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" ACTIVIDADES CQAGULINIES Y ANTICQAGULANTES ( FIBRINOLITICAS ) DE PROTEINASAS

EN EL VENENO DE Heloderma horridum horridum, Wiegmann, 1829 ( Helodermatidae )
MONSTRUO DE CUENTAS ",

RESUMEN:

Deos isocenzimas con actividad fibrinolitica indirecta fueron aisladas del -
veneno de Heloderma horridum horxidum. Las isoenzimas, de peso molemular de a-
proximadamente 22,500 dal.conwvierten el plasmninfgeno en su formma activa - plas-
mina - por lo que se les ha denominado camo activedores de plasminfgeno. La pre
sencia de los activadores de plasminSgeno presentes en un veneno es demostrada
por primera vez, al cbservar y camprobar la actividad filrinolftica irdirecta -
en geles de agarosa conteniendo filrina con diferentes concentraciones de plas-
minégeno. La ausencia de halos de fihrinolisis en estos geles, en ausencia de -
plasminfgeno, permitid identificar dichas isvenzimas.

Ensayos con inhibjdores, permitieron identificar a los activadores cano en
zimas proteoliticas del grupo de las proteasas de serina.,

1a purificacifn de lag isoenzimas fue llevada a cabo en una colu:ma de Ben
zamidina~-Sefarcsa ( Cramatografia por afinidad ). Para lo cual se utilizd una -
fraccién (F-I) proveniente de una columna de Fenil-Ssefarosa, dorde se hizo co-
rrer el veneno crudo de H. h. herridum.

" Los resultados obtenidos demostraron que el venenc, ademis de la actividad
fibrinolitica, posee actividad ccagulante y la enzima responsable de esta acti-
vidad posee un peso aproximaedo de 65,000 dal., pero no fue identificada.

En virtud de los resultados obtenidos in vitre, se sugiere que el activa-
dor de plasminfgenc realmente interviene en el proceso de fibrinolisis y que su
presencia en un veneno forma partl Jel proceso que permite la difusifn de otros
canponentes del veneno que actfan a nivel sistémico. AL parecer, el activador -
de plasminfgens es sintetizado por las cBlulas en la mayoria de los tejidos de
vertehrados y parece ser un mecanismo general para la produccifn de proteblisis
extracelular localizada en condicicnes noxrmales y patoliégicas.
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GLOSARIO

Para un mayor entendimiento, se presenta a contimiacifn algunos
de los tfrminos m3s utilizados, su significado y localizacisn:

ENZIMAS:

Protranbina.

Trambina.

2Activadar
P

Plasmina.

Urccinasa.

SUSTRATOS 2

eno.

Zimbgeno de Trambina. (I.l.a.)

Enzima proteolitica activa, que actfia a nivel del

fibrinfgeno, ‘convirtiéndolo en monfmercs de filkri
na. (I.l.a.) ,

Enzima proteolitica que convierte a sa zimSgeno -
(Plagmin&geno) , en su forma activa ~ Plasmina -
(1.2)

Forma activa del plasminfgeno. (I.2)

Enzima proteolitica (Activador de plasninSgeno) ,-

que transforma al plasminbSgeno en su forma activa
~ Plagmina ~ (I.2)

o -N-Benzoil~I~Arginina etil &ster. Sustrato sin-
titico utilizado para medir actividad ester§sica.
(IT.7)

o N-Benzoil-I~Tirosina etil &ster. Sustrato sin-

tético utilizado para medir actividad de esterasa.
(antecedentes) .

of-N-Benzoil-L~Arginina P-nitroanilida. Sustrato -
sintético para medir actividad proteolftica. (II.8)

Acido acBtico. Utilizado en la columna de BenzZami-
dina-Sefarosa. (Ver III.3).
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ANTECEDENTES

Los venenos encontrados en clertos organisws han sido objeto de estudio por
muchos investigadares. Al principio eran tomados en cuenta solamente desde el punto
de vista m3dico, pero paulatinamente su importancia ha ido cambiando debido a las ~
caractericticas de sus carponentes, va que su constitucidn es relativamente simple
canparada con otros coampuestos de origen bioldgico, ademis de que constituyen una -
de las fuentes mis ricas de enzimas con actividades especificas que actfian sobre -
sustancias, al intervenir en clertas reacciones metabBlicas y en tejidos que son
clave dentro del organismo.

El ritmo con que aumentan dichos estudios es sorprendente y en nuestro pais, -
existe una gran diversidad de reptiles que son fuente de estos venenos. Sin embargo
la toxinologla se ha dedicado mds a la caracterizacifn de las activiades especifi-~

cas de los verenos de serplentes, dejando resagados los estudios que pudieran hacer
se para la familia Helodermatidae.

"El Monstruo de Cuentas" ( Helodema horridum horridum, Wiegmann, 1829)perte-
nece al orden Squamata (al igual zue las serpientes) y a la familia Helodermatidae.
Actuvalmente se conocen solamente dos especies de Heloderma: Heloderma horridum que
canprende a su vez tres subegpecies, H. horridum horridum; H. horridum alvarezi vy
H. horridum exasperatum, las cuales son endémicas de las zonas &ridas a lo largo =
del Pacifico mexicano, y camparten este habitat con la otra especie, Helodemma sus-
pectum, congtituida por dos subespecieg H. guspectum suspectum y H. suspectum cinc-
tum distribuidas en el estado de Arizona (E.U.A.) y en el desierto de Sonora, México.
Se considera a los organismos que constituyen estas especies cawo organismos pancrd
nicos o relictos y se tienen registros f&siles relacionados con H. suspectum, iden-
tificados en los depSsitos del Oligoceno en el condado de Logan, al noreste de Colo

rado y también del condado de Morril en Nebraska, conocido camo Heloderma matthewi
(Russell y Bogert, 1981). :

Los helodermmas poseen dientes caniculados y un par de gléndulas localizadas a -~
cada lado de la mandflula inferior, en contraste con las glindulas de las serpientes
las cuales se localizan en la mandilula superior. Estas estructuras son similares en
todas las especies y subaspecies de Heloderma, aunque el sistema en la conduccién -
del veneno se considera mis primitivo que el encontrado en las serpientes, el mismo
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resuita ser muy efectivo y se ha observado que es utilizado por los helcdermas camo
un mecanismo de defensa y no juega un papel importante en la obtencifn de alimento.

Trabajos llevados a cabo por Sumichrast mencionado por Loeb (1913) han reporta
do algunos efectos fisiol&gicos del veneno de estos reptiles. Otros ('i':'.nkhan, 1956;
Bogert y Martin del Campo, 1956; Tu, 1977; Mebs y Raudonat, 1966; Tu y Murdock, 1967
Styblova y Kornalik, 1967) han publicado una caracterizacién bioquimica del veneno
en general, de la especie H. suspectum. Mebs (1972) han reportado para la misma es-
pecie, el aislamiento de una enzima que dispara el sistema en la generacifn de cini
nas, asi como también el de una BAEE-hidrolasa. Actividades de fosfolipasa A, hia-
luronidasa, BAEE y BTEE hidrolasa han sido reportadas del veneno de las subespecies
H. h. borridum y B. h. alvarezi asi camwo tembién la purificacién de N-Benzoil-L-Argi
nina etil estre-hidrolasa (RAEE) para H. h. horridum (Alagén et al., 1982).

Durante los (ltimos afios, los grupos de Alagfn y Possani se han dedicado al'es
tudio de las actividades especificas de las enzimas que forman parte del veneno de
H. borridum horridum, algunas de las cuales ya han sido menciocnadas.

Camo parte de los resultados del presente trabajo, se reparta la metodologia -
utilizada para la purificacifn a hanogeneidad y con altos rendimientos de dos iso-
enzimas con pesos moleculares de 21,500 y 22,500 dal., con actividad de BAEE-hidro-
lasa, las cuales poseen actividad filrinolitica al activar el plasminfgeno.

Se sabe que muchos venenos poseen enzimas con actividades especificas que pro~
ducen sus efectos en el sistema de coagulacifin sanguinea, acelerando o retardando ~
el proceso. La presencia de estas enzimas determinan que los venenos sean caracteri
zados camo procoagulantes o anticoagulantes (fikrinoliticos).

El veneno de H. h. horridum presenta ambas actividades, siendo identificadas -
dos enzimas responsables de la actividad filtrinolitica (anticoagulante), al activar
al plasminfgeno convirtiendo a esta proenzima en su forma activa (plasmina). Si bien
en el presente trabajo se demuestra la existencia de activadores de plsminfgeno en
el veneno de H. h. horridum, son pocos los trabajos donde se considera la posible -
presencia de dichos activadores, entre los cuales se encuentran venenos del género
Bothrops (Rosenfeld, 1964) y el veneno de Bitis nasicornis (MacKay et al., 1970).

La forma camo 8stos actlian activando el plasminfgeno, se vers més adelante.
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Se sabe que el activador de plasminfgeno es sintetizado por la mayorfa de los
tejidos en vertebrados y parece ser un mecanismo general para la produccién de Pro
tedlisis extracelular localizada, en condicones normales y patolégicas (Reich, 1978)
En condicidnes normales dicho activador actfia en los procesos de remodelacién del
tejido y en la migracifn celular, tales cano el dasarrollo emkrionario, ovulaci®n,
implantacifn de blastocistos e inflamacidn. En estos procesos la sintesis del acti-
vador de plasmintgeno es transitoria y regulada. En condiciones patolégicas, la sin
tegis de esta enzima por c€lulas neopldsicas, parece ser constitutivo y permanente.
Todo esto permite suponer que la presencia del activador de plasmindgeno en venenos

forma parte del proceso que permite la difusifn de otros componentes del veneno que
actdan a nivel sistémico.

Debido a que el mecanigmo de coagulacidn sanguinea es muy camplicado, serfa ne
cesario entender el proceso para la formacidn de un cofgulo, antes de considerar -
los efectos ceagulantes y anticoagulantes (filrinoliticos) de las enzimas del vene-
no de H. h. horridun. Par esta razdn, se ha dedicado un capitulo dorde se explica -
en forma resumida los mecanisnos de coagulacifn y fihrinolisis normales. Adends, se
hace una revisién de los procesos normales y patolégicos donde se ha visto que el -
activador de plasminfgeno juega un papel importante. Posteriormente se presenta una
revisién sokre los trabajos experimentales que se han hecho con venencs de serpien-
tes en relacifn con su actividad procoagulante y/o anticoagulante (fibrinolitica),-
tomardo especial atencifn en aquellos trabajos donde hubiera indicios relacicnados
con la presencia del activador de plasmindgeno



INTRODUCCTION.

I.1  COAGULACION SANGUINEA.

La formacifn de un cofgulo deperde de una serie de transformaciones donde .:m—
tervienen més de 14 proteinas diferentes, en lo que puede dencminarse una activa-
cifn en serie de zimSgenos. En esta cascada enzimtica, la forma activa de un fac—
tor cataliza la activacifn del siguiente. Y se sabe, que pequefias cantidades de -~

los factores iniciales son necesarios debido a la naturaleza amplificadara del pro
ceso de activacifn.

La sangre presenta canponentes que se disparan dardo lugar a la formacién de
un co&gulo en el mamento de ser transferida a una superficie anormal, debido a é&s-
to, se considera que existe una via de coagulacidn intrinseca. También, la coagula
cifn se lleva a cabo al ser ahadidos camponentes no pertenecientes al plasma, a es
ta via, se le concce camo extrinseca. La interaccidn de ambas vias converge en una
en candn, que resulta en la produccidn del cofgulo de fikrina.

Los cowponentes en la coagulacidn sanguinea, a menudo son referidos por sus -
nankres camnes, pero es costumkre también utilizar una dencminacidn nuérica para
las formas precursoras de estos factares. El nfinero ramano representa el arden en
que su existencia fue reconocida, y todas aquellas enzimas activas son denotadas -
por un subscrito "a". Para ambas vias (intrinseca y extrinseca) los cauponentes -~
proteinicos del sistema incluyen a zimSgenocs par una parte (Factores II, VII, IX,
X, XI, XII y XII1); proteinas reguladaras relacionadas con la activacitn (Factores
no proteoliticos, camo: Factor V y VIII) y Factares no proteinicos, camo: Trambo-
plastina o (Factor III). En general, las proteinas reguladcras de la activacifn re
quieren de la participacidn de fosfolipidos y de iones Catt ( Ver Fig.l ).

Ios factores de coagulacifn, particularmente los zimbgenos son ricos en carbo

hidratos, y éstos, parecen jugar un papel muy Jmportante en su estabilidad en el -
plagma circulante.



“VIA ITRINSECA” 2

Kalikreino

FACTOR XII Prekalikreina

Xlla s
FACTOR XI ~

U>C “VIA EXTRINSECA”

fig.1. REPRESENTACION OFL SISTEMA DE CASCADA €5 LA COAGULACION IANGUINEA,
CTTAPAS IN LAS CUALES UR PARLURIOR CONVIERTE A UNA PROTEINASA Of SU FORMA .
INACTIVA €M SU FORMA ACTIVA A TRAVES O LAS VIAS EXTRINSECA § INTRINSUICA,
(TOMADO DE: Jacwmn v Newwerwen, (880 )

El Factor no-proteinico tisular (Tromboplastina ITI) inicia la via extrinseca.
Su actividad tramboplastinica es funcifn del tipo de tejido y del organismo del -
cual provernga, Este Factor, en unibn con el Factor VII y de iones Cat, inicia la
coagulacién activando al Factor X.

