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RESUMEN

Se ha purificado la isoforma acida presente en el veneno de Bothrops pictus mediante
el uso de dos pasos cromatograficos: CM Sephadex C-50 seguido de Superdex 75
10/300 GL, lograndose un rendimiento de 7.5% y un factor de purificacién de 19.8
veces. Se obtuvo una sola banda con un peso molecular de 16.6 kDa en condiciones
reductoras y 15.2 kDa en condiciones no reductoras empleando la técnica de PAGE-
SDS. Se determind el peso molecular en solucion mediante la técnica de dynamic
light scattering obteniéndose una Unica poblacién de proteinas monodispersa de radio
hidrodindmico de 4.254 + 0.778 (nm) correspondiente a un peso molecular de 19.7 £
3.7 kDa. La enzima BpicPLA2&cida es altamente termoestable debido a que mantiene
casi intacta su actividad incluso después de incubarla por 10 min a 100 °C. El ion que
incrementd en mayor medida su actividad fue el calcio y el agente con mayor
inhibicién fue el ditiotreitol. Los estudios de dicroismo circular demostraron que la
estructura secundaria predominante en la BpicPLAzacida son las a hélices. La
secuencia de aminoacidos de BpicPLA2acida tomada del GenBank muestra la
presencia de un sitio catalitico (His48, Asp49, Tyr52 y Asp99) conservado, mientras
que el sitio de unidn a calcio no es completamente conservado, debido a una mutacion
en la posicidbn 28 de la tirosina por fenilalanina. El modelo de la estructura
tridimensional reportado, demuestra que la isoforma BpicPLAz2acida es una enzima
que pertenece a la familia de las fosfolipasas A2 de la clase Il y que ademas presenta

una mayor relacién evolutiva con otras PLAz 4cidas.

Palabras clave: Bothrops pictus, Fosfolipasa A2, isoforma &cida, dynamic light

scattering, dicroismo circular.



ABSTRACT

The acid isoform present in the Bothrops pictus venom has been purified by the use
of two chromatographic steps: CM Sephadex C-50 followed by Superdex 75 10/300
GL, achieving a yield of 7.5% and a purification factor of 19.8 times. A single band was
obtained with a molecular weight of 16.6 kDa under reducing conditions and 15.2 kDa
under non-reducing conditions using the PAGE-SDS technique. Also, it was
determined the molecular weight in solution of the enzyme under study by the dynamic
light diffusion technique obtaining a single population of monodisperse proteins with a
hydrodynamic radius of 4.254 + 0.778 (nm) corresponds to a molecular weight of 19.7
+ 3.7 kDa. The enzyme BpicPLAz4cida is highly thermostable because it maintains
almost intact its activity even after incubating it for 10 minutes at 100 °C.The ion that
increased its activity to a greater extent was calcium and the agent with the highest
inhibition was dithiothreitol. Circular dichroism studies showed that the predominant
secondary structure in BpicPLAzacida are the a-helix. The amino acid sequence of
BpicPLA24cida taken from GenBank shows the presence of a conserved catalytic site
(His48, Asp49, Tyr52 and Asp99), while the calcium binding site is not entirely
conserved, by a mutation at position 28 of tyrosine by phenylalanine. The three-
dimensional report structure model demonstrates that the BpicPLA24cida form is an
enzyme that belongs to the class Il phospholipase A2family and also has a higher ratio
to other acidic PLA..
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