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Abstract: A comparative study was performed between the isozyrnes 1 and 2b of the L-amino acid oxidase (E.e. 
1 .4.3 .2) from the venom of Bothrops Qsper snakes captured in Costa Rica. The amina acid composition differs 
slight1y: L-amino acid oxidase-l (thn most anada!) shows more aspartic and glutamic acid residues than L-amino 
acid oxidase-2b, which was found to be rieher in lysine and alarune 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 oí homology between the compared isozymes, and the number 
ofpeptides obtained indicated homologous subunits. 

En una publicación anterior se describe el 
proceso de purificación de la enzima L-aminoá­
cido oxidasa .(E.C.1 .4.3.2), a partir del veneno 
de serpiente Bothrops asper de Costa Rica, y su 
separación en tres isoenzimas denominadas 1 ,  
2 a  y 2 b  (Ur¡¡aña, 1 982). 

El presente trabajo se realizó con el fin de 
determinar el grado de homología entre las 
isoenzimas 1 y 2b. Uno de los procedimientos 
más valiosos para lograr este objetivo es la 
comparación de los mapas peptídicos de sus 
hidrolizados por.la tripsina. Para obtener mayor 
número de péptidos se utilizó etilenimina, la 
cual reacciona con los residuos de cisteína 
formando nuevos sitios básicos susceptibles a la 
acción de la tripsina (Lindly, 1 9 5 6 ;  Raftery y 
Cole , 1 963 y 1 9 66). 

Se buscó en la composición de aminoácidos 
una explicación a la mayor movilidad electrofo­
rética hacia el ánodo de la L-aminoácido oxi­
dasa-l. 

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

cer la presencia de sub unidades sino también 
calcular sus pesos moleculares. 

MATERIAL Y METODOS 

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

, Las isoenzimas L-aminoácido oxidasa-I y 
L-aminQácido oxidasa-2b fueron purificadas a 
partir del veneno crudo de serpientes Bothrops 
asper capturadas en Costa Rica (Umaña, 1 982). 

Análisis de la composición de aminoácidos: 
Para determinar la composición de aminoáci­
dos, se colocó en tubos Pyrex de pared gruesa, 
10  alícuotas de 1 ,5 mg de cada una de las 
isoenzimas I y 2b, a las cuales se agregó I ,0 mi 
de HCI 6 N. Los tubos fueron sellados al vaCÍo 
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siguiendo las instrucciones dadas por Maore y 
Stein ( 1963) Y colocados en un bloque a 1 10 
C. Fueron removidos ·a las 24, 48, 72, 96 y 
1 20 horas, y se les mantuvo congelados hasta ,¡ 
momento de ser analizados. 

El análisis· se realizó en un analizador auto­
mático de aminoácidos modelo 120 C de 
Beclanan, según el método desarrollado por 
Spaclanan, Stein y Moore ( 1 958). 

Esp ectros de absorción : Los espectros de 
absorción de las isoenztrnas I y 2b se obtuvie­
ron en un espectrofotómetro Cary modelo 14. 
La concentración de proteína fue de 0,7 mg/mI 
en KCl 0,1 M. 

Preparación de los mapas peptídicos: Los 
mapas peptídicos se obtuvieron de acuerdo con 
los siguientes pasos: 

1 .  Reducción y aminoetilación. A cada una 
de las isoenzimas 1 y 2b (2 mg) se agregó una 
solución formada por un gramo de cJorltidrato 
de guanidina en un mi de Tris/HCl 0,55 M, a pH 
8,0, Y mercaptoetanol a una concentrac;ión final 
de 0,1 M. El proceso se realizó bajo una 
atmósfera de N2, a 25C. Después de una hora 
de incubación se agregó la etilenimina en tres 
alícuotas de 0,01 mi, a intervalos de 1 0  
minutos, según e l  método de Raftery y Cole 
(1963 y 1 966). Con el fin de detener la 
reacción y remover completamente las molécu­
las pequeñas se dializó contra agua, empleando 
volúmenes al menos 1 .000 veces mayores que el 
líquido a dializar, con 4 cambios y tiempos de 
diálisis no menor�s de 3 horas. 