El Factor XIT (Factor de Hageman), es una proenzima que una vez activa, inicia
el proceso de coagulacifn, de filrinolisis y del sigtama de generacién de cininas,
requiriendo de precalicreina y de cininfgenos de alto peso molecular.

El Factor XI es una glucorroteina del plasma, que participa en las primeras -
etapas de la via intrinseca. Su proceso de activacifn no se conoce, pero una vez -
activado y en presencia de iones calcio, actfa convirtiendo al Factor IX en su for-
ma activa (IXa). El Factor IX es conocido camnmente camo el Factor de Christmas y
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aquellas perscnas que carecen de &ste, sufren de la enfermedad conocida como Hemo-
filia B.

Ia parte intermedia de la via de coagulacifn intrinseca, se refiere a la in-
teracciﬁ_n entre los Factores IXa, el Factar VIII (Factor antihemofilico), de cal-
cio y fosfolipidos. Camponentes cuya interaccifin conduce a la activacidn del Fac~

tor X (Factar de Stuart), a su forma activa, tal y como se demuestra a contirma-
citn: :

FACTOR IXa + FACTOR Viii — Ca®*-FOSFOLIPIDOS

FACTOR X//#__——\\FACTOR Xa

El Factor X, es una glucoproteina cue juera el rapel central en la cocagula-
cifn de la sangre. Esti presente en forma de zimBgeno en el plasma normal, pero -
se encuentra inactivo en pacientes que presentan la enfermedad de Stuart. Su dmpor
tancia radica en ser el punto de unidn de la via extrinseca e intrinseca (Ver Fig.
1 ). Se sabe que el Factor Xa, activa al Factor VII en la via extrinseca vy modifi-
ca al Factor VIII aumentando el efecto del migno en la via <intrinseca (Fig.l); pe-
ro lo mAs importante es que el mismo Factor Xa, en unifn con el Factor V, de Ca**
y fosfolipidos, activa a la protiramnbina, coamo se ve a continuacidn:

FACTOR V

+
FOSFOLIPIDOS : FIBRINOGENO
<

FACTOR Xa TROMBINA
+ et

Ca2+ / " FIBRINA
PROTROMBINA

la coagulacifn sanguinea puede ser vista cano un sistema cibernético, el -
cuzl ha sido dividido en tres eventos bisicos: '

1) Formacifn de Autotrémbina C (Factor Xa).
2) Formacitn de Trambina.
2) Fomacifn de Fibrina.

Ia parte m&s caracterizada en el proceso de coagulacifn, es la conversifn de ‘
fiorintgenc en fikrina por accifn de la enzima proteolftica trambina. El filwinSgeno



hamano presenta una longitud de 460 AC y un peso molecular de 340,000 dal. Esti -
costituido por 3 pares de cadenas polipetidicas: A, Bg yY (dos de cada una).
El filrindgeno es una macranolécula altamente soluble que por accifn de la tranbi
na se convierte en un monfmero insoluble. Para ello, la trombina rompe cuatro en-
laces peptidicos ( arg-gli ), dando lugar a la liberacisn de cuatro p@ptidos del
filrinSgeno original. Estos péptidos corresponden a cada una de las cadenase{ y :B
por lo tanto se liberan 2 pétidos "A" de 18 residuos de aminoicidos de cada una =
de las cadenag of , v dos péptidos "B" de 20 residuos de amminoScidos de cada una
de las cadenas 8 . Sin ambargo, se sabe que ningfn péptido es removido de las ca-
Genas ¥ (Blambick y Yamashina, 1958). Los 4 péptidos liberados (2 A y 28B), se co
nocen camo fikrinop&ptidos y la molécula de fihrinSgeno que carece de ellos, se -
le conoce camo monfmero de fibrina. El monfmero de filrina, esti constituido por
el 97% de log residuos de aminoicidos del fibrindgeno original y presenta una es=

tructura (£ p ¥ ),. EL paso de fibrindgeno a fibrina por accién de trombina se -
observa esquemiticamente cano sigue:

'mﬂdsz+m

TROMSBINA
(ad-Bg -¥), >

[(=-£-¥), 1,
monomeros de fibrina

Los monfmeros de fibrina asi fomados, pu-:esentan ahora, una menor solubilidad
y tienden- a asociarse para formar filrina.

¢ Por qué estos monfmeros tienden a agregarse, mientrus que las moléculas de -
fibrinSgeno permanecen en solucidn ?

Al parecer los fibrinopéptidos de todas las especies de vertekrados estudiados
hasta la fecha, poseen una carga neta negativa. Los residuos de aspartato y -glutama
to, s2 encuentran en abundancia y un derivado de tirosina cargado negativamente de-
nominado tirosina-o~sulfato, es encontrado en el fibrinopéptido B. La presencia de
éstos y otros grupos cargados en forma negativa, probablieanente mantienen a las mo-
18culas de fribrinfgeno meparadas. Al ser retirados los fihrinopépotidos, los monS-
mexos de fikrina presentan un patrfn superficial 'ca.rgado diferentemente, dando lu-




gar a una agregacién especifica, El coSgulo que se forma, al principio es fragil
pero camienza a estabilizarse mediante la farmacidn de enlaces covalentes entre -
mondmeros adyacentes. Tales uniones se establecen gracias a la accidn de una enzi
ma denagninada filwinoligasa o Factor XIIla, que a su vez se activa por la libera-
cidn de un pEptido {catalizada poxr la trambina) a partir de un precursor existen-~
te en el plagsna. Ia enzima una vez activa, une mondmeros vecinos en el polimero -
de fibrina gracias a la fammcifn de un enlace peptidico entre la glutamina y la
lisina de cada uno de los monéneros, cano puede observarse a continuacidn:

]
FIBRINA~ CHy ~CHa—C—Ni; -+ T NHy ~CH, —CH, ~CH, —CHsFIBRINA
FIBRINOLIGASA (F.Xliia)

FIBRINA~ CH, ~ CH_~ ‘C-Il\i - CH, =CH,—CH, —-CH;F!BRINA+NH:
H
La tasa de formmacidn de fibrina es dependiente de pH, de la fuerza iSnica del
medio, de la concentracin de f£ibrinfgeno, de tranbina, iones de calcio, temperatu
ra y otras variables (Seegers v Smith, 1942). Todos &stos, a excepcifn de trambina
son mantenidos mis o menos constantes en un anbiente fisiol&gico, siendo la concen
tracifén de trambina, el determinante en la tasa de fomacifn de fibrina.

La fibrina formada artificialmente por coagulacidn de filbrinfgeno puro con -
tranbina pura, presenta caracteristicas que lo distinguen de uno natural (Robbins,
1944). la propiedad m&s importante de los sistemas purificados (Filwrina-S) es su -
solubilidad en urea, e insoluble para fikrina de cofgulos naturales (Filrina-I). -
La conversifn de Fibrina-$ a Fibrina-I, se lleva a cabo, debido al enlace formado
por el Facter XIIIa (Laki y Iorand, 1948). La cual funciona cano resultado de la
accifn proteolftica de trxambina a su forma activa: Transamidasa o Factor XIIIas
camo se observas

FACTOR XIlt
TROMBINA
FACTOR Xiila

[ea8), 0 »[(as-¥2 10 “+NHy




Debido a su especificidad por enlaces de arg-lis, la trambina sugiere un gran
parecido con tripsina, enzima descubierta por Kilhne (Leicester, 1975). Todo parce
indicarlo, afin cuando se camparan sus secuencias de residuos de aminodcidos. La ca
dena B es may similar en secuencia con tripsina, quimictripsina y elastasa.

I.l.a. FORMACIN DE TRCMBINA.

La molécula de protrembina (Factor II), constituye la proenzima en mayor con-
centracifn en la sangre (0.07 - 0.1 mg/ml). Estd constituida por una sola cadena -
polipeptidica (73,000 dal.) mientras que la trombina es una estructura de menor pe
so molecular y fomada por dos cadenas unidas por un puente disulfuro.

Por muchos afios se habla pensado que en la formacifn de tramwbina, los fragmen
tos que resultan en la activacifn de protrambina a tycmbina eran degradados. Sin —
embargo, Gltimamente se ha encontrado las funciones de los restos de la protrambi-
na, los cuales durante la conversifin a trambina actGan como activadores (Esmon et
al,, 1974) o inhibidores (Seegers et al., 1974). Durante la activacifn existe una
serie de eventos camplejos que resultan en la pérdida del 42% de la proenzima en -
profragmentos. !

El profragmento 1 es removido por trambina, dando lugar a la formacién de pre
trambina 1 (Ver Fig.2 ) por lo tanto, el profragmento 1 actGa camo un activador, -
acelerando o retardando el proceso ya que funciona exactamente igual separado de
la protrambina, que unido a &sta. Posteriormente interviene el Factor Xa (Autotram
bina C) removiendo el profragmento 2 (Fig.2). En un momento dado las condiciones
pueden ser establecidas de tal forma que la autotrambina C remueva el fragmento 1
y 2 directamente, dando lugar a la pretrambina 2, y &ste puede ser uno de los e-
ventos principales en la formacifn natural de trambina. La pretrambina 2 es una -
cadena con una composiciBn de residuos de aminoScidos y un peso molecular (38,000
dal.) igual a trambina, perov &sta se encuentra inactiva. Para su activacién, el -
Factor Xa rcnpe un enlace peptidico (tre-ile) entre los residuos 49 y 50 de pre—
trombina 2. A pesar de esto, el residuo 49 permanece unido a la cadena mis larga -
por un puente disulfuro (Fig.2). Esta es la trawbina clisica con actividad de es-
terasa y coagulante, la cual fue cristalizada por primera vez en el afic de 1972 -
(Tsernoglou et al., 1972).



Protrombina
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Pretrombina 2 Tre [ W Ser
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Fig. 2 . lLa molécula de protrambina se representa camo una sola cadena
polipeptidica, dividida en profragmento 1, profragmento 2 vy los segmen
tos A, Bl y B2. Cano se muestra, la longitud de cada uno de los segmen
tos es proporcional a su peso molecular. La protrambina tiene un peso

molecular de ~ 73,000 dal. y la trambina de ~ 38,000 dal. El Factor Xa
raupe los enlaces de tre-~ile de pretranbina 2, producierdo la trambina
clisica. Por autolisis, la trombina E (g trombina) se forma por la pér
dida del fragmento Bl de la cadena y posee solamente actividad ester&-
sica. ( Tanado de: Seegers y Andary, 1974 ).
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Fig. 3 . Esquema sobre las estructura de zimégenos de proteasas de la coagula-
cifn. Cada zim&geno puede ser dividido en una regidn carboxiterminal de ~ 250
residucs de aminodcidos, que contienen a los residuos del sitio activo (En ne-
gro); ¥y una regifn amino-terminal (Zona cruzada) , la cual varia de 150 a 582 -
residuos de aminofcidos. La presencia de esta Glitima, distingue a los zimSge-
nos de la coagulacién de aquellos del péncreas. En las 4 proteinas K-deperdien
tes (Protrambina, VII, IX y ¥) la parte amino-texminal es hawdloga. El Factor
XI, parece ser excepcional entre los zimSgenos ya cue aparentemente se trata -
de un dimero con dos cadenas unidas por puentes disulfuro, cada una de las cua
les se ajusta al modelo en forma independiente, Las lineas pumteadas represen-
tan los enlaces disulfuro. las flechas (A) el sitio activo "serina”. Los com—
ponentes individuales y la designacidn camrmente utilizada por el canité en -
Tranbosis y Hemostasis para describir varios de los camponentes camo lo irdican
los nfimeros bajo los diagramas: Protrombina: 1 y 2, protrambins fragmento 1; 3
fragmento 2; 4 cadena A de trambina; 5, la cadena B de trambina. Factor VII: 1
Yy 2, cadena ligera de VIIa; 3 la cadena pesada de VIIa, Factor IX: 1 y 2 cadena
ligera y 4 cadena pesada de IXa; 3 pfptido de activacifdn. Factor X: 1y 2, cade
na ligera,4 pesada y 3 péptido de activacifn, Factor XI: 1 las cadenas pesadas
2, lag cadenas ligeras. Prekalikreina: 1, la pesada;2, la ligera. Plasninfgeno:
1 fragmento; 1.2 péptido de preactivacién; 2 de la cadena pesada de plasnina; 3
la cadena ligera de plsmina. ( Tanado de: Jackson y Nemerson, 1980 ).



Caw el proceso de activacifn de protrambina a trambina es dependiente de la
vitamina K, en su ausencia sclo se producirian protrambinas incanpletas. Par otra
parte, la trambina sufre autclisis en un medio alcalino y este proceso 2std asocia
do con un rompimiento y pérdida de 73 residucs de aminodcidos corraspordientes a -
la cadena Bl (Ver Fig.2), mientras que la cadena B2 permanece unida a la cedena A
por el puente disulfuro. Despu@s de la autolisis, la trambina no posee actividad -
coagulante pero la de esterasa se conserva. Quando sflo se presenta esta actividad,
se le conoce camo trambina E o - trambina.’

Para la activacifn de protrambina, se ha visto que el calcio es esencial para
mantener la integridad del camplejo activo (Papahadjahopoulos y Hanahan, 1964), -
BdemBis, se ha observado que el Factor V y fosfolipidos farman un canplejo en ansen-
cla de calcio, pero para que el Factor Xa mueda actuar, se requiexe necesariamente
de calcio. Cole (1965), demsotrd que el camplejo farmado por el Factor Xa y fosfoll
pidos piede ocurrir en ausencia del Factar V, pero no de calcio.

