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" ACTIVlDJ\DES COAGU.LllNI.'ES Y ANTICOA.GULANrES ( FIBRrnOLlTICl\S ) DE PROI'EINMAS 
EN EL VENENO DE Helodf".rma horridum horridum, Wiegrr.ann, 1829 ( HelOOermatidae 
MCNSTRUO DE CUENTJ>i>--;;---

RESUMEN: 

Dos isoenzimas con actividad fibrinol:í.tica in:lirect.a fueron aisl.Was del -
veneno de Helaienna horridum horr:idum. Las isoenz.imas, de peso molecular de a­
proicimadamente 22';"5"00 dal.c01wierten el plasnin6;eno en su forma activa - plas­
mina - por lo que se les ha denaninado cano activadores de plasnin6geno. La prf:? 
sencia de los activadores de plasnin6geno presentes en un veneno es demostrada -
por primera vez, al observar y canprobar la activ:ldad f.ibrinol1tica in:lirecta -
en geles de agarosa contenien:io fibrina con diferentes concentraciones de plas­
~eno. La ausencia de halos de fibri.nOlisis en estos geles, en ausencia de -
plasrn:ln(;geno, pei:miti6 identificar di.Chas isoenz:imas. 

Ensayos con .inhibidores, pennitieron identifi.cc.r a los activédores cana en 
zirnas proteol1ticas del grupo de las proteasas de ser:ina.. 

La p.lrificaci6n de las isoenzimas fue llevada a cabo en una coll.JITna de Ben 
zamidina-Sefarosa ( Cranatograf:!a por afinidad ) • Para 1.o cual se utiliZ6 una = 
frao::i6n (F-I) proveniente de una columna de Fenil-sefarosa, doOO.e se hizo co­
rrer el veneno crudo de!!.· !!· horridum. 

IDs resultados obtenidos demostraron que el veneno, además de la actividad 
fibr:i.nol1tica, posee actividad coagulante y la enz.ma responsable de esta acti­
vidad posee un peso aprOK:irnado de 65,000 dal., pero no fue identificada. 

En virtud de los resultados obtenidos in vitre, se sugiere que el activa­
dor de plasnin~eno realmente interviene enel-¡;irOCeso de fibr:i.nolisis y que su 
presencia en un veneno forma parte ~el proceso que pennite la difusi6n de otros 
canponentes del veneno que actilan a nivel sistl!3nieo. Al. parecer, el activédor -
de plasnin6geno es sintetizado por las cél.ulas en la rna.yor1a de los tejidos de 
vertebrados y parece ser un mecanisro general para la producci6n de prote6lisis 
extracelular localizada en condiciones no:crnales y pa.tol.~ieas. 
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GLOSARIO 

Para un mayar ente.TXi:imiento, se presenta a continUaci6n algunos 
de los témúnos 1111is utilizados, su significado y localización: 

ENZIMAS: 

Protranbina. 

Tranbina. 

Activa:Iar de 
Pla#ñiñ§eno. 

Plasnina. 

Urcx:::inasa. 

SUSTRATOS: 

IWE. 

BTEE, 

BEN:'l'1\lOS: 

Z:imógeno de Tranb:ina. (I.l.a.) 

Enz:irna proteolítica activa, que actíía a nivel del 
fibrin6geno, 'convirti€lrrlolo en monáneros de fibri 
na. (I.l.a.) -

Enz:ima proteolítica que convierte a su z:imó;Jeno -
(Plasnin6;¡eno), en su frn:ma activa - Plasnina -
(I.2) 

Forma activa del plasnil'ló;:¡eno. (I.2) 

Enz.ima p.coteol1tica (J\ctivador de plasnin6geno) ,­
que transfc:o:rna al plasn:ln5geno en su foi:ma activa 
- Plasnina - (I.2) 

