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EVALUACION COMPARATIVA DE DOS METODOS PARA DETERMINAR LA
ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASA A EN VENENOS DE SERPIENTES
COMPARATIVE EVALUATION OF TWO METHODS TO ASSAY PHOSPHOLIPASE A
ACTIVITY FROM SNAKE VENOMS
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RESUMEN

Se ha evaluado la actividad de fosfolipasa A en seis venenos de serpientes comparando las ventajas de un
método espectrofotométrico, previamente adaptado a nuestras condiciones de laboratorio, frente al método
macroscépico de retardo en la coagulacion de una emulsién lipoproteica. En ambos casos, la actividad de fosfolipasa
A estuvo presente en los venenos de Micrurus spixii, Crotalus durissus, Bothrops brazili, Lachesis mutay Bothrops
atrox y la actividad decrecié en orden. En cambio, la actividad de la enzima en el veneno de Micrurus surinamensis
sélo fue detectada por el método espectrofotométrico. Asi mismo, los resultados basados en la cantidad de vene-
no utilizado para medir la actividad, mostraron una mayor sensibilidad con el método espectrofotométrico en
comparacién con el método macroscopico ya que se requirieron cantidades menores en el orden de 2 a 10 veces,
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ABSTRACT

Phospholipase A aciivity was evaluated into six snake venoms. Spectrophotometrical method adapted for our
lab conditions previously and delay lipoprotein coagulation macroscopical method were compared. In both cases
the phospholipase activity was registrated in the venom of Micrurus spixii, Crotalus durissus, Bothrops brazili,
Lachesis muta and Bothrops atrox in the same decrease order. However the enzymatic activity only was detected
in the venom of Micrurus surinamensis with the spectrophotometrical method. In addition the results related to
amounth venom with each technique achieved the major sensitive of spectrophotometrical method than
macroscopical technique because of 2to 10 minor folds are required.
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para conformar la estructura cataliticamente acti-
va (Gutierrez & Lomonte, 1995). Sin embargo, la
enzima muestra una variedad de acciones
farmacoldgicas dependientes del veneno que la
contiene y no de su accién enzimatica. De esta
manera, participa en la digestion de la presa (Tu,
1977) o induce alguna de las siguientes acciones

INTRODUCCION

La fosfolipasa A (E.C. 3.1.1.4) es una de las
enzimas mas interesantes presentes en los vene-
nos animales debido a su variable comportamien-
to biolégico. Existen dos formas de esta enzima:
fosfolipasa A y A, segin se libere el dcido graso
que esterifica la posicion C, 6 C, del glicerol, res-

pectivamente; la mds comiin, en el caso de vene-
nos de serpientes y abejas, es la forma A,. La
fosfolipasa A tiene una estructura primaria.muy
homogénea (Renetseder et al. 1985) con un con-
tenido de aminoacidos de 120 a 130 residuos y 7
puentes S-S lo que le confiere una gran
termoestabilidad, habiéndose encontrado que el ion
calcio, activador de la enzima se asocia a Asp 49
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patoldgicas: neurotoxicidad, accion cardiotoxica,
miotoxicidad, hemdlisis, efecto anticoagulante,
hemorragia interna y actividad inductora de ede-
ma (Vishwanath et al. 1987; Rosenberg,1990).

Como puede observarse, aparte de la activi-
dad tipica que posee esta enzima, los mecanismos
de envenenamiento propios de cada veneno obe-
decen a causas adicionales. Asien 1938, Slotta &
Frankel Conrat aislaron la crotoxina del veneno
de la cascabel sudamericana Crotalus durissus
terrificus y posteriormente se demostré que se
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Evaluacién comparativa de dos métodos

Tabla 1. Actividad de Fosfolipasa A con el método de coagulacién de la yema de huevo.

SERPIENTE ng DE MUESTRA EA SCPTI::IZIIII:I%I/:
Veneno Proteina (UA/mg de proteina)
Lachesis muta 50 38,75 245
Bothrops atrox 50 34,65 243
Bothrops brazili 30 36,30 338
Crotalus durissus 50 38,45 3,50
Micrurus spixii 5 4,50 4854
Micrurus surinamensi 50 45,00 ----

trataba de un complejo en el cual uno de los com-
ponentes era la fosfolipasa A con accion
neurotoxica; asi también, se ha aislado una
miotoxina del veneno de Crotalus viridis viridis
(Ownby et al. 1997), una fosfolipasa con accién
anticoagulante del veneno de Vipera aspis (Boffa
et al. 1982) y una enzima de este tipo con accién
edemética en ratén que posee ademds efecto
citolitico sobre c€lulas del tumor ascitico de Ehrlich;
la enzima fue obtenida del veneno de Naja naja
naja (Rudramnaji & Gowda, 1998).

