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Abstract: A comparative study was performed between the isozymes 1 and 2b of the L-amino acid oxidase (E.C.
1 .4.3.2) from the venom of Bothrops asper snakes captured in Costa Rica. The amino acid composition differs
slightly: L-amino acid oxidase-1 (thn most anodal) shows more aspartic and glutamic acid residues than L-amino
acid oxidase-2b, which was found to be richer in lysine and alanine residues. Both isozymes had subunits of
60.000 and 57,000 molecular weight, as shown by electrophoresis on SDS polyacrylamide gel. Results of peptide
mapping studies are consistent with a high degree of homology between the compared isozymes, and the number

of peptides obtained indicated homologous subunits,

Enuna publicacion anterior se describe el
proceso de purificacion de la enzima L-aminod-
cido oxidasa (E.C.1.4.3.2), a partir del veneno
de serpiente Bothrops asper de Costa Rica, y su
separacion en tres isoenzimas denominadas 1,
2ay2b(Umana, 1982).

El presente trabajo se realizd con el fin de
determinar el grado de homologia entre las
isoenzimas 1 y 2b. Uno de los procedimientos
mas valiosos para lograr este objetivo es la
comparacién de los mapas peptidicos de sus
hidrolizados por la tripsina. Para obtener mayor
niamero de péptidos se utiliz6 etilenimina, la
cual reacciona con los residuos de cisterna
formando nuevos sitios basicos susceptibles a la
accion de la tripsina (Lindly, 1956; Raftery y
Cole, 1963 y 1966).

Se busco en la composicion de aminoacidos
una explicacion a la mayor movilidad electrofo-
rética hacia el dnodo de la L-aminoédcido oxi-
dasa-1,

La presencia de subunidades se investigd
desnaturalizando las isoenzimas y sometién-
dolas posteriormente a electroforesis en gel de
acrilamida, lo cual permite no solamente cono-

cer la presencia de subunidades sino también
calcular sus pesos moleculares.

MATERIAL Y METODOS

Se emplearon sustancias quimicas con cali-
dad de reactivo analitico, de la siguiente proce-
dencia: la ninhidrina y el Tris, de Sigma; la
tripsina, tratada con’ L{1-tosilamido 2-fenil)
etil-clorometil-cetona (TPCK) para evitar el
efecto de la quimotripsina (Koska y Carpenter,
1964), de Worthington; el clorhidrato de guani-
dina, de Heico; la etilenimina y el mercapto-
etanol, de Coleman.

. Las isoenzimas L-aminoidcido oxidasa-l1 y
L-aminodcido oxidasa-2b fueron purificadas a
partir del veneno crudo de serpientes Bothrops
asper capturadas en Costa Rica (Umafia, 1982).

Analisis de la composicion de aminoacidos:
Para determinar la composicion de aminoAaci-
dos, se coloco en tubos Pyrex de pared gruesa,
10 alicuotas de 1,5mg de cada una de las
isoenzimas 1 y 2b, a las cuales se agregd 1,0 ml
de HCI 6 N. Los tubos fueron sellados al vacio
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siguiendo las instrucciones dadas por Moore y
Stein (1963) y colocados en un bloque a 110
C. Fueron removidos a las 24, 48, 72, 96 y
120 horas, y se les mantuvo congelados hasta 21
momento de ser analizados.

El andlisis se realizd en un analizador auto-
mdtico de aminodcidos modelo 120 C de
Beckinan, segin el método desarrollado por
Spackinan, Stein y Moore (1958).

Espectros de absorcion: Los espectros de
absorcion de las isoenzimas 1 y 2b se obtuvie-
ron en un espectrofotébmetro Cary modelo 14.
La concentracién de proterna fue de 0,7 mg/ml
en KCI10,1 M.

Preparacion de los mapas peptidicos: Los
mapas peptidicos se obtuvieron de acuerdo con
los siguientes pasos:

1. Reduccion y aminoetilacion. A cadauna
de las isoenzimas 1 y 2b (2 mg) se agregd una
soluddn formada por un gramo de clorhidrato
de guanidina en un ml de Tris/HC10,55 M, a pH
8,0, y mercaptoetanol a una concentragion final
de 01 M. El proceso se realizd6 bajo una
atmosfera de N2, a 25C. Después de una hora
de incubacién se agreg6 la etilenimina en tres
alicuotas de 0,01 ml!, a intervalos de 10
minutos, segiin el método de Raftery y Cole
(1963 y 1966). Con el fin de detener la
reacciéon y remover completamente las molécu-
las pequeiias se dializ6 contra agua, empleando
volimenes al menos 1.000 veces mayores que el
liquido a dializar, con 4 cdmbios y tiempos de
didlisis no menores de 3 horas.