°'-N-Benzoil-L-Arginina etil éster. sustrato sin­
tt:tico utilizado para medir activida:l esterásica. 
(II. 7) 

o<-N-Benzoil-L-Tiros:ina etil ~ster. sustrato sin­
tético utiliZa:lo para medir activ:ida:l de esterasa. 
(Anteca:lentes) • 

ol-N-Benzoil-L-Arginina P-nitroanil:ida. sustrato -
sintético para maiir activ:idad proteol1tica. (II.8) 

1\C:ido a::ét:Lco. Utilizad.o en la columna de Benzami­
clina-sefarosa. (Ver III.3). 



iii 

ANTECEDENTES 

los venenos encontrados en ciertos organisros han sido objeto de estudio por 

muchos investigadores. AL principio eran tanados en cuenta solamente desde el punto 
de vista mMico, pero paulatinamente su .importancia ha ido cambiando debido a las -

caracterfoticas de sus ccmponentes, ya que su constituci6n es relativamente simple 

cat\'f?arada con otros canpuestos de origen biol6gico, a.Cl.emás de que constituy<>...n una -

de las fuentes oos ricas de enz:lmas con actividades específicas que actúan sobre -

sustancias, al intervenir en ciertas reacciones metab5licas y en tejidos que son -

clave dentro del organisrro. 

El ritnP con que aumentan dichos estudios es sorprendente y en nuestro país, -

existe una gran diversidad ?-e reptiles que son fuente de estos venenos. Sin enb:u::go 

la toxinolog1a se ha dedicado más a la caracterización de las activiades específi­

cas de los veIJe."10s de serpientes, dejando resagados los estudios que p.xlieran hac~ 

se para la familia Helcx:lennatidae. 

"El Monstruo de cuentas" ( Helodemia horridum horridum, Wiegmann, 1829)perte­

nece al orden Squamata (al igual que las serpientes) y a la familia Helodez:matidae. 

Actualmente se conocen solamente dos especies de Helodei:ma: Helcx:leuna horridum que 

c:x::mprende a su vez tres subespecies, !!: horridun horridum; !:!: h::>rridum alvarezi y 

!!: horridum exaspe;atum, las cuales son endé'nicas de las zonas §ridas a lo largo -

del Pacífico mexicano, y canparten este habitat con la otra especie, Heloderma ~­

~, constituida por dos subespecies !!: suspec:tun suspectum y !!· su~um ~­
tum distribuidas en el estado de Arizona (E.U.A.) y en el desierto de Sonora, ~co. 

Se cons:!dera a los organisrros que constituyen estas especies caro organisrros pancr§_ 
nicos o relictos y se tienen registros f6siles rel..::.cionados con !.!: suspectum, iden­

tificap.os en los dep6sitos del Oligoceno en el condado de I.ogan, al noreste de Co12_ 

rada y también del cordada de Morril en Nebraska, oonocido cano Helcdenna rnatthewi 

(~ssell y Bogert, 1981). 

U:ls helodennas poseen dientes canicu.lados y un par de gl.§ndulas localizadas a -

cada lado de la mand11:ula inferior, en contraste con las gl:mdulas de las serpientes 

las cuales sa localizan en la mand1b.tla superior. Estas estructuras son s:ímilares en 

todas las especies y sul:lespecies de Helcdex:rna, aunque el sistana en la conducci6n -

del veneno se considera más primitivo que el .encontrado en las serpientes, el miSTO 
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resulta ser muy efectivo y se ha observado que es utilizado ¡;:ar los helcrler:mas cano 

un mecani.sloo de defensa y no juega un papel importante en la obtención de alimento. 