Uno de los problemas en torno a la medida de
la actividad enzimatica es que tratindose de una
proteina lipolitica, el medio de reaccidn es
hidrofébico, lo que dificulté los estudios de aisla-
miento y caracterizacion. Es asi que se usaron
métodos como el de formacién de hidroxamatos
(Augustyn & Elliott, 1969), microtitulacién de aci-

dos grasos liberados (Wells & Hanaham, 1969)y
la técnica turbidimétrica con emulsiones de yema
de huevo (Marinetti, 1964). De todas ellas, la de
mayor empleo es la que mide el retardo en el tiempo
de coagulacion de una emulsion de yema de hue-
vo sometida a calentamiento luego de la accion
enzimética (Vidal & Stoppani, 1971). Para vencer
estas dificultades se han desarrollado métodos més
precisos como el radioactivo (Franson ez al. 1974),
asi como varios métodos espectrofotométricos al-
gunos de los cuales son sumamente complejos
como el de Novak (1965).

Nuestro laboratorio ha estudiado varias
fosfolipasas de venenos de serpientes peruanas
para cuyo aislamiento se utilizo el método de re-
tardo de coagulacidn de yema de huevo el cual,
mas alla de las dificultades visuales que ofrece,
resulté un método plausible que permiti6 la purifi-

Tabla 2. Actividad de la enzima con la técnica Espectrofotométrica.

SERPIENTE ng DE MUESTRA SSC};I‘EIZE}?%I,)A

Veneno Proteina (UA/mg de proteina)
Lachesis muta 125 9,68 20,60
Bothrops atrox 250 17,32 16,76
Bothrops brazili 12,5 9,07 24,38
Crotalus durissus 50 3,84 154,67
Micrurus spixii 1,25 1,12 272,66
Micrurus surinamensis 50,0 45,00 572
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cacion de fosfolipasa de Bothrops pictus conoci-
da como “Jergén de costa” (Escobar et al. 1994),
asi como de Lachesis muta “Shushupe” vy
Bothrops brazili “Jergén shushupe” (Yarlequé et
al. 1996). Empero, la principal dificultad siguié
siendo para nosotros disponer de una técnica
espectrofotométrica de facil manejo y de alta sen-
sibilidad.

Porello, el objetivo de este trabajo fue compa-
rar la técnica descrita por De Oliveira & Palma
(1998) adaptada a nuestras condiciones de labo-
ratorio con respecto al método de Vidal & Stoppani
(1971). Al considerar que hay algunas variaciones
marcadas en el proceso de envenenamiento atri-
buible a la fosfolipasa A, hemos preferido efec-
tuar esta comparacioén con venenos totales de
serpientes peruanas.

MATERIAL Y METODOS

En el desarrollo de esta investigacion se utiliz6
como material biolégico muestras de veneno
liofilizado de las serpientes Lachesis muta,
Bothrops atrox, Bothrops brazili, Crotalus
durissus (Familia Viperidae), asi como Micrurus
spixii y Micrurus surinamensis (Familia
“lapidae); procedentes de diversas regiones de la
selva peruana y mantenidas en el Serpentario
“Oswaldo Meneses” de la UNMSM. El veneno
fue resuspendido en solucién de NaCl 0,15M y
centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos para
eliminar restos insolubles. La cantidad de proteina
fue calculada por el método de Lowry et al. (1951)
usando como estdndard de proteina, la albimina
sérica bovina.