2. Digestión con tripsino. El contenido de los 
sacos de diálisis fue colocado en tu\los de 
�nsayo y su pH ajustado a 8,0 con una solución 
de bicarbonato de amonio 0, 1 M. Se preparó 
una solución de tripsina que contenía 2 mg/ml 
y de ella se agregó una aücuota de 20 1'1 a cada 
tubo. La relación entre el peso de la tripsina y 
el de su sustrato fue 1 :50. La incubación se 
efectuó a 37 C durante 4 horas, y la reacción 
fue detenida por congelación (Smyth, 1 967). El 
agua y sustancias volátiles fueron eliminados 
por evaporación al vacío. 

3. o-omatografía. El producto, re disuelto 
en 0,2 mi de una solución acuosa de ácido 
aoético al 50%, fue aplicado en una hoja de 
papel Whatman 3MM de 46 x 57 cm, siguiendo 
el esquema recomendado por Bennett (1967). 
La cromatografía de ambas isoenztrnas se reali­
zó simultáneamente en el mismo tanque. en 

dirección descendente, con la mezcla formada 
por butanol: piridina: ácido acético y agua, en 
las proporciones volumétricas de 1 5 : 10: 3 : 1 2. 

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

4. E/ectroforesis de alto vo/taje. La separa­
ción de los péptidos se continuó por electrofo­
resis de alto voltaje hacia la segunda dimensión, 
en un tanque modelo D de Gibson Medica! 
Electronics, con la solución formada por piridi­
na: ácido acético y agua (25 :  1 :225), a pH 6,5. 
Se aplicó 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 posición de las manchas se 
marcó con lápiz. A continuación se empleó el 
reactivo de Ehrlich para localizar el triptofano 
en algunos péptidos; fue preparado mezclando, 
instantes antes de usarse, l O  mi de ácido 
clorhídrico concentrado con una solución for­
mada por I g de p-dimetilaminobenzaldehído 
en 90 mi de acetona. El triptofano puede ser 
localizado gracias al desarrollo de un color 
pÚIpura, persistente, mientras las manchas con 
ninhirlrina se desvanecen. En e l  reverso del 
papel se aplicó el reactivo de Pauly preparado 
en ia si�uiente forma: dos volúmenes de la 
solución A (4,5 g de ácido sulfam1ico en 5 mi 
de HCl concentrado, diluida con agua hasta 500 
mi) fueron mezclados con Uli volumen de la 
solución B (Na · N02 al 5%). Se atomizó 
ligeramente en los mapas y a continuación la 
solución C (Na2 C03 a! 10%). Los péptidos que 
contenían tirosina o histidina aparecieron de 
color rosado o anaranjado (putnam y EasJey, 
1965 ; Easley, 1965). 

Disociación en subunidades y determinación 
de su peso molecular: Existen datos en la 
literatura acerca de la disociación de la L-ami­
noácido oxidasa de o-otalus adamanteus, en 
presencia de urea 8 M ,  en dos subunidades del 
mismo peso molecular (de Kok y Rawitch, 
1 969). Con el objeto de observar si el mismo 
fenómeno se presenta en la de Bothrops asper, 
utilizamos el método de Dunker y Rueckert 
(1 969). Las isoenztrnas I y 2b fueron incubadas 
a 45 C durante 60 minutos en presencia de 
urea 4 M, 2-mercaptoetanol a! 1 % (v/v) y 
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dodecilsulfato de sodio al l %. u concentración 
final de proteína fue de 2 mg/ml. 

Para la preparación de los geles utilizamos 
acriIamida al 5%. u electroforesis se llevó 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 ácido sulfosalicl1ico al 20% (Maizel, 
1966), con el objeto de fijar las proteínas, y 
teñidos con el colorante azul Coomasie brillante 
R 250 al 0,02% en una solución de ácido 
tricloroacético al 1 2,5%, durante 5 horas. Des­
pués de decantar el colorante los geles fueron 
sumergidos en la citada solución de ácido 
tricloroacético. us fotografías fueron tomadas 
1 2  horas después. 