Trabajos llevados a calx> ¡x:>r SUmichrast mencionado por Loeb (1913) han r~ 

do algunos efe::!tos fisiológicos del veneno de estos reptiles. Otros (Tinkham, 1956; 

Bogert y Mart:in del Campo, 1956; Tu, 1977; Mebs y Raudonat, 1966; Tu y Murdock, 1967 

Styblova y Kornalik, 1967) han publicado una caracterización bioqullnica del veneno 

en general, de la especie!!.· suspectum. Mebs (1972) han reportado para la misma es­

pecie, el aislamiento de una enzima que dispara el siste:na en la generación de cini:_ 

nas, as1 caro tambifu el de una BAEE-hidrolasa. Actividades de fosfolipasa A, hia­

luronidasa, 8AEE y BTEE hidrolasa han sido reportadas del veneno de las subespecies 

!!· !!· horridum y !!.· !2· alvarezi así cerro telnbién la purificaci6n de N-Benzoil-L-Argi:_ 

nina etil estre-hidro!asa (Bl\EE) para !!· .!_!. h:Jrridum (Alag6n et al. , 1982) . 

ourante los últ:i.m:Js años, los grupos de Alag6n y Possani se han dedicado al· e~ 

tooio de las actividades especificas de las enzimas que forman parte del veneno de 

H. horridum lorridum, algunas de las cuales ya han sido mencionadas. 

Caro parte de los resultados del presente trabajo, se reporta la metodología -

utilizada para la p.irificaci6n a haoogeneidad y con altos rendimientos de dos iso­

enzimas con pesos rroleculares de 21, 500 y 22,500 dal., con actividad de BAEE-hidro­

lasa, las cuales poseen actividad fihrinolitica al activar el plasnin6geno. 

Se sabe que muchos venenos poseen enzimas con actividades específicas que pro­

ducen sus efectos en el sistalla de coagulación sangu:inea, acelerand.o o retardando -

el proceso. La presencia de estas enzimas detetminan que los venenos sean caracteri 

zados cano procoagulantes o anticoagulantes (fibrinolíticos). 

El veneno de !!.· !l· horridum presenta ambas actividades, siendo identificadas -

dos enzimas responsables de la actividad fihrinolítica (anticoagulante), al activar 

al pla.s:ninOgeno convirtiendo a esta proenzirna en su fo:r:rna activa (plasmina) • Si bien 

en el presente trabajo se danuestra la existencia de activa.dores de plsninógeno en 

el veneno de !!.· !!· liorr:!dum, son pocos los trabajos dorrle se considera la p:isible -

presencia de dichos activadores, entre los cuales se encuentran venenos del género 

Bothrops (Rosenfeld, J.964) y el veneno de Bitis nasicornis (Mac.Kay et al., 1970). 

La fomia cx:m:> éstos acttian activarrlo el pla.em:ln6geno, se veril iras adelante. 
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Se Silbe que el activador de plas:n:!négeno es sintetizado por la mayor1a de los 

tejidos en vertebl:ados y parece ser u.n mecanismo general ¡;ara la prcducci6n de pr9_ 

teólisis extracelular localiza:la, en conUcones normales y patolegicas {Re:lch, 1978) 

En con:'iiciones normales dicho activador a:tií.a en los procesos de rancrlelación del 

tejido y en la migración celular, tales cano el desarrollo anbrionario, ovulación, 

.tmplantación de blastacistos e inflamación. En estos procesos la sintesis del acti­

vador de plasninógeno es transitoria y regulada. En con:liciones patol6gicas, la s~ 

tesis de esta enz:ima po:c células neoplásicas, parece ser constitutivo y permanente. 

Todo esto pe...•uüte suponer que la presencia del activador de plas:nin6;eno en venenos 

forma parte del proceso que ¡;errnite la difusión de otros canp:>nentes del veneno que 

actt1an a nivel sístfuúco. 