La actividad enzimatica fue medida usando el
método citado de Vidal & Stoppani, para lo cual
se preparo una emulsion de yema de huevo al 45%
en buffer Tris HCl 10mM a pH 7,4 conteniendo
cloruro de calcio 10 mM. 1,5 ml de la emulsién
fue incubada por 10 minutos a 37°C con 0,2 ml
de veneno a concentraciones variables y luego la
mezcla fue calentada a 90°C. Se determiné el tiem-
po de coagulacion en minutos, con la ayuda de
una bagueta. La actividad especifica se expresé
como el tiempo de retardo en la coagulacién por
minuto (UA) y por miiigrano de proteina.
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En el caso de la técnica espectrofotométrica,
evaluamos el procedimiento descrito por De
Oliveira & Palma en la que se prepara una mezcla
que contiene 15 umoles de fosfatidilcolina, 5
umoles de cloruro de calcio, 80 nmoles de rojo de
fenol, 20 ul de Triton X-100 y 7,5 umoles de
buffer Tris HCl a pH 7,9 en un volumen total de
2,5ml. Esta mezcla se preincubé a 37°C por 5
minutos y luego {ue transferida a cubetas
espectrofotométricas para inmediatamente
adicionarseles 0,2 ml de veneno, midiéndose el
cambio de absorbancia a 558nm en un intervalo
de 5 a 8 minutos. La actividad especifica fue cal-
culada en pmoles de 4cido graso liberado por mi-
nuto (UA) por miligramo de proteina.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del estudio mostraron que la ac-
tividad especifica de los venenos calculada por la
técnica de la yema de huevo estuvo en un rango
variable. En el veneno de M. spixii se tuvo el va-
lor més alto equivalente a 48,94 UA/mg de protei-
namientras que en la ponzona de M. surinamensis
no se registro actividad enzimatica (Tabla 1). En
cuanto a los venenos vipéridos, los valores fluc-
tuaron entre 3,5 JA/mg para C. durissus a 2,43
UA/mg para B. atrox. Cuando se uso la técnica
espectrofotométrica, se mantuvo el orden decre-
ciente de actividad, nuevamente se encontiro el
mayor valoren el veneno de M. spixii equivalen-
te a 276,66 UA/mg. Con este método si pudimos
detectar la actividad fosfolipdsica en el veneno de
M. surinamensis aunque con un valor bajo de 5,72
UA/mg (Tabla 2).

Otro hecho interesante fue que en el procedi-
miento espectrofotomeétrico, se usaron cantidades
menores de veneno y por tanto de proteina para
registrar la actividad con respecto a la técnica de
la yema de huevo. Asi tenemos que, en el caso de
M. spixii se empled 1,25 pg del veneno mientras
que en el otro método la minima cantidad que tuvo
que usarse fue de 5 ug. Para el caso de C. durissus
las diferencias fueron mas notables ya que con el
método de De Oliveira & Palma empleamos 5 ug
y con el de Vidal & Stoppani 50 pg. (Tablas 1y
2).



Como ya mencionamos, aun cuando el proce-
dimiento de la yema de huevo permite el segui-
miento de la actividad y posibilita el aislamiento
de la enzima, se tienen marcadas desventajas en
el uso de esta técnica puesto que demanda un tra-
bajo laborioso para medir la actividad y que la
misma pueda estar influenciada por la observa-
cion del operador; ademads el substrato es hetero-
géneo no solo en el contenido de la lipoproteina
sino en la presencia de otros esteroides que po-
drian afectar la actividad. En cuanto a la técnica
espectrofotométrica descrita previamente y eva-
luada por nosotros, se trata de un método de uso
practico y de alta sensibilidad con respecto al an-
terior ya que como puede observarse las cantida-
des de veneno utilizadas son menores en una pro-
porcidén de 2 a 5 con excepcidn del veneno de M.
surinamensis y si relacionamos las actividades
especificas en cada caso, tenemos un valor cerca-
no a 7 con excepcion del veneno de C. durissus
con el que se encuentra una proporcién de 44, lo
cual podria explicarse siuna potente actividad de
lisolecitinasa estuviera presente y produjera el ra-
pido descenso de la absorbancia a 558nm que de-
tectamos en nuestros ensayos (Johnson et al.
1987;0wnby et al. 1997). Tal vez su principal di-
ficultad esta en la poca solubilidad del substrato
fosfatidilcolina, situacién que pudimos resolver con
la adicién de 20 pl de Triton X-100y haciendo un
seguimiento minuto a minuto del descenso de la
absorbancia como resultado del cambio progresi-
vo de decoloracion del indicador rojo de fenol.
Esto significa que en condiciones apropiadas de
laboratorio la técnica mencionada puede ser utili-
zada no so6lo para el aislamiento de fosfolipasa A
sino para los estudios de cinética que pudieran
complementar la informacidn que se tiene sobre
una proteina tan versatil como la descrita.
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