Los controles de peso molecular conocido 
fueron transferrina, albúmina sérica bovina, 
catalasa, ovoalbúmina y pepsina; fueron some­
tidos al mismo proceso que los problemas. El 
peso molecular se determinó después de repre­
sentar en una gráfica la migración relativa de 
cada proteína (considerando la de la albúmina 
sérica bovina como la unidad) en las abscisas y 
el logaritmo del peso molecular x 1 0-3 en las 
ordenadas. La migración relativa es inversa­
mente proporcional al logaritmo del peso mol ... 
cular x 10-3 (Shapiro, Vinuela y Maizel, 
1967). 

Los pesos moleculares x 1 0-3 de los controles 
usados, dados en el mismo orden que los 
nombres, fueron: 76, 68, 60, 45 Y 35 .  Se 
obtuvo una línea recta (Fig. 3) .  

RESULTADOS 

Composición de aminoácidos : El promedio 
de las determinaciones hechas con 5 tiemp05 
diferentes de hidrólisis, y las excepciones seña­
ladas en el Cuadro 1 ,  nos permite observar 
algunas diferencias en la composición de amine>­
ácidos entre las isoenzimas 1 y 2b. u primera 
tiene más ácidos aspártico y glutámico y la 2b 
tiene más lisina y alanina. 

El triptofano no fue determinado empleando 
el método colorimétrico especial (Spies y 
Chambers, 1 949). Sin embargo, al contar las 
manchas positivas al reactivo de Ehrlich, especí­
fico para el triptofano, en los mapas peptídicos, 
y multiplicar dicho número x 2, se obtuvo 
valores de 1 2  para la 1 y 14 para la 2b. Est", 
valores indican el número aproximado de resi­
duos por mol de enzima. 

CUADRO 1 

Composición de Qmjn04tid�de la L-aminoácido 
oxidasa del veneno de B. asper .. 

Lisina 
Histidina 
ArgiRina 
Acido aspártico 
Treonina" 
Serina"'· 
Acido gLutámico 
Prolina 
Glicina 
Alanina 
ValiDa +t 
Metionina 
Isoleucina +t 
l..eucina 
Tirosina 
Fenilalanina 

Isoenzima Iz.oenzima 
2b 1 

Residuos/mol Residuos/mól 

66 60 
21 21 
54 54 
99'  108 
54 54 
63 63 

120 123 
42 42 
75 75 
81 75 
72 72 
12 12 
63 63 
81 81 
58 58 
39 39 

La cisteína y el triptofano no fueron determinados. 

• 

• •  

++ 

Los números representan el promedio de los 
valores obtenidos después de 24, 48, 72, 96 y 
120 horas de hidrólisis. 
Valor extrapolado a O. 
Valor más alto (120 horas). 

Mapas pept ídicos de los hidrolizados t r ípti­
cos: Laninhidrina reveló entre 65 y 70 péptidos 
en cada una de las isoenzimas analizadas(figura 
1 ). El número de residuos de lisina + arginina 
encontrados en el análisis de aminoácidos fue 
de 1 14 en la isoenzima 1 y 120 en la 2b. El 
número de residuos positivos al reactivo de 
Pauly fue de 1 1  en ambos mapas, y el número 
de péptidos conteniendo triptofano fue de 6 en 
la 1 y 7 en la ·2b. Como puede observarse en la 
figura 1 ,  existe un alto grado de homología 
entre los dos mapas peptídicos. 