En la Fig.4, se observa que el filrinSgeno es un camino intermedio en la accidn
de dos enzimas con actividades contrarias. Hasta este mamento, sBlo se ha descrito -
el camino §ue corduce a la formacidn del coSgulo par la unidn de monfmeros de fibri-
na, pero falta par describir la via por la cual la plasmina actfa a nivel de fibrina
y posee actividad fibrinolftica.

I.2 FIBRINOLISIS

As? cano en el mecanismo de coagulacifn existen proenzimas en la via extrinseca
e intrinseca, en la via filwinolitica existe una proenzima (el plasminSgeno), que -
resulta ser el precursor inactivo de la enzima proteolitica Plasmina. "Esta enzima -~
es una proteasa con especificidad parecida a tripsina que ataca a la mayoria de las
proteinas a excepcifn de la col&gena" (Reich, 1978). El plasmin®geno representa una
actividad proteolitica en potencia, que puede ser utilizada por las cBlulas o por pro
cesos extracelulares autcregulados para cualquier funcifn que requiera de protebli-
sis extracelular localizada. El plasmindgenc es una molécula constituida per una sola
cadena, unida por enlaces disulfuro. la plasmira en cambio, una vez activa, presenta
una doble cadena polipetidica con un solo enlace disulfuro entre estas cadenas (Rob-
bins et al., 1967; Sodetz et al., 1972). Ademds, la plasnina contiene una cadena pe-
sada derivada de la parte amino-terminal del plasminfgeno ariginal, y una cadena li-
gera resultado de la parte carboxiterminal del mismo (Robbins et al., 1967). ( Vexr
Yig, 5 .
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El plasmindgeno es una cadena polipeptidica susceptikle a una ligera protebli
sis en ciertos enlaces. Debido a &sto, ha sido posible detectar 2 tipos de plasmi-
nogeno humano diferentes. Ambos difieren en estructura a nivel de la parte amino-
terminal original. Uno posee "solamente Jcido glut&mico" (Bergstram y Wall&n, 1963;
Wallén y Wiman, 1970) y la otra presenta "principalmente lisina" (Robbins et al.,
1967), los cuales son conocidos respectivamente camo plasminSgeno "A" o glu-plasmi
négeno y "B" o lis-plasminSgeno.Estudios recientes llevados a cabo para saber cfmo
la proteblisis de algunos enlaces conduce a la fommacifn de plasmina sugiere que -
dicho proceso puede efectuarse en presencia de plasmina activa, urocinasa y es—.
treptocinasa, siendo necesarioque el glu-plasminfgeno se convierta por proteSlisis
en lis-plasminfgeno, para despu€s ser convertido en plasmina. Se ha demostrado que
en la conversifn de un plasminSgeno al otro {(glu a lis plasminSgeno), esti asocia-
do. un incremento en el radio de Stokes (4.3 a 4.5 AQP), corroborado con estudios =~
donde la constante de sedimentacifn (S9p5, W) decrece de 5.10 a 4.80 y el punto ~
isoeléctrico difiere de 6.2 ~ 6.6 para el primero y 7.2 - 8.3 para el sequndo (Su-
mnaria et al., 1972 y 1973).

El proceso para la formacidn de plasmina activa sugiere que se trata de una -
reaccifn en dos pasos, durante la cual se genera un plasminSgeno intermedio (1is~
plasmindgeno) . La secuencia met——lis-lis-val que se observa en la Fig. S5, es ~
de interes ya que provee la conexién entre el glu y lis plasminégeno (Robbins et -
al., 1972; Walther et al., 1974), lo cual indica que por accidn proteolitica de -
plasmina se obtiene lis-plasminfgeno a partir del anterior.

Se sabe que por el rampimiento de los enlaces lis 63/ ser 64 y arg 68/ met 69,
dos péptidos son liberados, dando por resultado el plasminSgeno intermedio, Estos
rampimientos pueden ser producidos pér plasmina, pero al menos uno de ellos, arg 68
met 69 parece ser egpecifico de urocinasa. Por lo tanto, la urocinasa libera un -

i fragmento de 81 residuos de aminofcidos de la parte aminotemminal del glu-plasming
geno ( Wall&n y Wiman, 1970; Wiman, 1972 y 1973) dando lugar a la formacién del -
plasminSgeno intermedio. La formacién de plasmina a partir de glu-plasminSgeno es
un proceso muy lento, mientras que la activacibn de lis-plasmingeno se lleyva a -
cabo a una tasa mucho mis ripida. Esto demuestra que el primer paso esti limitado

y debido a que el glu-~plasminSgeno es £8cilmente degradado a lis-plasminfgeno por
la plasmina (Claeys et al., 1973), podria esperarse un incremento continuo en la ta
sa de activacifn. ) ‘




12

Se sugiere que a partir de lis-plasminfgeno, la activacién hacia plasmina con
siste en el rampimiento de un solo enlace arg-val sin pérdida de material pepti-
dico (Robbins et al., 1967). El rampimiento de este enlace, esti asociado con los -
cambios confarmacicnales que dan lugar a la plasmina activa, aungue existe un desa-
cuerdo en cuanto a la hidrSlisis de este enlace y su importancia para la famacidn
de la enzima activa (Robbins et al., 1972; Wallén y Wiman, 1973).

El peso molecular Je ambos plasnindgenos resulta ser muy similar ( 83,000 y -
82,000 dal. respectivamente), siendo el glu-plasminfigeno mayor por 1000 dal. (Rob-
bins et al., 1975); diferencia que puede ser explicada por la pérdida de material -~
en su transformacifn a lis-plasminSgeno.

El mecanismo para la activacifn de plasminSgeno a plasmina, probablemente sea
el mismo para todos los activedares presentes en mamifercs. En la orina, la urocina
sa es capaz de transformar proteoliticamente el plasmindgeno a su forma activa, la
plasnina. Esta observacifn fue descrita por vez primera por Williams y posteriormen
te por Astrup, Stendorff y Sobel et al. (Williams, 1951; Astrup y Sterdorf€, 1952;
Sobel et al., 1958), recibiendo el nantre de wrocinasa por este Gltimo grupo. Esta
enzima parece tener dos farmas moleculares (White et al., 1966). Sin embargo, los -
estudios han demostrado un peso molecular de 34,500 + 2,000 dal. Auncue la urocina-
sa tiene un gran parecido con tripsina y plasmina en su actividad con sustratos sin
t8ticos, actfia solamente sonbre plasminSgeno.

I.3 FUNCIONES DEL ACTTIVADOR DE PLASMINOGENO.

La activacifn de plasninfgeno provee un mecanismo general, para la generacién
de proteBlisis localizada en microambientes que rodean intimamente a la célula en ~
condiciones ya sean normales o patol&gicas.

El descubrimiento de que la c&lula puede producir actividad fibrinolitica fue
llevada a cabo por Carrel y Burrows en 1911, observando que fragmentos de sarcama -
disolvian coSgulos del plasma, los cuales provelan el soporte semi-s6lido para los
cultivos en aquella &poca. Posteriormente Fischer (1925), correlaciond la lisis que
se producia en cofgulos con tejidos en estado necplisico, pero no tuvo &xito ya que
no pudo demostrar si se debla a una contribucibn enzimitica o celular. Si bien, la
lisis de los coSgulos es un proceso enzimitico, el trabajo de Fischer sugeria la -
existencia de una diferencia enzimitica entre tejidos normales y sus derivados ma-
lignos. Las implicaciocnes de los trabajos de Fischer son importantes perque condu- -
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cen a reexaminar dicho planteamineto.

I.3.a. TUMORES ASOCIADOS CON FIBRINOLISIS: ACTIVADOR DE PLASMINOGENO SECRETADO
POR CEIULAS TRANSFORMADAS POR VIRUS Y POR OTRAS CELULAS MALIGNAS.

Las cbservaciones de Fischer (1925) han podido ser confirmadas visual y cuali-
tativamente. Cultivos celulares en geles de fibrina conteniendo fibroblastos trans~
formados por el virus Sarcama de Rous (VSR), producen una actividad fikwinolitica
aproximadamente veinte veces mayor que aquellos conteniendo fihroblastos normales.
La actividad fibrinolitica requiere de la interaccifn de dos factores: Uno pertene
ciente al plasma en el medio de cultivo, y otro que debe ser secretado por las cé&-~
lulas. Ambos factores, pudieron ser aislados y caracterizados usando procedimientos
para purificacifn de proteinas. De esta forma el factor del plasma fue identificado
camo plasminBgeno {(Quigley et al., 1974) y el factor celular resultd ser una protea
sa con especificidad por arginina, gque actGa convirtiendo el plasminégeno en plasmi
na (Unkeless et al., 1974).

Al parecer el activador de plasminSgeno solo es acumilado en células transfor-—
madas por VSR, sugiriendo una'asociacifn estrecha entre la transformacién viral y -
la produccidn del activador, lo cuzl constituye un proceso inico entre les cambios
bioquimicos que acompafian las transformaciones oncogénicas (Unkeless et al., 1973;
Rifkin et al., 1975; Dano y Reich, 1978).

Por otra parte se ha considerado que la especificidad catalitica del activador
de plasmindgeno producido en cflulas transformadas por VSR, est& determinado por la
c€lula huesped y no por el virus (Osgowski et al., 1973).

La correlacifn entre el activador y las transfommaciones malignas ha sido re-
forzada por los trabajos llevados a cabo con sustancias que prameven la formacifn
de tumores. La accifn de estos agentes pramotores estd definida par sus efectos en
el establecimiento del desartollo tumoral. Es decir, que durante la fase inicial, -
la sintesis enzim&tica seri dependiente del estfmulo, mientras que tcdo el desarro-
llo del tumor es autSnomo.

& Cudl es el significado en la produccifin de dicha enzima para el fenotipo de
las c£lulas malignas ? :
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Ios tumcres malignos, presentan caracteristicas que estin al parecer intimamen
te relacionadas. Por una parte el aumento en la produccitn del activador de plasmng
geno confiere a los tumores la capacidad de invacidn local, de migrar y de implantar
se en sitios distantes y la segunda caracteristica, se debe a que permite la identi-

ficacién de los tumores y su diagnsis patolfgica, debido a la arquitectura que pre-
senta el tejido anormal,

Ninguno de estos procesos estd limitado a la formacidn de tumores, muchas célu
las nomales son invasoras durante el desarrollo embricnario v en la vida adulta. -
Se ha seguido un gran nGmero de eventos celulares que pueden ser vistos cawo modelos
normales en el fenotipo maligno, en bisqueda de una unidad bioquimica para la corre—
lacifn enzimitica de la remedelacisn de tejidos y migracifn celular, y los resulta-
dos que se han obtenido apoyan la suposicitn de que dicha unidad en realidad existe.

I.3.b. PRODUCCION DEL ACTIVADOR DE PLASMINOGENO POR CELULAS INFLAMATORIAS.

Por su habilidad al cruzar barreras de tejido y de migrar a través del cuerpo -
los macrdfagos y gramulocitos se asemejan a las células malignas. Para entrar al to-
rrente circulatoric despugs de su maduracifn en el tejido hematopoy&tico, las c&lu-
las inflamatorias debeb crear discontinuidades que les permiten surgir de este teji-
do al penetrar entre c&lulas endoteliales adyacentes.

El migmno proceso se repite cuando estas cBlulas escapan de la circulacifn al -
ser agrupadas en sitios de inflamacifn tisular. Por tanto, en el transcurso de sus -
ciclos de vida normal, “los macrdfagos y gramulocitos reproducen el camportamiento -
celular asociado con la diseminacifn de tumores metast&sicos" (Reich, 1978) . ademds,
estas células resultan ser atractivas camwo modelos experimentales, al definir corre-
laciones bioquimicas de migracidn, ya que los glucocorticoides y una variedad de -
agentes inflamatorios se sabe que modulan su migracifn tanto in vivo camo in vitro.
La produccibn del activador. por macrdfagos de ratfn y gramulocitos humanos est§ -
iIntimamente relacionado con la respuesta de estas c8lulas con moduladores de 1a in-
flamacifn (Vassalli et al., 1978; Granelli-Piperno et al., 1978). Los macrdfagos -
peritoneales obtenidos de ratones que hablan sido inyectados con sustancias inflama
torias tales camo: endotoxina, aceite mineral, etc..; producen grardes cantidades -
de activador de plasminfgeno, mientras que aquellos animales no inyectados no lo -
producen (Unkeless, 1974). La produccifn del activador por macrSfagos y granulocitos
puede ser inducido in vitro por pramotores tumorales, y pueden ser inhibidos por -
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agentes antinflamatorios tales camo glucocorticoides y canpuestos antimitdticos. El
efecto inhibitorices r&pido, reversible y ccurre a concentraciones hormonales, cam
parables a acuellas presentes en los fluidos corporales, bajo condiciones fisiols~-
_gicas. E1l efecto de los glucocorticoides refleja su potencialidad camo antinflama
torio in vivo y su accidn en la produccitn del activador de plasminégeno es selec-
tivo en vista de que es la Gnica funcifn afectada entre muchas de las que fueron -
probadas. La adminsitracifn de estos glucocorticoides, produce répidamente un decre
mento en la circulacifn de monocitos y previene la aparicifin de macrSfagos y granu-
locitos en los exudados inflamatorios, pero no bloguean la multiplicacidn de precur
sores de leucocitos, sugiriendo que previenen la migracifn de cglulas inflamatorias

del tejido hematopoyético dentro de la circulaci®n y de ahi a los sitios de inflama
cién.

