La actividad sobre fibrin6geno se midid incu-
bando a 37°C, 0,8 ml de fibrinégeno bovino 5
mg/ml, disuelto en buffer Tris-HC1 0,05 pH 7,5,
y 40 ul de la enzima purificada. A los 1, 3, 5,
10, 20, 30, 60 y 120 minutos se tomaron 80
del incubado para su anélisis por PAGE- SDS.

Efecto de algunos inhibidores de
proteasas. Se evalué el efecto del fenil metil
sulfonil fluoruro (PMSF) 4 mM, tosyl lisil
clorometil cetona (TLCK) 3 mM, pepstatin 3,6
mM, iodoacetato 6 mM, etilen diamino tetra
acético (EDTA) 1,5 mM y mercaptoetanol 20
mM. En cada caso se preincubd 15 pl de la
enzima con |5l del reactivo a 37 °C durante
15 minutos y luego se midi6 la actividad sobre
fibrinégeno con 20 pl del incubado. La reac-
cién se evalué por PAGE-SDS.

Accién de iones metalicos. También se
prob6 el efecto del calcio, magnesio y zinc bajo
la forma de cloruros, sobre la enzima tratada
con EDTA. Para esto, 15 pl de la enzima se
mezclaron con 15l de EDTA 1,5 mM duran-
te 15 minutos a 37 °C y luego se agreg6 por
separado, 10 pl del i6n respectivo a concen-
traciones de 3 y 6 mM, incubéndose a 37 °C
por 15 minutos més. Finalmente se probé y
analiz6 la actividad fibrinogenolitica por PAGE-
SDS.

Purificacién de una enzima proteolitica

Termoestabilidad. La termoestabilidad de
la enzima se determiné incubando a diferen-
tes temperaturas (37, 45, 55, 65, 75, 85 y
95°(C), alicuotas de 20 pl de laenzima. Luego
de 15 minutos se enfri6 rdpidamente a 4 °C
por 3 minutos y se midié la actividad sobre
fibrinégeno con 10 ul de cada muestra. El an4-
lisis se hizo por PAGE-SDS.

Accién sobre otras proteinas. La acti-
vidad fibrinolitica fue determinada sobre co4-
gulos de fibrina, formados a partir de 0,2 ml
de fibrinégeno 5 mg/ml y 10 pl de trombina
humana 50 U/ml incubados a 37 °C por 30
minutos. A estos codgulos se afiadié 10 pl de
laenzimay se incub6 a 37 °C. A los 5, 10, 20,
30, 60 y 120 minutos se midié la actividad
fibrinolitica por PAGE- SDS. Esta actividad
también se evalu6 por el método de Astrup y
Mulertz (1952), observando directamente la
disolucién de los codgulos, con 10 ul de 1a en-
zima, a intervalos de 30 minutos durante 3
horas.

También se evalué por PAGE-SDS la pro-
bable accién proteolitica de la enzima sobre
albimina 4 mg/ml, hemoglobina 2 mg/ml,
mioglobina 12 mg/ml y caseina 8 mg/ml, di-
sueltas en buffer Tris-HCI 0,05M a pH 7,5.
La actividad se probé con 10l de laenzimaa
37°C durante 15 minutos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Purificacién de la enzima. En el primer
paso de purificacién sobre Sephadex G-100 el
veneno crudo fue fraccionado en 3 picos de
protefna, y se encontrd la mayor actividad
caseinolftica en la porcién ascendente del se-
gundo pico (Fig. 1). En esta etapa la enzima
fue purificada 1,3 veces y con un rendimiento
de 65,1%. Durante el segundo paso de purifi-
cacién en CM-Sephadex C-50 a pH 7, un pe-
quefio pico de protefna, sin actividad
proteolftica, fue eluido directamente, mientras
que el resto de proteina interactu6 con el gel,
inclusive después de afiadir NaCl 0,05 M al
buffer de elucién. Al aumentarse la concen-
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Figura 2. Purificacién de la enzima proteolitica en CM-
Sephadex C-50 a pH 7. En este intercambiador catiénico, la
proteasa quedé ligada al gel y fue eluida luego de incorporar
al buffer de corrida NaCl 0,3 M.