2. Digestion con tripsina. El contenido de los
sacos de didlisis fue colocado en tubos de
ensayo y su pH ajustado a 8,0 con una solucién
de bicarbonato de amonio 0,1 M. Se prepar6
una solucién de tripsina que contenia 2 mg/ml
y de ella se agreg6 una alicuota de 20 ul a cada
tubo. La relacion entre el peso de la tripsina y
el de su sustrato fue 1:50. La incubacién se
efectué a 37 C durante 4 horas, y la reaccion
fue detenida por congelacién (Smyth, 1967). El
agua y sustancias voldtiles fueron eliminados
por evaporacion al vacio.

3. Qromatografia. El producto, redisuelto
en 0,2 ml de una soluciéon acuosa de icido
acético al 50%, fue aplicado en una hoja de
papel Whatman 3MM de 46 x 57 cm, siguiendo
el esquema recomendado por Bennett (1967).
La cromatografia de ambas isoenzimas se reali-
z6 simultdneamente en el mismo tanque, en

direccion descendente, con la mezcla formada
por butanol: piridina: dcido acético y agua, en
las proporciones volumétricas de 15:10:3:12.

A las 14 horas el frente alcanzé el Ifmite.
Los cromatogramas fueron secados al aire ca-
liente (a temperatura no mayor de 70 C)
durante varias horas.

4. Electroforesis de alto voltaje. 1a separa-
cién de los péptidos se continué por electrof o-
resis de alto voltaje hacia la segunda dimension,
en un tanque modelo D de Gibson Medical
Electronics, con la solucién formada por piridi-
na: dcido acético y agua (25:1:225), a pH 6,5.
Se aplic6 una corriente de 1.000 voltios durante
2 horas.

5. Revelado de los péptidos. Los mapas,
previamente secados al aire caliente durante
varias horas, fueron cuidadosamente revelados
con ninhidrina y la posicién de las manchas se
marcé con ldpiz. A continuacién se empleé el
reactivo de Ehrlich para localizar el triptofano
en algunos péptidos; fue preparado mezclando,
instantes antes de usarse, 10 ml de d4cido
clorhidrico concentrado con una solucién for-
mada por 1 g de p-dimetilaminobenzaldehido
en 90 ml de acetona. El triptofano puede ser
localizado gracias al desarrollo de un color
purpura, persistente, mientras las manchas con
ninhidrina se desvanecen. En el reverso del
papel se aplic6 el reactivo de Pauly preparado
en la siguiente forma: dos volimenes de la
solucion A (4,5 g de dcido sulfanilico en 5 ml
de HCI concentrado, dituida con agua hasta 500
ml) fueron mezclados con un volumen de la
soludon B (Na NOj al 5%). Se atomizd
ligeramente en los mapas y a continuacién la
solucién C (Nap CO3 al 10%). Los péptidos que
contenian tirosina o histidina aparecieron de
color rosado o anaranjado (Putnam y Easley,
196S; Easley, 1965).

Disociadén en subunidades y determinacion
de su peso molecular. Existen datos en la
literatura acerca de la disociacién de la L-ami-
noicido oxidasa de Crotalus adamanteus, en
presencia de urea 8 M, en dos subunidades del
mismo peso molecular (de Kok y Rawitch,
1969). Con el objeto de observar si el mismo
fenémeno se presenta en la de Bothrops asper,
utilizamos el método de Dunker y Rueckert
(1969). Las isoenzimas 1 y 2b fueron incubadas
a 45 C durante 60 minutos en presencia de
urea 4 M, 2-mercaptoetanol al 1% (v/v) y
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dodecilsulfato de sodio al 1%. La concentracién
final de proteina fue de 2 mg/ml.

Para la preparacion de los geles utilizamos
acrilamida al 5%. La electroforesis se llevo a
cabo durante 2,5 horas, con una corriente de 8
miliamperios por columna. Después de la elec-
troforesis los geles fueron sumergidos durante
20 horas en acido sulfosalicilico al 20% (Maizel,
1966), con el objeto de fijar las proteinas, y
teflidos con el colorante azul Coomasie brillante
R 250 al 0,02% en una soluciéon de acido
tricloroacético al 12,5%, durante 5 horas. Des-
pués de decantar el colorante los geles fueron
sumergidos en la citada solucion de dcido
tricloroacético. Las fotografias fueron tomadas
12 horas despusés.