Tamando en cuenta lo anterior, se ha sugerido que en la sociacifin con su migra
cifin en el cuerpo, las células requieren de un mecanigmo enzimftico que digiere al-
gqunas de las estructuras de los vasos sanguineos y de tejido conectivo,

Se ha propuesto que la plasmina al actuar en la superficie de células endote-
liales y tejido conectivo de pequefios vasos sanguineos, constituye una parte esen-
cial de las bases enzimiticas para la migracifn, y que esta enzima es generada lo-
calmente por sintesis celular y por la secrecibn del activador de plasminfgeno. Se
cree que al aplicar glucocorticoides se podria prevenir la migracién de células in-
flamatorias y por tanto, suprimir el camponente celular de inflamacifn. Si &sto pro
bara ser corecto, no implicaria que los efectos antinflamatorios de los esteroides
pudieran atribuirse Gnicamente a la represifn en la sintesis del activador de plas-
minSgeno.

I.3.c. PRODUCCION DEL ACTIVADOR DE PLASMINOGENO POR TRCOFOBLASTOS.

Las primeras etapas en el desarrollo embricnario de los vertebrados ofrece nu-
mercsos ejanplos en la remodelacifn de tejidos y migracifn celular, permitiendo pro
bar experimentalmente los procesos que estfn correlacionados can la produccifn celu
‘lar del activador de plasmindgeno.

~ Debido a que los trofoblastos son c8lulas que invaden la pared uterina durante
la implantacifn del embxifin (Kirby, 1965), un estudio llevado a cabo con embriones
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de ratén durante lag primeras etapas del desarrollo, dieron a conocer los siguien-

tes resultados:

*a) La produccifn del activador de plasminSgeno no pudo ser detectazdo
antes de la diferenciaci®n de la mbrula en blastocisto.

b) Todos los blastocistos producian activador, presente intracelular
mente y en el medio condicionado por éste,

¢} La presencia de la enzima es funcifn del dfa de gestacifn y no del
tiempo en el cultivo.

d) El curso seguido en la produccifn del activador en cultivos puros
cen cBlulas de trofoblastos, coincidian con la fase de invasifn —
en el ftero. ’

Ios resultados mostraron que el activador de plasminigeno era inducido por tro
foblastos y que su produccifn estaba regulada.

Los trofcblastos son células con caracteristicas invasoras, debido a que pue-
den invadir y destruir la mayoria de los tejidos, incluyendo aguellos encontrados =
normalaente en el Gtero. Algunas veces se les ha campardo con c&lulas tumorales, si
bien, la invasifn estd limitada a un periodo en su ciclo de vida. Estos hallazgos,
sugieren que la secrecifn del activador de plasminBgeno contriluye en la implanta-
cidn del blastecisto.

I.3.d. ACTIVADOR DE PLASMINOGENO EN OVARIO: REiACId\] CON A OVULACTON Y RBEGULACION
HORMONAL. '

El foliculo ovirico maduro en mamiferos consiste de una cavidad llena de 13-
quido, rodeada por cBlulas gramilosas en las cuales el &vulo y estructuras asocia-
das se encuentran unidas. Las clulas gramulosas estin rodeadas por una membwana
basal, la cual a su vez, se encuentra encapsulada por tejido conectivo denso y grue
s0 conocida camunmente caono teca. El Gvulo, para poder escapar de &sta, y entrar en
el oviducto en donde es fertilizado, requiere de una degradacifn de la pared folicu
lar. los eventos que ocurren durante la ovulacifin son uno de los ejemplos més nota-
bles de la remodelacitn de tejido en mamiferos adultos. Se sabe que los cambios mor
foldgicos que siguen a la inyeccifn de tripsina en forma intrafolicular, se parecen
a aquellos que occurren durante la ovulacitn (Espey, 1974). Sin embargo, no se sabia
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la relacifn exacta que habia entre la actividad proteolitica y la ovulacidn. La ubi
cuidad de plasminfgeno, del activador de plasminfgenc y la presencia de plasminSge—~
no en el fluido folicular, sugiere un papel de estas enzimas en la ovulacifin. Un

sistema experimental adecuado para probar lo anterior, ha sido desar_rollado por -
Crisp y Denys (1975).

Lag cflulas gramlosas, aisladas de foliculos antes de 8 horas o mis antds del
tiempo esperado para la ovalacifn, producian casi nada de activador de plasminfgeno
En el intervalo de 8 horas que precede a la ovulacién, el nfmero de dichas cflulas
que producian grandes concentraciones del activador de plasminSgeno y la tasa en la
formacidn de la enzima aumentaba. Ademis, se observd que aquellas c8lulas prepara-
das para la ovulacifin producfan dicho activador, pero podian ser inducidas a sinte-
tizar y secretar grandes cantidades de esta enzima al ser expuestas a concentracio-
nes piccmolares de hormonas gonadotrfpicas y algunas prostaglandinas. También se ob
servd, en cultivos de cBlulas granulosas de ovarios sexualmente maduros; que en el
ciclo normal, las ratas producen cantidades significativas del activador de plasmi-
négeno solamente cuando son colectadas de los foliculos en la neche de proestre, -
es decir, immediatamente antes del tiempo esperado para la ovulacifn, pero aquéllas
que se encontraban en estro o diestro, producian cantidades infimas o no se producia
el activador de plasminfgeno.Quedando asi demostrada una correlacién entre el activa
dor de plasminfgeno de las c8lulas granulosas y la ovulacidn.

I.4 VENENOS EN REPTILES.

La mayoria de los venenos estin constituidos en un 90 a 95% por protefnas, las
cuales son responsables de las actividades biolSgicas. Las fracciones proteinicas -
que se obtienen de los venenos, contienen toxinas, enzimas y también proteinas no -
téxicas. La mayorila de las emzimas son hidroliticas (Tu, 1977), y se piensa que su
accifn en los tejidos de la presa, constituye una exodigestidn y en algunos casos -
se considera que estas enzimas juegan un papel importante camwo mecanismos de defen-
sa. Resulta diffcil definir exactamente el papel de cada una de las enzimas en los
venenos, por lo que se hace necesario su identificacifn y purificacifn, con el obje
to de conocer su contribucifn al efecto total del veneno.

Alqunos venenos tienen efectos vcaracteristicos en el sistema de coagulacifn -
sanguinea, ya que poseen enzimas coagulantes y anticoagulantes (£ibrinoliticas) -
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ljue aceleran o retardan este proceso. Su efecto dependers de la concentracifn de |
las mismas y de las cantidades que puedan ser introducidas en la victima.

El efecto que tiene un veneno en el mecanigmo de coagulacifn es extremadamente
dcamplicado y par ello se ha hecho una distincifn de los distintos mecanismos que in
jducen a la coagulacibn o anticoagulacifn (fibrinolisis) de la sangre.

Un:yeneno puede actuar cono coagulante por las siguientes razones:

1) Porque posee algquna enzima con actividad de Trombina.

2) Porque contiene un activador del Factor X.

3) Porque puede activar al Factor V. )

4) Porque puede activar a protrambina.

5) Porque posee una actividad de Tramboplastina (Factor tisular no-proteini
co. Tramboplastina © Factor III}.

Igualmente el veneno puede actuar cano anticcagulante por las razones siguien-
tes:

1} Conteniendo alguna enzima con actividad fibrinogenclitica.

2) Porque tiene actividad filwinolitica.

3) Porque puede actiyar plasminSgeno dando cano resultadc plasmina.

4) Porque tenga accifry inhibitoria o destructiyva hacia alguno de los facto-
res de coaqulacifn sanguinea, que preceden a la formacibn de trambina, -

par ejemplo: venenos que puedan inhibir a los Factores II, IIT y'V, 0 a
la trambina misma.

5) Porque tienen accifin de antitrambina,

Para un mejor entendimiento de las causas por las cuales los venenos actlan en
forma coagulante y anticoagulante, se har§ alucin de algunos ejemplos demostrati-
vos de las actividades que presentan ciertas enzimas en algunos venenos. Ademis,
cabe mencionar que los traba-jos reportados para los venenos de Bitis nasicornis -
(MacKay et al., 1970} y del gfnero Bothrops (Rosenfeld, 1964) mencicnan ‘en forma in
directa la posible preserwia del activador de plasminfigeno, el cual aungque ha sido
congsiderado camo una de las causas para que un veneno pueda actuar en forma anti-
coagulante (fftwinolftica), su presencia no habia sido demostrada.

En 1938, Haunt trabajando con Naja tripudians. observd que el veneno era capaz
de inactivar a la traubina in yitro, suponiendo que esto sucedia por accifn antitram
binica del venero. Existen muy pocos reportes sobre la presencia de esta actividad -

por lo que actuglmente no se tiene claro si los venenos realmente posea'x este princi
pio,
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Aunque se cansidera que el veneno de las colwras es primordialmente neurotéxi—
co, se ha cbservado una accifn anticocagulante en los venenos de Naja melanoleuca,
N. nigricollis y Ophiophacus hannah debido a su efecto en la via extrinseca y por
la inhibicifn del mecanimmo de tramboplastina de la sangre (MacKay et al., 1968 y
1969). En Bothrops jararaca, el veneno es coagulante y dos mecanismos diferentes -
intervienen para ello. Un factar activa al Factar X y el otro posee actividad de -
trambina (Denson y - Rousseau, 1970). El veneno de Agkistrodon acutus, posee activi
dad coagulante y anticoagulante (Ouyang, 1957). La aceifn coagulante se debe a la
actividad de trawbina mientras que la actividad anticosgulante resulta de la inac-
tivacifin de protrambina, tramboplastina y actividad £ibrinolitica. Cuando las frac
ciones coagulante y anticoagulante fueron separadas (Cherg y Quyang, 1967), tres -
principios anticoagulantes fueron encontrados: dos asociados con actividad caseino
1itica, pero ninguna de las tres fracciones poseia actividad de esterasa. Ouyang y
Teng (1973), separaron una de las enzimas responsables de la actividad anticoagulan
te del mismo veneno (Agkistrodon acutus) y observaron que posefa un peso molecular
de ~20,650 dal. un punto isoceléctrico de 4.7, lo cual indicaba que se trataba de -
una glucoproteina termoldbil (Tu, 1977), la cual una vez purificada no presentaba
actividad caseinolitica, actividad de Tosil-I~arginina etil ester esterasa (BTEE),
ni tampoco actividad filwinolitica directa. El mecanismo anticoagulante de &sta,
debe a la interaccifn con protranbina, pero no a la,r destruccidén de protrambina o de
los factores de la activacidn de protrambina (Ouyang-y: Teng, 1973). ESta enzima no
digiere filbrinfgeno ni fibrina y tampoco inactiva trambina. ‘

El veneno de Bitis nasiccrnis, posee actividad anticoagulante (MacKay et al.,
1970), debido al efecto en el mecanismo de tramboplastina en las vias extrinseca e
intrinseca de la sangre. Se abservd que posee actividad proteolitica y caseinoliti-
ca y que es capaz de activar al plasminfgeno, aumentando la accifn de plasmina. El
veneno de Bitis arietans es anticoagulante (Brink y Steytler, 1974) y su accibn es
de tipo filbwinolitica y tambifn filkrinogenolitica. Rosenfeld (1964) consideraba gue
el efecto fibrinolitico en venenos del génerc Bothrops, se debfa a la activacidn de

plasnintigeno en lugar de la accifn directa en filrina (en el caso de que hubiera -
sido plasmins).

Los venenos de Agkistrodon piscivorus y A. contortrix no poseen efecto en la -
activacidn de plasminfgeno. Por lo tanto, su actividad f1hrmolitica se debe a la -
accitn de proteasas presentes en el veneno, y se cree. que su accifn . se. deba” a'que.-

digieren el fihr:mﬁgmw y gue en lugar de temer actividad filrinolitica sea ésta f£i
brmogzmolitisa.




20

Por lo que se puede cbservar, la actividad anticcagulante podria ser explica
da por la presencia de diferentes campuestos presentes en los distintos venenos, -
pero mas especificamente la actividad fibrinolitica directa, si podia ser explica-
da por la accién de plasmina, pero la actividad fibrinolitica indirecta se suponia
que podia deberse a la presencia de alguna enzima (proteasa) que activara al plas-
minégeno convirtiendolo en su frama activa (plasmina), pero dicha suposicifn, por
lo visto anteriommente no habia sido demostrada.

I.5° VENENO DE HELODERVA.

Santesson {1897) fue uno de los primeros que se dedicaron al estudio de la ng_'
turaleza quimica del veneno de Heloderma, demcstrande gque aunque el veneno fuera
hervido no disminuia su toxicidad, hecho que fue posteriormente corroborado por -
Cooke y Loeb (1913) y Alsberg (1913).

Zarafonetis y Kallas (1962) reportaron actividades de L-amino oxidasa y sero-
tonina en extractos del veneno de Heloderma horridum: Mebs y Rabdonat (1967) obser
varon que el veneno de Heloderma contenfa actividades de fosfolipasa A, proteasas,
hialuronidasa vy la posibilidad de que el veneno posea una sustancia que dispare el
sistema de generacisn de cininas. Tu y Murdeck (1967) confirmaron algunos de los -
hallazgos de trabajos anteriores, obsexrvando que a través de una columna de Sepha~
dex G-75 podian ser separados dos picos donde la fraccién proteolitica correspaon-
dia al camponente letal. Casi al mismo tiempo Styblova y Kornalik (1967), demostra
ron que el veneno no posela actividad de "coagulasa® y que sus actividades enzimi-
ticas eran bajas al camparar &ste con el veneno de ciertos vipéridos y crotilidos,
perosu actividad de hialuronidasa era superior al de Crotalus durissus terrificus.