Tabla . RESUMEN DEL PROCESO DE PURIFICACION

ETAPA Proteina (mg) Actividad Unidades Totales Purificacion Rendimiento
Especifica de Actividad (%)

Crudo 31,60 0,92 29,072 1,0 100,0

Sephadex G-100 16,16 1,19 18,926 1,3 65,1

CM Sephadex C-500 4,55 2,94 15,263 3,2 52,5

Figura 3. PAGE-SDS de la proteasa aislada del veneno de B. brazili. En

los carriles 1 y 4 se observan los estdndares de peso molecular: albu-
mina (66KDa), ovoalbimina (45KDa) y lisozima (14,3KDa). En los carri-
les 2 y 3 se muestran la enzima reducida (22KDa) y no reducida
(20,3KDa) respectivamente.
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Figura 4. Determinacion del peso molecular por cromategratia de fil-
tracion en Sephadex G-100. Usando albumina (66KDa), anhidrasa
carbdnica (29KDa) y citocromo ¢ (12,4KDa), como estandares, se cal-
culé un peso molecular de 1BKDa para la enzima proteolitica

Figura 5. Evaluacién por PAGE-SDS de la hidrélisis de fibrindgeno. El
patrén de fibrindgeno (C) fue modificado por la enzima desde el primer
minuto de incubacidn.

ran & Geren, 1981) y Lachesis muta (Esco- y luego la cadena Bf. De esta manera estos
bar et al., 1992). venenos producen una drastica alteracién de

La funcién de estas fibrinogenasas, duran- la coagulacién sanguinea debido a la
te el envenenamiento, es retardar o anular la  desfibrinogenacién que producen (Gutiérrez et
capacidad de coagulacién del fibrindgeno ata-  al., 1982; Gutiérrez & Bolafos , 1980).
cando de manera preferencial la cadena Ao
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Termoestabilidad. Segiin el patrén de di-
gestién del fibrinégeno mostrado en la Fig. 6,
se encontré que la enzima es termoestable
hasta los 45 °C, y es tnaclivada a partir de los
55 °C. Es sabido que mientras menor es el
peso molecular de una proteina y mayor la
cantidad de enlaces disulfuro, la proteina po-
see gran termoestabilidad. En el caso de la
proteina en estudio, ésta tiene bajo peso
molecular, por lo que su gran sensibilidad al
calor podria deberse a que tiene pocos enla-
ces disulfuro.

Una fibrinogenasa del veneno de Ceras-
tes cerastes es estable hasta los 55 °C (Daoud
etal., 1987), mientras que la fibrinogenasa de
L. muta tolera temperaturas de hasta 60 °C
(Escobar et al., 1992).

Efecto de algunes inhibidores de
proteasas. De todos los inhibidores ensaya-
dos, s6lo el EDTA produjo una completa inhi-
bicién de ]a actividad enzimiitica, lo cual signi-
fica que la proteasa en estudio es una metalo
proteinasa. Esto coincide ampliamente con lo
reportado para otras Ac-fibrinogenasas (Es-
cobar et al., 1992; Markland er al., 1988;
Evans, 1984; Tanizakiet al., 1989)

Purificacién de una enzima proteolitica

Por otro lado, ya que la actividad no fue
afectada por PMSF, dcido todoacético y
TLCK, se puede deducir que la enzima no tie-
ne serina, cisteina e histidina en su centro ac-
tivo. En relacidn al pepstatin, éste se compor-
t6 como un inhibidor de la actividad; sin em-
bargo, esta inhibicién no se considerd conclu-
yente, ya que el disolvente del pepstatin, el
metanol, también produjo inhibicién (Fig. 7).

También resulta interesante interpretar el
hecho de que el mercaptoctanol no haya ejer-
cido ningtn efecto en la actividad enzimatica,
pues de los resultados sobre €] peso molecular
y latermoestabilidad, se dedujo que la enzima
no debia tener muchos enlaces disulfuros pero
si por lo menos uno, por lo que se deduce que
éstos no deben ser esenciales para mantener
su funcién.

Efecto de algunos iones metalicos. De
los resultados obtenidos en esta prueba, se ha
determinado que la actividad de la enzima tra-
tada con EDTA, no es restituida por calcio,
magnesio o zing, a concentraciones finales de
0,75y 1,5 mM (Fig. 8).

El resultado encontrado por nosotros pue-
de tener 2 explicaciones. Por un lado, la es-

Figura 6.Termoestabilidad de la enzima. La actividad sobre fibrinégeno
fue medida luego de preincubar la enzima a las ternperaturas indica-

das durante 15 minutos,
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Figura 7. Efecto de algunos inhibidores de proteasas. La actividad sobre el
fibrin6geno fue evaluada luego de preincubar la enzima con PMSF (2),
iodoacetato (3), EDTA (4), pepstatin (5), TLCK (6), mercaptosetanol (7), etanol
(8) y metanol (9). (C) corresponde al control de fibrinégeno v (1) a la actividad
de la enzima sin tratamiento.