Los controles de peso molecular conocido
fueron transferrina, albimina sérica bovina,
catalasa, ovoalbimina y pepsina; fueron some-
tidos al mismo proceso que los problemas. El
peso molecular se determiné después de repre-
sentar en una grdfica la migracién relativa de
cada proteina (considerando la de la albimina
sérica bovina como la unidad) en las abscisas y
el logaritmo del peso molecular x 10—3 en las
ordenadas. La migracién relativa es inversa-
mente proporcional al logaritmo del peso mole-
cular x 10—3 (Shapiro, Vinuela y Maizel,
1967).

Los pesos moleculares x 10-3 de los controles
usados, dados en el mismo orden que los
nombres, fueron: 76, 68, 60, 45 y 35. Se
obtuvo una linea recta (Fig. 3).

RESULTADOS

Composicion de aminodcidos: El promedio
de las determinaciones hechas con 5 tiempos
diferentes de hidrolisis, y las excepciones sefia-
ladas en el Cuadro 1, nos permite observar
algunas diferencias en la composiciéon de amino-
acidos entre las isoenzimas 1 y 2b. La primera
tiene mas acidos aspartico y glutdmico y la 2b
tiene mds lisina y alanina.

El triptofano no fue determinado empleando
el método colorimétrico especial (Spies y
Chambers, 1949). Sin embargo, al contar las
manchas positivas al reactivo de Ehrlich, especi-
fico para el triptofano, en los mapas peptidicos,
y multiplicar dicho nimero x 2, se obtuvo
valores de 12 para la 1 y 14 para la 2b. Estos
valores indican el nimero aproximado de resi-
duos por mol de enzima.

CUADRO 1

Composicion de aminodeidos de la L-aminodcido
oxidasa del veneno de B. asper *

Isoenzima Izoenzima
2b 1
Residuos/mol  Residuos/mol

Lisina 66 60
Histidina 21 21
Arginina 54 54
Acido aspartico 99 108
Treonina** 54 54
Serina** 63 63
Acidoglutamico 120 123
Prolina 42 42
Glicina 75 75
Alanina 81 /5
Valina ++ 72 72
Metionina 12 12
Isoleucina ++ 63 63
Leucina 81 81
Tirosina 58 58
Fenilalanina 39 39

La cistefna y el triptofano no fueron determinados.

Los numeros representan el promedio de los
valores obtenidos después de 24, 48, 72, 96 y
120 horas de hidrolisis.

**  Valor extrapolado a 0.

+t+  Valor mds alto (120 horas).

Mapas peptidicos de los hidrolizados tripti-
cos: Laninhidrina revel6 entre 65 y 70 péptidos
en cada una de las isoenzimas analizadas(Figura
1). El ndmero de residuos de lisina + arginina
encontrados en el analisis de aminoacidos fue
de 114 en la isoenzima 1 y 120 en la 2b. El
namero de residuos positivos al reactivo de
Pauly fue de 11 en ambos mapas, y el nimero
de péptidos conteniendo triptofano fue de 6 en
laly 7 enla2b. Como puede observarse en la
figura 1, existe un alto grado de homologia
entre los dos mapas peptidicos.

Espectros de absorcion: Las dos isoenzimas
presentan al espectrofotometro maximosa 275,
385 y 460 nm. La relacion entre la absorbancia
a 275/absorbancia a 460 es igual a 7,6(Figura
2).
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Fig. 1. Mapas peptidicos de los hidrolizados por
digestion triptica de las isoenzimas 2b y 1 de la
L-aminoacido oxidasa de B. asper, indicando los
péptidos positivos al reactivo de Ehrlich Illl, al de
Pauly =— y a ambos{ll

Disociacion en subunidades y determinacién
de sus pesos moleculares: Como puede obser-
varse en la figura 4, el tratamiento con urea y
mercaptoetanol causé la disociacion de las
isoenzimas 1 y 2b en subunidades cuyos pesos
moleculares son 60.000 y 57.000. Estosfueron
calculados empleando la gréfica de la figura 3,
la cual fue construida con los controles adecua-
dos.