Mebs (1970) reportd el aislamiento de una enzima que dispara el sistema en la
generacitn de cininas, asi camo también de BAEE-hidrolasa para H. Eu_sg:e_c___tg. Las
actividades de fosfolipasa A, hialuronidasa, BAEE y BTEE-hidrolasa han sido repor—
tadas del veneno de H. horridum horridum (AlagBn et al., 1982). '

Existe cierta similitud entre los resultados encontrados por Mebs (1972), Tu.
y Murdeck (1967), Styblova y Kornalik (1967), para H. s. suspectum y los encontra=-
dos para H. h. horridum (Alagfn et al., 1982) ya que ambas especies poseen el mis-
mo tipo de actividades.

Para otras especies, entre ellas de avispas y serpienteé (Ta, 1977), existen
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variaciones en la proporcifén de algunos componentes del veneno de acuerdo a la esta
citn del afio. El patxdn de H. h. horridum , estudiado electroforticamente en geles
de poliacrilamida, muestran al menos 18 bandas proteinicas con un patrdn constante

para el mismo individuo durante los doce meses de un afio (Alagdn et al., 1982) aun

que entre los organismos pueden presentarse ligeras variaciones,

Los resultados obtenidos par el grupo de Alaghn (1982), utilizando una columa
de Sefadex G~75, demostraron la rresencia de dos picos con actividad de BAEE—hidrg_
lasa (Fig.6). Sierdo, que el menor de ellos estaba dado por la presencia de una en
zima de peso molecular de 65,000 dal. la cual fue aislada a banogeneidad y con al
tos rendimientos (Alagén et al., 1982), actualmente se sabe que es una calicreina
(Alagtn, camnicacifn personal), pero falta por describir (determinar) si la frac-
cibn correspondiente al pico de mayor actividad de BAEE-hidrolasa estd dado por -
una de las dos o ambas enzimas de peso molecular de ~22,500 dal. presentes en di-
cha fraccidn y si esta actividad estd dada por la presencia de alguna esterasa o de
alguna enzima protéolitica parecida a tripsina.

El objetivo del presente trabajo, consiste en determinar las actividades coagu
lantes y anticoagulantes (filrinoliticas), del veneno de Helcderma horridum horridum
y aislar una de las enzimas de peso molecular de ~ 22,500 dal., para saber si posee
actividad de esterasa inicamente o si se trata de alguna enzima proteolitica que in
tervenga de alguna farma en el mecanismo de coagulacifn y filrinolisis de la sangre.
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Fig. 6 . Separacifn del veneno de H. h. horridum en una columna de Sefadex G-75.
El sobrenadante (S) del veneno solublé (85 mg) desples de una precipitaci6n con
8cido, fue aplicada a una columa de Sefadex G~75 (0.9 x 200 em) y corrido con

amertiguador de fosfato de potasio 25 mM (pH=7.6) . Los tubos conteniendo 1.9 ml
fueron colectados y agrupados cano fracciones I - VI (barras horizontales) . Las
fraociones I, II y III contienen respectivamente 92.1, 7.5 y 0.4% de la activi-
dad total de fosfolipasa. Las fracciones I y IT contienen respectivamente el

95.2 y 4.8% de la actividad total de hialuronidasa. Las fracciones I, ITy TIX

poseen 27.2, 71.0 y 1.8% de la actividad total de BAEE-hddrolasa. ( Tamado de:
Alagbn et al., 1982 ).
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MATERIAL Y METODOS

II.1 Fuente del veneno

El veneno de H. h. horridum se obtuvo a partir de ejeamplares adultos (manteni
dos en cautiverio), colectados en la estacidn de Biologia Experimental de Chamela,
Jal. El veneno fue pipeteado directamente de la boca de los saurios, por la téeni-
ca descrita por Loeb (1913). El veneno recién extraido fue centrifugado a 10,000 -
rmu par 15 minutos en una centrifuga Sarvall (rotor SS-34 rpm= 10.8 am) . El sohre
nadante (veneno soluble), fue liofilizado y guardado a -20 °C hasta el mavento de
ser utilizedo. )

II.2 Materiales

El Sefadex G-25 y la Fenil~Sefarosa CL-4B fueron obtenidos de Pharmacia, la -~
Lisina-Sefarosa 4B de Sigma y la Aminocaproil-p-amino Benzamidina-Sefarosa 4B de =
Pierce. El filrinSgeno bovino, la trambina (fmmana), el £-N-benzoil-L-arginina etil
&ster (BAEE), el azure acoplado a piel pulverizada ("Hide powder azure") y el &-N-
benzoil-L-arginina-p-nitroanilida (BAPNA) fuercn de Sigma. Los inhibidores: p-amino
benzamidina (P-AB), Diisopropil fluarofosfato (DIFP), y Cisteina fueron de Sigma.
El inhibidor de tripsina de soya (SBTI) de Millipore. Los demis solventes y reacti
vos utilizados fueron de grado analitico.

Los detalles experimentales para la obtenciin de plasminfgeno humano y de fi-

brinfgeno bovino libre de plasmindgenc se dan en forma pammenarizada en las seccio
nes 1II.3 y II.4.

II.3 Procedimiento para aislar FilrinSgeno libre de Plasminfgeno

El £ibrinSgeno bovino fue precipitado con sulfato de amonio (100% de satura~
cifn) (Laki, 1951), y vuelto a precipitar dos veces con etanol en presencia de li-
sina, para remover el plamminfgenoc contaminante (Mosesson, 1962); para &sto, se ~
procedit de la siguiente manera: 2 g de filrinfgeno camercial (coagulable en 88%)
(FibrinSgeno 0) fueron disueltos en 100 ml de amortiguador de fosfato de sodio 0.1
Molar (pE=6.4) y el volumen fue llevado al doble con agua; la solucidn se dej6d re-
posar-a 4 °C durante una noche. El precipitado que se fomd, fue removido por £il~
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tracién y al filtrado (Fibrinfgeno I) se le afiadif 1/3 de volumen de una solucifn
saturada de (MNH,) ,S04.

El filwinbgeno precipitado fue recuperado por centrifugacifn, resuspendiendo
en 60 ml de NaC1 0.3 M, y dializado contra la misma solucifn (3 cambios de 1 hora
cada uno) (FibrinSgeno II). Al fibrinfgeno II dializado se le afiadieron 300 ml de
una solucitn de L~lisina 0.12 M en anortiguador de fosfatos 5 mM (pH= 7.0) y se -
dejb enfriar en hielo par 30 mirutos, al cabo de los cuales se afiadieron lentamen
te vy bajo agitacifin constante 27 ml de etanol absoluto frio; despu€s de 10 minutos
el fikwinfgeno precipitado fue recuperado por centrifuagacifn y resuspendido en 40
ml de NaCl 0.3 M (Filrinfgeno III), repitifndose la precipitacién etafiblica en pre -
sencia de lisina. El filrinfgeno de esta (ltima precipitacifn fue resuspendido en
40 ml-de PBS (NaCl 0.15 M + amortiguador de fosfatos 15 mM pH=7.2), y dializado -
exhaustivamente contra PBS (FibrinSgeno IV likre de plasminfgeno contaminante). La
concentraci6n £inal del filrinfgeno IV fue de 5.7 mg/ul (E ;86“‘9/*“1 = 1.59).

El fibrinfgeno II fue utilizado en algunos @cp&éimentos para lo cual se dia-
1iz6 contra PBS y su concentracifn se ajustd a 5.7 mg/Anl. Los rendimientos a par-
tir de 2 g de fibrinfgeno 0, fueron de 439 y 249 mg para los fihrinSgenos IT y IV
respectivamente.

IT.4 Procedimiento para purificar Plasminfgeno de plasma hmano

Se utilizb cramatografia por afinidad de acuerdo-al m&todo de Deutsch y Mertz
(1970), procediféndose de la siguiente manera: se obtuvo sangre venosa de 4 volunta
rios (210 ml) con EDTA como anticoagulante y fue centrifugada para cbtener el plas
ma {(105.6 ml). El plasminfgenc fue purificado a través de una columa (2.1 x 5.4 -
cm) de Lisina-Sefarosa 4B (5.5 moles de lisina/ml).

Se hicieron cuatro corrimientos cranatogréficos aplicando a la columna 25 ml
de plazma dilufdos con un volGmen igual de amortiguader 0.1 M de fosfato de sodio
{gii= 7.4). loa contaminantes fueron lavados con 1.3 M del mismo amortiguador hasta
obtener una lectura Aggg=0.01. Para eluir al plasminfgeno se pasaron 30 ml de &cido
€ —guinocaproico 0.2 M en el mismo amortiguador. EL plasminSgeno fue separado del’
Scido &-aminocaproico a través de una columa de Sefadex G-25 (2.5 x 54 am), para
io cual se pasarcn alicuotas de 30 ml de plasminSgeno (Aggg= 0.512) y se eluy6 -
con amortiguader de fosfato de sodio 5 mM (gf= 7.2). El rendimiento f£inal fue de
apraximadamente 12 mj. ' L ‘ ~

v
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I1.5 Electroforesis en Geles de Poliacrilamida.

- La electroforesis se llevb a cabo en geles (7.5%) en placa de poliacrilamida
(0.1 % 10 x 10 an) en amortiguador de Tris (Jovin et al., 1964), o en geles (12.5%)
en presencia de lauril sulfato de sodio (Laemmli, 1970). Los geles fueren tefiidos
con azul hrillante de Coamassie R-250 de acuerdo a Swank y Munkres (1971). Para de
tectax las actividades coagulantes y filrinoliticas de las protefnas separadas por
electroforesis, los geles sin tefilr fueron colocados sobre la superficie de geles
-de agaresa contenjendo filrinSgeno o filwina, respectivamente.

II.6 Geles de agarosa con fibrin®geno o £ilrina utilizados para detectar activida-
des coagulantes y filwinoliticas

Se siguid el procedimiento de Granelli-Pipernoc y Reich (1978) con algunas me-
dificaciones. Los geles con fibrinSgeno fueron preparados usando las siguientes so
luciones: (a) 1% de agarosa en amortiguader de Tris/HCl 0.025 M (pH= 7.2); la aga~-
rosa fue disuelta en un bafio Maria y mantenida posteriormente a 42 °C; (b) fibring
geno (5.7 my/nl) en PBS calentado a 42 °C. Se mezclaron rapidamente 3 ml de cada -
una de las soluciones y la mezcla fue vaciada sobre una tira de acetato de celulo-
sa (7 x 11 an) y distribuida hanog€neamente evitando la farmacitn de burkujas. Des
pués de la gelificacifn, la tira fue colocada dentro de una caja de Petri contenien
do papel absarbente hmedecido con el fin de evitar su desecacifdn.

Para preparar geles con filxina se procedid de igual manera que para los ante
riores, pero a la mezcla de soluciones se le afiadib 0.5 unidades NIH de trambina -
humana (sigma), en 50 jal de NaCl 0.5 M y amortiguador de citrato de sodio 0.05 M
{pH= 7.2). Con esta actividad enzimitica, el filrinfgeno fue convertido en fibrina
en aproximaamente 5 minutos. En algunos casos los geles de fibrina fueran suplemen
tados con plasminfgeno purificado (10 pg/ml de mezcla).

Los geles indicadores fueron empleados de dos maneras para.detectar las acti~
vidades coagulantes y £ibrinoliticas.

La primera fue en cambinacifn con los geles de poliacrilamida (superpuestos -
el uno al otro), y la segunda, siguiendo la difusifn radial de la actividad, cuando
las muestras por probarse se aplicaron en pocillos (3 mm de difmetro ) hechos en
el gel de agarosa. La actividad coagulante fue seguida por la formacifn de fibrina -
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insoluble en log geles de agarosa con fibrinfgeno; la fibrinolitica por la lisis -
producida en los geles de agarosa con fibrina. Para visualizar con mayor nitidez -
los efectos anteriares, despufs de dejar incubarkio los geles a temperatura ambien-~
te por el tiempo necesario (generalmente 24 horas), los geles de agarosa fueron la
vados con NaCl 0.15 M y tefiidos durante 5 minutos con negro de amido 0.1% en meta-
nol 70% y &cido acttico 10% y desteiiidos en metanol 70% y &cido acdtico 10%.

II.7 Medicitn de la actividad proteolitica con (BAEE)

Esta actividad fue medida espectrofotanétricamente con un espectrofotfmetro ~
Gilford 250 acoplado a un registrador autom@tico. Los ensayos se llevaron a cabo -
a 25 °C afiadiendo la enzima en solucifin a una celda de cuarzo conteniendo 2 ml de
o« ~N-benzoil-L~arginina etil &ster (BAEE) 1 mM en amortiguador de Tris/HCL 0.1 M ~
(pf= 7.95) y midiendoel cambio en absorbancia a 255 mm par 5 mimatos. Una unidad -
de actividad enzimftica se define camo la cantidad de proteina que se requiere pa-
ra hidrolizar 1 pmol de sustrato en 1 mimato en las condiciones definidas arriba.