Flgura 8. Efecto del calcio, magnesio y zinc sobre la enzima tratada con
EDTA. (C) control de fibrinégeno, (1) actividad de la enzima sin tratamien-
to, (2) actividad de la enzima tratada con EDTA, (3) y (4) efecto del Ca* 0,75
y 1,5mM, (5) y (6) efecto del Mg* 0,75y 1,5 mM, (7) y (8) efecto del Zn**0,75
y 1,5 mM.



tructura de la enzima tratada con EDTA po-
dria haber sido alterada drasticamente de modo
que la inhibicién resulta irreversible; y por otro
lado, podria deberse a que el metal ligado a la
enzima sea diferente de los utilizados. Algo
similar se ha encontrado con la proteasa J del
veneno de B. jararaca, la cual es irreversi-
blemente inactivada por EDTA y o-fenantrolina
(Tanizaki er al., 1989). Sin embargo, en otros
casos la actividad de la enzima inhibida por
EDTA puede ser restablecida por Zn** como
en el caso de L. muta o por Ca**, como en el
caso de V. lebetina (Escobar et al,, 1992;
Gasmi er al., 1991).

Accion sobre otras proteinas, La ac-
cion proteolitica sobre codgulos de fibrina, eva-
luada por PAGE-SDS, se evidencio desde los
5 minutos sobre la cadena ¢, mientras que a
partir de los 20 minutos esta accidn se exten-
di6 a la cadena3 (Fig. 9). Cuando la actividad
fibrinolitica se evalué por el método de Astrup
y Mulertz, fue posible observar una progresi-
va disolucion del codgulo desde los 30 minu-
tos, que se hizo mucho mis evidente a partir

de las 2 horas (Fig. 10).

Purificacién de una enzima proteolitica

Asimismo, la enzima mostro tener una ele-
vada actividad hidrolitica sobre albimina bo-
vina, evidencidndose una lisis completa de ésta,
mediante la formacién de diferentes produc-
tos de menor peso molecular; asimismo se
observé una actividad muy similar sobre ca-
sefna. A diferencia de lo anterior, no se evi-
dencid ninguna alteracion en los patrones
electroforéticos de hemoglobina y mioglobina.
“n todos los carriles donde se colocé la pro-
teina mas la enzima se observd una tenue ban-
da correspondiente a la enzima, semejante a
la presentada en el carril control (Fig. 11).

El hecho de que la enzima también hidrolice
fibrina permite denominarla enzima
fibrino(geno)litica, es decir, con capacidad de
digerir tanto fibrindgeno como fibrina. De este
modo. durante el envenenamiento, la activi-
dad de esta enzima estarfa involucrada no sowo
en ladestruccion de fibrindgeno sino también
en la hidrélisis de mucrocodgulos formados
pocas horas después de la mordedura y pos-
teriormente a la coagulacidn intravascular di-
seminada (Escobarer al., 1992). Por otro lado,
la actividad fibrinolitica de la enzima, bajo las

Figura 9. Evaluacién por PAGE-SDS de la actividad de la enzima sobre
fibrina. El patrén electroforético de la fibrina (¢) fue modificado por accion
de la proteasa desde los 5 minutos de incubacién.
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Figura 10. Evaluacién de la actividad fibrinolitica por el método de Astrup

y Mulertz.

Figura 11. Actividad proteolitica sobre otras proteinas. En los carriles 1,
3, 5y 7 se muestran los controles de albdmina, caseina, hemoglobina y
mioglobina respectivamente. Los carriles 2, 4, 6 y 8 corresponden a la
actividad de la enzima sobre caseina, hemoglobina y mioglobina res-
pectivamente, mientras que (c) es el control de la enzima.

condiciones en las que se ha determinado, in-
dica que es de accidn directa al igual que otras
fibrinogenasas como la Bitis gabonica
(Forbes et al., 1969) y la de A. c. contortrix
(Herziget al., 1970). Otras proteasas que tam-
bién digieren codgulos de fibrina actian de un
modo indirecto, via conversién de
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plasminégeno en plasmina tal como se ha re-
portado en los venenos de Crotalus atrox 'y
C. adamanteus (Budzynsky et al., 1984;
Budzynsky et al., 1988). Este modo de accién
indirecto, en ¢l caso de la enzima en estudio,
no ha sido verificado.



Por otro lado. la fuerte actividad de la enzima
sobre albimina indicarian que esta proteasa
no es totalmente especifica en su accidn so-
bre fibrindgeno y/o fibrina, por lo que durante
el envenenamicnto esta proteasa tendria una
participacion muy activa. Sin embargo, su ac-
c16n proteolitica sobre albimina constituiria una
desventaja desde el punto de vista de la posi-
bilidad de su aplicacidn como agente
trombolitico.
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