DISCUSION

Las dos isoenzimas comparadas en el presen-
te trabajo se muestran extraordinariamente
semejantes entre s, Ambas tienen el mismo
peso molecular y dos subunidades. La compo-
siciébn de aminoéacidos presenta ligeras diferen-

ool —L_
30

Fig. 2. Espectros de absorci6én de las isoenzimas 2by 1
de la L-aminoacido oxidasa de B, asper. La concentya-
cion de proteina fue de 0.7 mg/ml, en una solucién de
KC10.1 M.

cias, y estose refleja en los mapas peptidicos de
sus hidrolizados tripticos. El nimero de pépti-
dos encontrados en cada uno de ellos es
aproximadamente la mitad del nimero que
deberra encontrarse si las dos subunidades
fuesen completamente diferentes en su estruc-
tura primaria. Esto indica que las dos subunida-
des presentes en cada isoenzima tienen gran
homologia en su secuencia de aminoacidos.

Sin embargo, es necesario hacer notar que el
anilisis de las isoenzimas disociadas en gel de
acrilamida-dodecil-sulfato de sodio nos muestra
pesos moleculares o niimero de cargas ligera-
mente diferentes entre las subunidades de cada
una.

De Kok y Rawitch (1969) realizaron un fino
estudio comparativo entre tas dos isoenzimas de
la DLaminodcido oxidasa del veneno de la
serpiente de cascabel (Crotalus adamanteus).
Separaron, por medio de electsoforesis prepara-
tiva en gel de acrilamida, una de las tres formas
encontradas por Wellner y Meister (1960), y la
compararon con una mezcla de ellas que la
contenia. El resultado del anilisis de la compo-
sicién de aminodcidos y los mapas peptidicos
les permitieron deducir que las tres isoenzimas
de la L-aminoédcido oxidasa del veneno de
Crotalus adamanteus estin formadas por combi-
nacién, en diferentes proporciones, de dos
subunidades casi idénticas entre si. Por el
métodee del equilibrid de sedimentacién obtu-
vieron un peso de 135,000 para la enzima
nativa y la mitad de éste para la desnaturaliza-
da,

En el caso de lasisoenzimas desnaturalizadas
de la L-aminoacido oxidasa de B. asper compa-
radas en el presente trabajo, se obtuvo mayor
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log (PM x 103

Fig. 3. Recta obtenida al graficar los logaritmos de los
pesos moleculares x 10-3 de una serie de protefnas,
contras sus migraciones relativas en gel de acnlamlda al
5%, con dodecil-sulfato’de sodio al 0,1%. Los niimeros
representan el PM x 10 -3 de los controles usados y las
flechas la posicion de las subunidades de L-aminodcido
oxidasa.

informacioén por electroforesis en gel de acrila-
mida-dodecil-sulfato de sodio: el peso mole-
cular de cada subunidad es aproximadamente la
mitad del de la enzima nativa, pero hay ligeras
diferencias en los pesos moleculares o nimero
de cargas eléctricas de las subunidades de cada
isoenzima, ya que se observan dos bandas
proteicas en cada gel.
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RESUMEN

Se hizo un estudio comparativo entre las
isoenzimas 1 y 2b de la L-aminoacido oxidasa
(E.C.1.4.3.2) del veneno de serpientes Bothrops
asper capturadas en Costa Rica.

La composicion de aminodcidos de la L-ami-
nodcido oxidasa-1 (la mas anddica) mostrd
mayer nume#o de residuos de los dcidos aspir-
tico y glutdmico, mientras la IL-aminodcido
oxidasa-2b resultd .mds rica en lisina y alanina.
Ambas isoenzimas tienen ‘subunidades con pe-
sos moleculares de 60.000 v 57.000. seciin se

¢ 26 Y

Fig. 4.Patrén electroforético de las izoenzimas 2b y 1
de la L-aminodcido oxidasa del veneno de B. asper en
gel de acrilamida-dodecil-sulfato de sodio, previamente
desnaturalizadas y reducidas con urea 4M y 2-mercap-
toetanol al 1%. C es la columna con los siguientes
controles: transferrina (76.000), alblimina sérica bovi-
na (68.000), catalasa (50.000), ovoalbimina (45.000)
y pepsina (35.000).

detennind por electroforesis en gel de acrila-
mida- dodecil-sulfato de sodio. Los mapas
peptidicos demostraron un alto grado de homo-
logia entre ambas isoenzimas, y el ntimero de
péptidos que se obtuvo indica que tarbién las
subunidades de cada isoenzima son homologas.
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