IT.8 Medici6n de la actividad proteolftica con BAPNA

A 1 ml de una solucién de BAPNA 1 mM en amortiquador de fosfatos (pH=7.0), se
le afiadi® 100 pl de la enzima a probar; se dejé incubar 15 min. a temperatura am-~
biente y la reaccifn fue inhibida por la acificacifn del medio de reaccifn a través
de la adicitn de 200 nl de dcido acético glacial. El sustrato hidrolizado se midid
espectrofotanétricanente a una Bbsorbancia de 410 nm. La actividad del veneno fue -
camparada contra un estindar de tripsina. Una unidad de actividad enzimitica es de-
finida camo 1a cantidad de enzima necesaria para hidrolizar la misma cantidad de -
BARNA que 1 pg de txipsina en las condiciones mencionadas.

YI,9 Medicidn de la aétividad de proteinasa con azure acoplado a piel palverizada
(Rindexrknecht et al., 1968)

En este caso se utiliz6 un sustrato colorido insoluble de la sigujente manera:
a tubos de ensayo ( 0.9 x 7.5 cm ) se les 2fiadib la enzima y el sustrato (10 mg) en
1.5 ml de Tris/BCl 0.1 M (pi= 7.95) junto con una perla de vidrio de 3 mm de difme-
tro para mejorar el mezclado. Los tubos fuercn rotados con una inclinacifn de 45° -
por el tiampo requerido (~19 h.) y el colorante solubilizado fue seguido a 595 mm.
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Para la cuantificacifn de la actividad se construyd una curva estfndar correlacio-
nardo la Aggg nm de cantidades conocidas de sustrato digeridas pox tripsina. Una -
unidad de actividad se definid camo la cantidad de enzima necesaria para nidroli-
zar 1 mg de sustrato en 20 h. bajo las cordicones descritas.



RESULTADOS
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ITIT.1 PROPIEDADES GENERALES DEL VENENO SOLUBLE.

El veneno de H. h. horridum contiene un gran nfmero de proteinas. El patrén -
electrofarético del veneno (Fig.7 ) en geles de poliacrilamida en amortiguador de
tris (Jovin et al., 1964) y en presencia de lauril sulfato de sodio (laemmli, 1970)
(Ver 1II.5), manifiesta que el veneno contiene por lo mencs 18 canponentes.

Memis de las actividades enzimaticas ya reportadas ( Alagén et al., 1982), =~
se cuantifiacron otro tipo de actividades utilizardo BAPNA y azure acoplado a piel
pulverizada cano sustratos (Tabla 1 ). la actividad sobre BAEE, fue medida de muevo
1a diferencia encontrada con el valar previamente reportado puede ser debida a que
se trata de lotes de veneno distintos.

Cabe aquf mencionar que la BAEE hidrolasa purificada anteriormente ( Alagbn et
al., 1982 ) es una enzima proteolitica con actividad de calicreina ( Alagbn, camni
cacifn personal). Se sabfa yva de la presencia de otra(s) BAEE hidrolasa(s) de menor
peso molecular ( alrededor de 25,000 dal.) En este trabajo se muestra que son 2 las
'BAFE hidrolasas de bajo peso molecular y que poseen la capacidad de producir fibri-
nolisis indirecta a través de la activacifn de plasminfgeno.

TABLA 1. Actividades Enzimdticas Presentes en el Veneno de Helodetma honidum hotsidum.

o

_ Tipo de acuvidad Unidades/mg Referentia
Fosfolipass 68.0 Atagén etal., 1982
Hia!umnﬁasn v 6.8 Majén et al., 1982
BAEE-hidrolasa .7 Atagon et al, |93'z

1.6 Este trabaje
BYEE- hidralass o1 Atagén et an, 1382
BAPMA- hidroiase 2.3 Este trafnjo
Pmuinulm 3t Este tratajo ~

19 Medida con "ature acoplado 3 piel pulverizada®



Fig. 7 .Electroforesis del veneno de Heloderma horridum horetdum en
gales (7.5%) en placa de poliacrilamida (0.1 x 10 x 10) en amorti-
gquador de Tris pH 8.3, de acuerdo al método de Jovin et al {1964)
{muestra A), y en geles (12.5%) en presencia de lauril sulfato de -
sodio, (Laemmit, 1970}(muestra 8). Ambos geles fuecron tefiidos con
azul brillante de Coomassle R-250. Las muestras A y B contienen -

25 y 78 pa respectivamonte. 12 bandas fueron detectadas en A y 18
en B.
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IYT.2  PROPIEDADES COAGUIANTES Y ANTICCAGULANTES ( FIBRINOLITICAS ) DEL VENENO
SOLJBLE.

Se amwplearon dos tipos de geles en dos maneras distintas (Ver I1I.6). Por una
parte se siguid la actividad por difusidn radial y por otra se solrepusieron geles
de poliacrilamida a geles que contenian filwrindgeno o filxrina. Se considerS que -
aquellas muestras que tuvieran enzimas con actividad coagulante darian lugar a la
farmacitn de halos de microcofgulos de £ilrina en aquellos geles conteniendo fikwi
négeno. En el caso contrario, los halos transparentes que se forman por degradacifn
en geles conteniendo filbrina, indicarian la presencia de enzimas con actividad £i-
brinolitica. Esta Gltima, a su vez, puede deberse a la accién directa de enzimas -
con actividad de plasmina o en forma imdirecta por enzimas capaces de activar plag
min&geno presente en el medio. Bajo estas consideraciones, se supuso que lo mismo
sucederia por sokreposicién de geles de poliacrilamida a geles de agarosa contenien
do fibrinfgeno o filwina, El Srea tefiida - por coagulacidn - o transparente - por
fibrinolisis ~ pemmitiria identificar las bardas con actividad.

Por las técnicas anteriores, se observd que el veneno de H. h. horridum pre-
senta actividad coagulante y anticoagulante (filrinolfitica). Cano resultado de la
aplicacién de alicuotas de veneno soluble aplicadas a pozos de geles conteniendo -
filrinSgeno 0, se pudo observar la formacidn de un halo de fibrina, el cual pasado
un lapso de tiempo (~ 4 h.), fue degradandose paulatinamente dando por resultado
la formacitn de un halo interno por actividad filkrinolitica (Fig.8.1). La presen-
cia de este Gltimo halo, debida a la actividad anticocagulante (fikrinolitica) de -

alguna enzima presente en el wveneno, fue cawprobada en geles de agarosa contenien-
do fibrina 0 (Fig.8.2)

Hasta este mamento, no se sabfa si la actividad anticoagulante se debia a la
accifn directa de alguna enzima con actividad de plasmina o en forma indirecta, al
activar el plasminfgeno contaminante presente en ambos geles.

Para ver si la actividad filwinolitica era directa o indirecta, se llevaron a
cabo los mismos ensayos, pero esta vez se hicieron con la inclusidn de fibrinSgeno
y fibrina con mencr concentracidn de plasminégeno contaminante. Debido a esto fue-
ron utilizados fibrinSgeno IT y 1V, y filrina II y IV. ’
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Fig.4. (1) Halos de actividad coagulante y flbrinolftica resultado
de la aplicacién de alfcuotas de veneno soluble a pozos de geles
conteniendo fibrindgeno *0",(2) Halo flbrinolftico debido a 12 pre-
sencia de alguna enzimd presente en el veneno de H. h., homidum
al ‘ser aplicado a pozos de gules con fibrina "0". En umbos casos
los geles fucron tenldos con negro de amido 0.1%. ’
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Fig. 9. Ohservacién de la actividad coajulante y fibrinolfiica indirec-

te en geles contenjondo fibrinégeno o fibrina 11 y IV. En flbrinégenc -

1 () y v (2), se observa que el halo de actividad coagqulante no cam,
bid en su didmetro, en cambio en geles de fibrina 11 (3) se observa -

quo al halo fibrinolftico se redujo, desaparccioendo en aquellos conte-

niende fibrina IV (4). La presencia y 1a ausencia del halo fibrinolftico,
so explica por la presencia y la ausentia de plasmindgenc contaminan-
to on cada uno de los modios,
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En fibrinfgeno II y IV se observb que el halo de actividad coagulante no cam-
bid en su difmetro (Fig. 9. 1 y 2). En cawbio se observd que el halo fihrinolitico

se redujo en geles de fihrina I1 y desapareci6 en aguellos geles conteniendo fibwi
na Iv (Fig. 9. 3 y 4).

Estos resultados fueron corroborados al ser afiedido plasminfgeno puro (Ver. ~
II1.3) en geles de fikrina II y IV. Los halos fibrinoliticos que no se presentaban
en geles de fibrina IV, se presentaron por reconstitucidn de plasminfgeno enel me-
dio (Fig.l1.2.) y lo miswo sucedid con geles de fibrina II, en los cuales la pre-
sencia de una mayor concentracifn de plasminégeno permitid observar un incremento
en el difmetro del halo filrinolitico (Fig.11.l). Los resultados con distintos ti-
pos de filrina con o sin plasninSgeno exbgeno se representa}z en la Fig.l1l2.

Para la identificacifn de las bandas con actividad coagulante o fikrinolitica
del veneno, se sohrepusieron geles de tris conteniendo veneno soluble sobre geles
de fibrindgeno 0, o fibrina 0. Cawo puede observarse en la Fig.10. los dos tipos -
de actividades pudieron distinguirse ya que su movilidad electroforética fue may -
diferente: la actividad ccagulante migrd mucho menos que la fikwrinolitica. Con in-
cubaciones a tiempos largos (s18 h), y con las cantidades de veneno utilizadas, -
tanto la zona de formacidn de filrina camo la de degradacidn de la misma, fueron -
muy extensas; con tiempos mds cortos (2 h) y menor cantidad de plasminSgeno en el
sitema (fibrina II) se pudo cbservar que la actividad fikrinolitica podia ser asig
nxia a dos canponentes con movilidades electroforéticas muy parecidas, fenfmeno -
que no ocurrid en la formacifn de filkrina (Fig.13).

En la misma forma, se sobrepusieron geles en presencia de lauril sulfato de -
sodio (Laemmli, 1970), que contenfan veneno soluble, a geles de agarosa con filri-
nbgeno o fibrina. Algunos de estos geles antes de ser sohlrepuestos, fueron lavados
durante 10 minutos en presencia de Tris/HCl 0.1 M (pH= 7.95), y a otros se les hizo
el misno tratamiento, pero afiadiendo tritGn al 0.5%. En los tres casos los resulta-

dos fueron negativos, al no proaducirse &reas de microcoSgulos de fikrina ni tampoco
&reas de fibrinolisis.



ly. v . ldentificanién de las bandas con actividad coagulante
y fibrinolftica del veneno de H. h. homridum, por sobreposicién
de goles de tris a geles de agarosa coateniendo fibrindgano o
tibrina “0” (A y C respectivamente), La formacién de un cofgulo
de fibrina en A, muestra qua la actividad coagulante dada por -
una sola banda - al comparar con B - migrd menos que el £rea
do fibrinolisis en C. En todos los casos se aplicaron 143 ug de
veneno y se incub8 durante 18 h.
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Fig. 11, Comprobacién de la actividad fibrinolftica indirecta del veneno
de H. h. horridum , por reconstitucién de plasmindgeno en el medio, -
(1) Por reconstitucién de plasminégeno en geles de fibrina II, se obtie~
ne un halo de didmetro mayor al ohtenido en la Fig, 9,3. (2) Por re~
constitucién se presentau un halo de fibrinolisis en geles conteniendo -
fibrina IV, que en su ausencia no se presentaba ( Ver Fig. 9.4.).

ﬁn.n.innla OfL HALO FISAINOLITICO OBTENIDO POR INTERACCION OF (03 3 VirQS O€ FIBNINA
Eh PRESENCIA Y AUZENCIA Ok PLASMINCGIND,(DBSERVESE LA AUSEXCIA OE NALO EN LA (NTEAACCION -
vigaina [U ¥ LA AUSENCIA Dt PLASMINOCEND),
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F1g.13. ldentificacién de dos bandas responsables de la actividad
fibrinolftica indirscta presentes en el veneno de H.h, horridum.

El go) on placa de poliacrilamida con amortiguador de tris ( Jovin

et al., 1964) contoniendo el venano golubla ( 143 ug) fue sobre-
phesto a un gel de agarosa contoniendo fibrina II (menor cantidad

de plasminédgano en @) sistema), La prosencia de dos freas fibrino
ifticas en formd horizontal, fueron comparadas con el gel tefildo -
con azul de Coomdssie R-250, encontrando dos componentes con ~
movilidades alectroforfticas muy parecidas responsables de e fibring
lisis.
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IIT.3 FRACCINAMIENTO DEL VENENO SOLUBLE.

El veneno de H. h. horridum se hizo pasar a través de una columa de Fenil-Se
farosa con el objeto de purificar una enzima con activided de fosfolipasa (Motivo
de otro trabajo del laboratorio). Para ello. el veneno crudo fue disuelto en amor-
tiguador de NaPO4 10 mM pH=6.8 y el sobrenadante se aplich a la columna, eluyerdo
con el mismo amortiguador y finalmente se hizo correr un gradiente de 200 ml de =
NaPO4 10 mM pH=6.8 vs 200 ml de NaPO, 10 mM pli= 6.8 + Etilenglicol 60%.

. la fraccifn F-I que se obtuvo a partir de la columna de Fenil-Sefarosa (Fig.
14), adem8s de que posefa todos los cumponentes presentes en el veneno soluble a
excepcifn de la fosfolipasa, posefa toda la actividad proteolitica medida con -
BAEE (camo sustrato). Ademds, se pudo camprobar que la misma fraccidn contenia -
a las enzimas responsables de las actividades procoagulante y fikrinolftica.