Espectros de absorción : Las dos isoenzimas 
presentan al espectrofotómetro máximos a 275, 
385 Y 460 nm. u relación entre la absorbancia 
a 275/absorbancia a 460 es igual a 7,6(Figura 
2). 
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Fig. 1 .  Mapas peptídicos de los hidrolizados por 
digestión tríptica de hiS isoenzimas 2b y 1 de la 
L...aminoácido oxidasa de B. asper, indicando los 
péptidos positivos al reactivo de Ehrlich 1 1 1 1 , al de 
Pauly - y a ambos_ 

Disociación en subunidades y detenninación 
de suS, pesos moleculares: Como puede obser· 
varse en la figura 4, el tratamiento con urea y 
mercaptoetanol causó la disociación de las 
isoenzimas 1 y 2b en subunidades cuyos pesos 
moleculares son 60.000 y 57.000. Estos·fueron 
calculados empleando la gráfica 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 sí. Ambas tienen el mismo 
peso molecular y dos subunidades. La compo­
sición de aminoácidos presenta ligeras diferen-

2b 

Fig. 2. Espectros de absorción de las isoenzimas 2b y 1 
de la L-aminoácido oxidasa de B, aspero La concentra­
ción de proteína fue de 0.7 rng/mI, en una solución de 
KO 0.1 M. 

cias, y esto se refleja en los mapas peptídicos de 
sus hidrolizados trípticos. El número de pépti­
dos encontrados en cada uno de ellos es 
aproximadamente la mitad del número que 
debería encontrarse si las dos sub unidades 
fuesen completamente diferentes en su estruc­
tura primaria. Esto indica que las dos subulÚda­
des presentes en cada isoenzima tienen gran 
homología en su secuencia de aminoácidos. 

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

De Kok y Rawitch (I969) realizaron un fino 
eStudio comparativo entre ias dos isoenzimas de 
la L-aminoácido oxidas. del veneno de la 
serpiente de cascabel (erata/us adamanteus). 
Separaron, por medio de elect¡;of oresis prepara­
tiva en gel de acrilarnida, una de las tres formas 
encontradas por Wellner y Meister ( 1960), y la 
compararon con una mezcla de elIas que la 
contenía. El resultado del análisis de la compo­
sición de aminoácidos y los mapas peptídicos 
les permitieron deducir que las tres isoenzimas 
de la L-aminoácido oxidasa del veneno de 
Crata/us adllmanteus están formadas por combi­
nación, en diferentes proporciones, de dos 
subunidades casi idénticas entre sí. Por el 
métodO' del equilibrid de sedimentación obtu­
vieron un peso de 135,000 para la enzima 
nativa y la mitad de éste para la desnaturaliza­
da. 

En el caso de las isoenzimas desnaturalizadas 
de la L-aminoácido oxidasa de B. asper compa­
radas en el presente trabajo, se obtuvo mayor 
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Fig. 3. Recta obtenida al graficar los logaritmos de los 
p'esos moleculares x 10-3 de una serie de proteínas, 
contras sus migraciones relativas en gel de acrilamida al 
5%, con dodecil-sulfah,-de sodio al 0,10/0. Los números 
representan el PM x 10-3 de los controles usados y las 
flechas la posición de las sub unidades de L-aminoácido 
oXidasa. 

infonnación por electroforesis en gel de acrila­
mida-dodecil-.ulfato 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 número 
de cargas eléctricas de las sub'unidades 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-aroinoácido oxidasa 
(E.C.l .4.3.2) del veneno de serpientes Bothrops 
asper capturadas en Costa Ríca. 

La composición de aminoácidos de la L-arni­
noácido oxidasa-l (la más anódica) mostró 
mayGr nÚIl1&Io de residuos de los ácidos aspár­
tico y glutámico, mientras la L-arninoácido 
oxida,sa-2b resultó ·más rica en lisma y alanina. 
A.mbas isoenzimas tienen ' subunidades con pe-
sos mol re • 

Fig. 4. Patrón electroforético de las izoenzimas 2b y l 
de la L-aminoácido oxidasa del veneno de B. asper en 
gel de acrilarnida-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), albúmina sérica bovi­
na (68.000), catal ... (50.000), ""oalbúmina (45.000) 
y pepsina (35.000). 

detenninó por electroforesis en gel de acrila­
mid'a- dodecil-sulfato de sodio. Los mapas 
peptídicos demostraron un alto grado de horno­
logía entre ambas isoenzimas� y el número de 
péptidos que se obtuvo indica que taro bién las 
subunidades de cada isoenzima son homólogas. 
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