Debido a que el mecanis:no de coagulación sangu1nea es muy canpl.icado, ser1a ne 

cesario enten:ler el proceso para la formación de un coágulo, antes de considerar 

los efectos coagulantes y anticoagulantes {fibrinolíticos) de las enzimas del vene­

no de !:!· !!· harr:idum. Por esta razón, se ha dedicado un capítu.lo donde se explica -

en fonna resumida los mecanisnos de coagulaci.5n y fibrinolisis noi:rnales. 1\dei&, se 

hace una revisi6n de los pre.cesas nc:n:ma.ies y patol6gicos donde se ha visto que el -

activador de plasnin6;¡eno ju~a un papel :únportante. Posteriormente se presenta una 

revisión sobre los trabajos e><perimentales que se han hecho con venenos de serpien­

tes en relaci6n con su actividad procoagulante y/o anticoagulante {fibrinol1tica) ,­

tc:mardo especial aterción en aquellos trabajos donde hubiera in:li.cios relacionados 

con la presencia del activador de plasn:!n6geno 
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INTRODUCCION 

I .1 COAGIJI.,..ll,CION 51\NGU:rnEA. 

la for:mación de un c~lo deperrle de una serie de transformaciones donde ,cin­

tervienen mlis de 14 ¡;¡rote:inas diferentes, en lo que ¡;lle:ie denaninarse una activa­

ción en serie de z:ünó:Jenos. En esta cascada enzimática, la forma activa de un fac­

tor cataliZa la activación del siguiente. Y se sabe, que pequeñas cantidades de -

los factores iniciales son necesarios debido a la naturaleza amplifica:iora del pr~ 

ceso de activación. 

la sangre presenta ccrnponentes que se disparan dardo lugar a la formación de 

un coágulo en el manento de ser transferida a una superficie anormal, debido a és­

to, se considera que existe una v1a de coagulaci6n intrinseca. También, la coagul!:_ 

ci6n se lleva a cabo al ser añadidos canponentes no pertenecientes al pla3!la, a e.§_ 

ta v1a, se le conoce cano extr1nseca. La interao::::ión de ambas vías =nverge en una 

en cam1n, que resulta en la proiucci6n del coogulo de fibrina. 

Los can¡;onentes en la coagulación sangu1nea, a menudo son referidos por sus -

nanbres canunes, pero es costumbre tambiéi utilizar una denaninación numérica p¿u:a 

las formas precursoras de estos factores. El ntlinero ranano representa el orden en 

que su eitistencia fue reconocida, y tdias aquellas enz:irnas activas son denotadas -

por un subscrito "a". Para ambas v!as (intrfuseca y extr'.inseca) los canp:mentes -

prote1n:i.cos del sistema incluyen a zim6genos por una parte (Factores II, VII, IX, 

X, XI, XII y XIII); prote1nas reguladoras relacionaias con la activaci6n (Factores 

no proteol1ti.Cos, ca:i:io: Factor 7 y VIII) y Factores no pc-oteinicos, cerno: Trcrnbo­

plastina o (Factor III). En general, las prote1nas re:JUla:loras de la activaci6n r!:. 

quiere1.1 de la participación de fosfol1pidos y de iones ca++ ( Ver Fig .1 ) • 

ws factores de coagulación, p;lrl::i.cularrnente los zimógenos son ricos en carh2. 

hidratos, y éstos, parecen jugar. un papel nru.y :Importante en su estabilida:i en el -

plasna Cireulante. 
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El Factor no-protefuico tisular (Trcml:oplastina III) inicia la v1a extr!nseca. 

SU actividad tranboplast!nica es funci6n del tipo de tejido y del organiS'llO del 

cual provenga. Este Factor, en uni5n con el Factor VII y de iones Ca+I-, inicia la 

coagulac.16n activanio al Factor X. 

El Factor XII (Fact:C;>r de Haganan), es una proenzima que una vez activa, inicia 

el proceso de coagulaci6n, de fil:lrinolisis y del siste:na de generac16n de cininas, 

requiriendo de precalicreina y de cin:i.n6genos de alto peso m:>lecu.lar. 

El Factor XI es una glucoprote1na del plasma, que participa en las primeras 

etapas de la v1a intr!nseca. su proceso de activaci6n no se conoce, pero una vez 
activado y en presencia de iones calcio, actGa convirtiendo al Factor IX en. su for­

ma activa (Día) • El Factor !X es conocido canurarente cano el Factor de Christmas y 



aquellas personas que cara::en de éste, s-..ifren de la enfei:medad conocida cano Heno­

filia B. 