Por lo novedoso y por ser la primera vez que se demostraba la presencia de -
‘activador(es) de plasminfgeno en el veneno soluble, muestro interes se enfoct ha—
cia su purificacifn. Se pens5, que el activador de plasninfgeno ademds de ser una
enzima con activided de esterasa, podria tener actividad cowo tripsina, razén por
la cual se utiliz6 una columna de Benzamidina-Sefarosa (inhibidor de enzimas con ~
actividad de tripsina).

La fraccifn F-I fue aplicada a la columna de Benzamidina~Sefarosa a la que -
posteriormente se hizo correr un gradiente de fosfatos (100 ml de NaPO, 0.02 M vs
100 ml de NaPO4 0.02 M + NaCl 0.8 M pH= 7.2), seguido de una solucifn de &cido -
acético (ACOH) 75 mi 0.1 M, neutralizada con 500 pl de Tris/HCL 1.0 M (pH= 7.95)
por cada tubo. Los resultados obtenidos mostraron la presencia de actividad de -
BAEE hidrolasa a 1o largo de las fraccicnes I.3, 1.4 e I.5 (Fig.15). En la fraccifn
denaninada I.6, se observd un pico de actividad de BAEE hidrolasa correlacionado -
con el pico de absorbancia obtenido camo resultado de la aplicacidn de la solucién
de Scido acético (ACOH) 0.1 M. Posteriormente se pudo determinar que la actividad
de BAEE hidrolasa en las fraccicnes I.3, I.4 e I.5 correspordia a la enzima con pe
so molecular de 65,000 dal. p.u:ifibada por el grupo de Alagén (1982). Y por otra -
parte se observd que el pico de actividad de BAEE hidrolasa era resultado de des -
enzimas con peso molecular de 21,500 y 22,500 dal. respectivamente.
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Fig. 14 . Cramtografia por afinidad del veneno soluble de H. h. horri-
dum, en una columna de Fenil-Sefarcsa. Obteniendo 5 fracciones, dé las

: cuales la F-I fue utilizada para fines del presente trabajo. El sobrena

dante del veneno total (10 ml), fue aplicado a la columna, eluyendo con
w120 ml de NaPO4 10 mM pH=6.8 y finalmente se corrid un gradiente (G)

(200 m1 de NaPO4 10 mM pi=6.8 vs 200 ml de NaPO, 10 mM pH=6.8 + EBtilen-
glicol 60%). la fraccién F-V contiene a la Fosfolipasa (Motivo de otxo
trabajo). :
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Fig. 15 . Cramatografia par afinidad de la fraccifn F-I en una columna de
Benzamidina-Sefarosa. Obteniendo una fraccibn (I.6), la cual contiene a -

dos iscenzimas (activadores de plasninfgeno). La fraccifn F-I, fue aplica

da a la columna eluyérdose con ~100 ml de NaPOg 0.02 M (pi=7.2) (Wy), pos
teriommente se hizo correr un gradiente de fosfatos (100 ml de NaPOg 0.02
M vs 100 ml de NaPO4 0.02M + NaCi 0.8M pH=7.2) (G); seguido de una elucisn
can el mismo amortiguador (20 ml de NaPQy 0.02M + NaCl 0.8M pH=7.2) (Wj);

por Gltimo, se aplict una solucifin de 75 ml de ACCH 0.1 M (A) neutraliza-

da con 500 p1 de 1.0 M de Tris/HCl (pH=7.95) por cada tubo, y que corres-

ponde a las enzimas de ~22,500 dal. (activadores de plasminbgeno). Se ob
serva la presencia de actividad de BAEE hidrolasa a lo largo de las frac-

ciones 1.3, I.4 y 1.5, En la fraccifn 1.6 se observa un pico de actividad

de BARE-hidrolasa correlacionedo con el pico de absorbancia a Apgq nm.
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Para la determinacifn de los pesos moleculares, se hizo un carrimiento de la
fraccifin 1.6 en geles de lauril sulfato de sodio (Laenmli, 1970), canparando con
tres estirdares de peso molecular conocido ( BSA, Ovealbimina y Ribonucleasa ), -
(Fig.16.). Ia presencia de dos bandas conspicuas permitid determinar su peso mole
cular. Por otra parte, el corrimiento de la misma fraccifn (I.6) en geles de Tris
(Jovin et al., 1964) mostraron la presencia de dos bandas que pudieron ser corre-
lacionadas con agquellas cuyo peso molecular habia sido determinado.

Las barndas de la fraccifn I.6 presentaron un punto isceléctrico muy parecido
(4.6) , razbn por la cual se dificultaba sa separacifn. A pesar de esto, se hicie~
ron varias carridas intentando separarlas. Para ello, una vez aplicadd el gradien
te de fostatos, se intentd su separacifn por medio de dos pasos ( &cddo acético -
ACOH a 0.02 M y 0.05 M ) respectivamente. Tambifn, aplicando un gradiente de NaPO4
20 mM (pH=7.2) vs RCOH 80 mM, y por Gltimo aplicando un gradiente de ACOH 5 nM vs
BCOH 50 mM. En los tres casos se neutralizd con 500 pl de Tris/HC1 1.0 M pli=7.95;
los resultados obtenidos no fueron satisfactorios, razén por la cual se decidid -~
trabajar con ambas enzimas.

La fraccifin I.6 se probd en geles conteniendo filbrina 0 y IV, los resultados
cbtenidos indicaron la capacidad de una o ambas enzimas de producir filrinolisis
irdirecta a través de la activaci®n de plasminfgeno en geles de filrina 0 (Ver -
Fig.17). Recuerde que al igual que con veneno soluble, la presencia de plasminfge

no en el medio era determinante para que la actividad filrinolitica se llevara a
cabo.

Postericrmente, se cawprobd por sobreposicién de geles de tris conteniendo a
la fraccifn I.6, que ambas enzimas son activadares de plasminSgeno (Fig.18). Y de
bido a su semejanza en cuanto a peso molecular, punto isoeléctrico y por ser ambas
enzimas activadores de plasninfgeno, se les ha considerado camo iscenzimas.

Para corrchorar la pu:ésencia de activadores de plasminfgeno en el veneno de
H. h. horridum vy en la fraccifn I.6 se incluyeron nuestras conteniendo urccinasa
y calicreina en un gel de agarosa con fikrina "0". Los halos cbtenidos en los po—
zos 2 y 12 (Fig.17), son el resultado de la activacifin de plasminSgeno por uroci~
nasa en el medio, en cambio se puede cbservar que calicreina, aungue posee activi
dad de BAEE-hidrolasa, no presenta actividad filrinolftica. Los halos 5, 7, 10, -
11 y 15 corresponden al veneno soluble y los halos 3, 8 y 13 son el resultado de
lag isoenzimas presentes en la fraccitn I.6.
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Fig.18 . Determinacidn del peso molscular de s Activadores de
Plasmnindgeno, compardndolos con estdndarss de peso molecutar
conocldo (BSA, albimina de susro bovino 65,000 dal.; Ri-
bonucleasa. RNA'sa 13,500 dal. y Ovoaibdming 43,000 dal.).
Fueron - corridos en goles de polacrilamida en{i2.5%) de louy-
ril sulfato de sodic (Loemmli,i970) y tenidos cen azul

flonte do Coomassie R-250.
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Fig. 7. Comprobaclén de la presencla de activadores de plasmindégeno
en 21 veneno de H. h. horridum, al comparar con halos firbinolfticos
producidos por urokinasa an =l mismo jel ( fibrina “0" 3, S¢ indican
los pozos a los que corresponden cada una de las muestras: $,7,10,-
1} ¥ 15 correspanaan a3 los halos fibrinoclifticos producidos por el vene
no soluble; 2,3 y 13 son halos producto de las isoenzimas presentes
en la fraceidn [.5 (Ver<III.3); 2 y 12 por la presencia de urokinasa; -
4,9 y 14 jque corresponden a kalikreina no presentan actividad fibring
iftica. Perfodo de i{ncubacidn I8 h.
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Fig.l8., Comprobacién de dos isoenzimas (Activadores de plasminégeno)
presentes en el venenc de H._h, _horridum, El gel en placa de poliacrl
lamida en amortiguador de tris { Jovin et al., 1964) conteniendo a la -
_fraccibén 1.6 en todos los carriles, fue sobrepuesto a un gel de agarosa
con fibrina "0", Las isoenzimas fueron separadas y sobrepuestas en el

gel, quedando as{ demostrada su actividad fibrinolftica indirecta, El gel
sobrepuesto fue tefildo con negro de amido 0,1%.
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La ausencia de halos filrinoliticos en la muestra aplicada de la fraccidn I.6
en presencia de inhibidores tales camo: Diisopropil fluorofosfato (DIFP), inhibidor
de tripsina de soya (SBTI) y p-amincbenzamidina (P-AB) (Ver Fig.19), confirman la
suposicifn de que los activadares de plasminfgeno son enzimas protecliticas del gru
po de las proteasas de serina y de ahi que se explique ademfs su actividad de BAEE
hidrolasa. Ademés, se pudo canprobar espectrofotanétricamente, que el Diisopropil -
fluarcofosfato inhibia par campleto a los actiavdares de plasmminfgeno, para ello fue
ron empleados 50 pl de DIFP 5mM y 50 pl de la fraccifn I.6. Por otra parte, la fal
ta de inhibicifn con dcido Iodo acBtico (IMA) y con Cisteina, demostraron que no sé
trataban de proteasas de cisteinra, y lo mismo sucedid con Etilen-diamino-tetra-acé-
tico (EDTA) y 1-10 Ortofenantrolina (1-10 FT), en el caso de que se hubiera tratado
de Metalo-proteinasas.

Por Gltimo, se presenta a continmuacidn un resumen en el procedimiento que se -~
sigquid en la purificacifn de las dos iscenzimas -activedores de plasmindgeno- (Ver
Fig.20), asi cano también una tabla ( Tabla 2'), donde se muestran en farma resmni~
da las recuperaciones de actividad enzimftica obtenida a través de los distintos pa
sos cranatogrificos.

TABLA 2. RESUMEN OF LAS RECUPERACIONES DE ACTIVIDAD ENZIMATICA A TRAVES DE
LOS DISTINTOS PASOS CROMATOGRAFICOS DEL VENENO DE(Heloderma horidum horridum ).

Fraceidn  Orvigende I3 Proteina  Actividad Tolgl Actividad Espe-  Rendimiento Veces de
traccion (mg) 2 (Unjdsdes)? - ciﬁca(ulmg) puriticacion
Veneno Veneno 160.0 160.0 1.6 100.0 i
Crudo Liofilizado
F-1 Fenil-Selatase 650 786.5 o 103.% 1.6
1.6 Benyemidina~ 54 626.4 116.0 82.4 15.3
Seiavosa

2 Asumiendo qu§ 1 unidad de abhsetbancia a 280 nm es igual a Ymgjml.
& Actividad medida con BAEE como subsigato; la definicidn de unidad dpatece bajo Material vy

Méto dos,
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Fig, 19. Identificacién de los activadores de plasminSgeno como
enzimas proteclfticas del grupo de las proteasas de serina. La
ausencia del halo fibrinolftico indica que las enzimas presentes
en la fraccidn I.6 fueron inhibidas por: Ditsopropil fluorofosfato
(DIFP) pozos 6 y 11, inhibldor de tripsina de soya (SBTI) pozo 8
y P-amino-benzamidina ( P-AB) pozo 1, Se presentan también los
pozos donde no hubo inhibicién: con dcido lodo acético (IAA) po-
zod 3,5 y 10; Cistetna pozos 2 y 14; Etilen-diamino-tetra-acético
{EDTA} pozos 4 y 7; 1-10 ortofenantrolina (1-10 FT) pozo 9. Como
control, en los pozos 12 y 13 fusron aplicadas alfcuotas de la -
fraccién 1.6 en ausencia de inhibidores,
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FENIL SEFAROSA

FRACCION T OTRAS FRACCIONES

CONTENIENDO
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{KALIKREINA)} ( ACTIVADOR OE
PLASMINOGENO)

FiG20.Estrategla saguida con sl objeto de puriticar las
enzimas (activadores de plasminogeno) de! veneno de

Heloderma  horridum horridum
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DISCUSION

La presencia de una enzima en un veneno puede ser determinada en un principio
por ciertas carvacteristicas peculiares - actividades - que camparte con uno o m8s
grupos de enzimas. Posteriormente, por ensayos mis especificos, se hace posible -

llegar a identificar con mayor exactitud el grupo al que pertenece, debido al con~
junto de caracteristicas que presenta.

Las enzimas con actividad de BAEE-hidrolasa pueden denaminarse camo esterasas,
ya que su actividad estd confinada a enlaces ésteres que presentan los sustratos -
sintéticos camo el K -N-benzoil-arginina etil é&ster (BAEE). Pero existe también un
tipo de enzimas parecidas a tripsina que pertenece al grupo de las proteasas de se
rina, las cuales poseen especificidad por arginina y lisina (stroud, 1974). Todas
aquellas enzimas que sean parecidas a tripsina, poseen actividad proteolitica y -
también pueden presentar actividad esterdsica en sustratos sintéticos. En cambio -~
las esterasas al parecer no poseen actividad proteolitica.

De esta forma, los resultados cobtenide. +r el grupo de Alagdn (1982), utili-
zando una columna de Sefadex G-75, demostraron la presencia de dos picos con acti-
vidad de BAEE~hidrolasa ( Fig.6 ). Sierndo que el menor de ellos, estaba dado por -
la presencia de una enzima de peso molecular de o 65,000 dal. tratindose de una ca
licreina ( Alagbn, caminicacién personal ), pero faltaba por deteminar si la frac
cidn correspordiente al pico de mayor actividad de BAEE-hidrolasa, estaba dado por
una de las dos o ambas enzimas de peso molecular de ar 22,500 dal. presentes en di-
cha fraccidn y si esta actividad se debia a la presencia de alguna esterasa simple
mente o de alguna enzima proteolitica parecida a tripsina. Por otra parte, se pen-
s6 que en el caso de ser una enzima proteolitica, tal vez podria intervenir en el
sistema de coagulacifn sanguinea en fama procoagulante o anticoagulante ( f£ibrino
iftica ). En un principio se supuso que de ser asi, terdria que ser en faxma pro-
coagulante al actuar cawo trambina. Bajo estas suposiciones se sabia que benzamidi
na inhibe en forma campetitiva a aquellas enzimas parecidas a tripsina. La columna
de Benzamidina-Sefarosa en ese caso podria dar bhuenos resultados.
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Tomando en cuenta todo lo antericr, se procedid a la parificacién de una de -
lag enzimas, pero paralelamente al desarrollo de este trabajo se llevaba a cabo la
parificacitn de fosfolipasa presente en el mismo veneno. Por este motivo, el vene-
no se hacia correr a través de una columna de Fenil-Sefarosa ( Cramatografia por -
afinidad ), obteniéndose 5 fracciones ( Fig.14 ), de las cuales se tamd la fraccidn
F-I, encontrandose toda la actividad de BAFE hidrolasa. El hacer pasar el veneno -
par esta columna, para nada afectaba los pasos siguientes,

la fraccifn F~I, se lavaba por la columna de Benzamidina-Sefarosa { Cramato-
grafiz por afinidad ) (Ver III.3). Cono resultado de medir la actividad de BAEE hi
drolasa, se observd que existe correlacifn entre el pico de actividad esterasica 'y
el pico de absorbancia a Aggg mn, que corresponde a la fraccién I.6 ( Fig.15 ) en
la cual se encuentran contenidas las dos enzimas de peso molecular de ~ 22,500 dal.

Supcniendo en un principio, que una de las bandas o posiblemente las dos poseian -
dicha actividad.

Cano ya se ha mencionado, al caninezo ddl proceso de purificacién se pensaba
que dichas enzimas posefian actividad de trombina, y se procedid a la elaboracin -
de ensayos que candujeran a probar esta hipStesis ( Ver 1I1.6 ). Al hacer el ensayo
por difusifn radial en los dos tipos de geles: filrinSgeno y fibrina "0", se obser
v6 que nuestra hipStesis no se camprobaba y que la presencia de un halo transparen
te con actividad filrinolitica nos condujo a aceptar la hipStesis alternativa, es
decir, que una o anbas poseian actividad filrinolftica.

Con veneno soluble, se cbservh en geles de agarosa con filrinfgeno 0, que la -
formacitn de microcodgulos de f£ikrina por accifn de alguna enzima con actividad de
tranbina precedfa a la fibrinolitica ( Fig.8.1 ). Por otra parte, se considerd que
el fibrinSgeno bovino ( Sigma Co. ) podia presentar contaminantes que interviniesen
camo factores de confusifn en los resultados. Por lo anterior, se pensd que tal vez
1a presencia de plasminfgeno, aungue en concentraciones bajas, pudiese ser activado
y de ahi, que se explicara la actividad fibrinolitica en los ensayos. Esto nos con-
dujo a la purificacidn del fibrintbgeno ( Ver II.3 ).

Se pensd tambifn, que si las bandas posefian actividad de plasmina per se, al -
disninuir las cancentraciones de plasminfgeno contaminante, la actividad fibrinoli-
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tica deberia permanecer constante - si bien con ligeras variaciones - pero la desa
paricidn paulatina de dicha actividad al cambiar de fibrina "0" - "II" - "IV" ( Con

geles de poliacrilamida y por difusidn radial ), demostrd todo lo contrario ( Fig.
8.2; 9.3y 9.4; 12). )

Los resultados obtenidos dieron a conocer, que no se trataba con enzimas que -
tuviesen actividad de plasmina indeperdientemente de la presencia o ausencia de -
plasminfgeno en el medio, sino al contrario, que para que se pudieran llevar a cabo
la actividad fibrinolitica, se necesitaba de plasminfgeno y de la presencia de enzi
mas que lo activaran. Fue &sta, la primera vez que se considerd la presencia de ac-

tivader {(es) de plasminSgeno en el veneno de H. h. horridum, correspondiendo a una o
ambas bandas.

Para corroborar lo antexior, se pensb en parificar plasminfgeno hmano ( Ver -
II.4 ). suponiendo que al afiadir fracciones (10 pg/ml ) de dicho plasmindgeno, en -
geles conteniendo fibrina "II" y "IV", halos (difusidn radial) con actividad fikwi-
nolitica se presentarian camo resultado de la activacién de plasminégeno por la ac-
cidn de una o ambas bandas ( Activadores de plasnindgenc }.

Los resultados asi obtenidos, pueden ser observados en la Fig.12, donde se con
sidera que la presencia o ausencia de plasmindgeno corresponde a cada uno de los ni
veles de tratamiento de ese factor, en relacifn con los tres tipos de fibrina ( 0,

II y IV ). Quedando asi demostrada la presencia de activaderes de plasminSgeno en -
el veneno soluble.

Al parecer se trataba con dos activadores. Los resultados ( Fig.18 ), demies-
tran que en realidad las dos bandas poseen dicha actividad. Esto, junto con la simi
litud de sus pesos moleculares: 21,500 y 22,500 dal. ( Fig.l6 ) parecian supcner la
existencia de dos isoenzimas con una actividad biolSgica especifica confin.

Para corrchorar los resultados obtenidos por las diferentes muestras ( Frac-
cicnes del veneno )}, fueron incluidas dentro de los mismos geles, muestras contenien
do urocinasa, demostrando asi la presencia de activadores de plasminfgeno en el vene
no. También se incluyercn muestras de calicreina para demostrar que auncque esta Glti
ma posee actividad de BAEE hidrolasa, no posee la actividad propia de las bandas de



muestro interes. Estos ensayos se hicieron en farma cualitativa, sin embargo, pue
den llegar a determinarse cuantitativamente, ya que se ha observado una relacifn
lineal entre el difmetro de la zona de lisis y el logaritmo de la concentracifn -
de wrocinasa humana, dentro de un rango que va de 1 a 1000 U/ml. La sensibilidad
de este m&todo estl limitada a 1 U/ml de urocinasa humana.

Para que se pudiera identificar el tipo de proteasas al que corresponden las
dos bandas, se realizd un ensayo ( Ver III.3 ). De los resultados obtenidos, se -
observa que 3 de los 5 inhibidares ( DIFP, SBTI y P-AB ) diercn respuestas positi
vas ( inhibicién )}, identificando a las dos bandas cano proteasas de sexina.

Memnfs, en la Tabla 2, se puede observar que los resultados obtenidos a par-
tir del veneno total para la fraccién F-I y 1.6, fueron buenos y que en la purifi
 cacifn’'de este tipo de proteasas existe una gran similitud con el veneno de ElSpi

dos, en los cuales las enzimas puras presentan actividad especifica mayor que el
venenc total ( Chang y lee, 1963 ).

Al parecer no se habia demostrado antes la presencia de activadores de plas-
minSgeno en un veneno. Esto conduce a cuestionarse si aguellos veneno que se han
reportado contenjerndo enzimas con actividad de plasmina, se deba &sta a la accifn
directa o en forma indirecta - anfloga al veneno de H. h. horridum - a la presen-
cia de activadares de plasminfgeno.

Por otra parte, podria pensarse que la accidn del veneno depende del sitio -
donde fuera inflingida la mordedura, y deperdierdo de &sto, se podria entender co
mo lo hace Bogert y Martin del Campo (1956), que la respuesta no es predecible a
menos de que se tane en cuenta el desarrollo sistémico que sigue a una mordedura.
Por una parte la accidn directa del veneno en contacto con un vaso principal, per
mitirfa que aquélla enzima con actividad de trombina precidiera a la actividad del
activadar de plasminfigeno, produciendo al final de cuentas una filrinopenia camo
en los datos observados por Rosenfeld (1964), para el veneno de las serpientes -
pertenecientes al género Bothrops y por otra, la presencia del activadar de plas-
minBgeno permitiria la difusifn de otros campuestos y que la hemarragia que en al
qunos casos se presenta, fuera explicada por la presencia paulatina de plasmina.-
En &sta forma empieza a haber una explicacisn para algunos de los sintamas que se
presentan a partir de una mordedura y que antericrmente no se podia entender.
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Esto podria estar relacicnado can los reportes de algunos de los efectos de -
mordeduras de serpientes en donde se muestra que los efectos principales en las -~
victimas eran: sangre incoagulable y a pesar de esto no sangraba macho (Reid, 1963)
y que el filrinfgeno cano tal, por lo general se extinguia por coagulacidn y esta-
ba asociado con fibrinolisis (Reid et al., 1963 a y b).

Reich (1978), menciocna cue no existe ninguna evidencia a favor o en contra so
bre si el plasninfgeno participa en la fisiologia de la filrinolisis. Los resulta-
dos en este trabajo, demuestran que in vitro, tanto el plasmin&geno cano su activa
dor realmente participan en la f£ilrinolisis.

Por Gltimo, el activador de plasnin®geno es sintetizado por la mayoria de los
tejidos en vertebrados y parece ser un mecanismo general para la produccién de pro
tedlisis extracelular. Tasas elevadas de secrecidn de esta enzima son cbservadas -
en asociacidn con procescs que requieren proteblisis en un microambiente local. Es
tos incluyen remodelacidn del tejido y migracidn celular en funcidn de tejido nor-
mal, tales cano el desarrollo emhkricnario, ovulacifn, implantacién de blastocisto
e inflamacifn, en los cuales la sintesis del activadar de plasminfgeno es transito
ria y requlada. La sintesis de esta enzima en cBlulas necplisicas parece ser cons-
titutivo y permanente. Por tcdo &sto, no es de extrafiarse que el activador de plas
minfgeno se presente en el veneno de Heloderma horridum horridum y quizd también -
se presente en las otras dos subespecies: H. h. exasperatum y H. h. alvarezi con -
antericoridad se habfa observado, que los venenos de serpientes posefan actividad -
anticoagulante (fibrinolitica) debida quizd a un cdnpuesto capaz de activar al plag
minSgeno, pero esto no pudo ser demostrado (MacKay et al., 1970; Rosenfeld, 1964).

Con &sto, el activador de plasminégeno no solo adquiere la funcifn remcdela-
dora de tejidos y de migraci®dn celular, sino también un mecanismo que permita la
difusifn de canpuestos y activacifn de una proenzima (plasmin&geno), en el mecanis
mo de coagulacifin sanguinea, camo resultado de su introduccifn, al estar presente
en el veneno de Helocdemma horridum horridum.

Los venenos cauparten caracteristicas entre si, debidas a la presencia de can-
puestos que con cierta similitud desempefian actividades semejantes. La presencia de
estos cavpuestos y sus modif icaciones no pueden ser aisladas de un medio qué estd —
subordinado a diferentes niveles cualitativos. Par tanto, siempre se hace necesario
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crear ideas que conduzcan a un mayor entendimiento de los fenfmenos naturales. En
este caso pensariamos que, no solamente se trata de purificar un campuesto y cbte
ner informacitn de sus propiedades. También se deberia tratar de entender el parcue
se encuentra ahi. Con ese objete, deberiamos trascender y encontrarnos con el orga~
nisno que contiene al canpuesto en cuestidn, y tratar de entender que el mismo, se
encuentra camo resultado de la interaccitn con diferentes niveles cualitativos, y -
que sus propiedades le han permitido manifestarse contimiamente con variaciones, pe
ro sin limitaciones de tiempo. Su presencia y la fluctuacifn de sus concentraciones
se podria pensar que responde a la interaccifn en todos niveles: gléndula, organis-
mo, clima, predador, presa, denscdependencia del predador, presa y de la misma pobla
cidn, etc..; y por tanto, dicho compuesto no es inmmutable, ni constante en cuanto a

su concentracifn y nos permite - cano ya se dijo antes - un mayor entendimiento de -
los fenfmenos naturales. )
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CONCLUSIONES

El vepeno de Heloderma horridum horridum, posee actividad coagulante y fibrino
1litica.

aunque el tftulo de esta tesis menciona que se trata de las actividades coagu
lantes y anticoagulantes, &sta Gltima se debe a la actividad fikrinolitica pre
sente en el veneno de H. h. borridum.

La actividad coagulante estd dada por una enzima de peso molecular de 65,000
dal. pero no fue identificada.

La actividad fibrinolitica, est& dada por dos isoenzimas de peso molecular de -
~ 22,500 dal. las cuales convierten el plasminfgeno en su fama activa —plasni-
na- por lo cue se les ha denamninado Activadores de Plasmindgeno, v su presencia
en un veneno, es demostrada por primera vez en este trabajo.

La presencia de los activadores de plasminfgeno, demiestra que si existe una -
evidencia directa in vitro, del plasminfgenc en la fisiologla de la fibrinolisis,

1os resultados obtenidos en este trabajo sugieren qua la presencia de activadores
de plasminfgeno en un veneno, forma parte del proceso que permite la difusitn de
otros carponentes del veneno que actfian a nivel sisté&mico.

Por dltimo, que el procedimiento cramatogr&fico seguido para la purifiacitn de -
los activadores de plasminSgeno, di6 buenos resultados.
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