La p:¡.rte :intermedia de la v:í.a de coagulación :i..-i.trfoseca, se refiere a la in­

teraccif:n entre los Factores IXa, el Pactar VIII (Factor antihe:nofilico), de cal­

cio y fosfollpidos. Canponentes cuya interacción conduce a la activaci6n del Fac­

tor X (Factor de Stuart) , a su forma activa, tal y cano se demuestra a continua­

ción: 

FACTOR IXo + FACTOR VIII - Ca2 + - FOSFOLIPIOOS 

FACTOR X FACTOR Xa 

3 

El Factor X, es una glucoprote1na nue .iuO""n el ra~l central en la coagula­

ción de la sangre. Está presente en fon:ia úe =:.imógeno en el pla&na nonnal, pero -

se encuentra inactivo en pacientes que presentan la enferme1ad de Stuart. Su im~ 

tancia radiea en ser el ¡;unto de unión de la v1a extr:tnseca e intr1nseca (Ver Fig. 

1 ) • Se sabe que el Factor xa, activa al Factor VII en la v1a extr1nseca y mcrlifi­

ca al Facto.r VIII aumentando el efecto del misno en la v'i.a ·:intr:l'..nseca (Fig .1) ; pe­

ro lo más importante es que el misno Factor Xa, en uni6n con el Factor V, de ea++ 
y fosfo11pidos, activa a la prot;:anbina, caro se ve a continuaci6n: 

FACTOR V 
+ 

FOSFOLIPIDOS 
+ 

FACJOR Xo / TROMBINA 

co2 + / · 

PROTROMBINA 

FIBRINOG ENO 

l 
FIBRINA 

Ia coagulación sangu1nea p.iooe ser vista cano un sistana cibernético, el -

C1Ull ha s;,do dividido en tres eventos b§.s:icos: 

1) Foxrnaci6n de Autotranbina C (Factor xa) • 

2) Formación de Tranb:!.na. 

3) Fomiación de Fibrina. 

La parte rotis caracteriza:la en el proceso de coagulaci6n, es la conversi6n de 

fibrinllgeno en fibrina por acci6n de la enzima proteoUtic:a tronbina. El fibri.n6geno 



h.....-nano presenta una longitud ".3.e 460 Aº y un peso molecular de 340,000 dal. Está -

costitu1do por 3 pares de cadenas polipet1dicas: Ao<. , B p y l (dos de cada una) • 

El fibrin6;¡eno es una macranolá.-ula altamente soluble que por acción de la tranb.!_ 

na se convierte en un rnonánero insoluble. Para ello, la trClilbina ranpe cuatro en­

laces pept1dicos ( arg-gli ) , dar:rlo lugar a la lil::eraci6n de cuatro ~ptidos del 

fibr:l.nógeno original. Estos p€!ptidos Corresponden a cada una de las cadenas e( y p 
p:lt" lo tanto se lil:eran 2 p€!tidos "A" de 18 residuos de omil1oácidos de cada una -

de las cadenas o( , y dos p€!ptidos "B" de 20 residuos de aminoácidos de cada una 

de las cadenas p ·. Sin embargo, se sabe que ning{ln téPtido es removido de las ca­

denas l (Blanback y Y~, 1958). Los 4 p€!ptidos liberados (2 A y 2B), se C2_ 

nocen cano fi.brinopéptidos y la mol~la de fibrin6geno que carece de ellos, se -

1e conoce cano monfuiero de fibrina. El monernero de fibrina, está constitu1do por 

el 97% de los residuos de aminoácidos del fibrinógeno original y presenta una es­

tructura (e( f3 '( ) 2• El paso de fibrin6geno a fibrina por acci6n de tranbina se :. 

observa esquanáticarnente cano sigue: 

(":; ·11 )1+ 2A + 28 

(A e( ·B.B . ~ )2. __ r_R_o_M_a_1N_A ____ l 
[<cr: .,a ·n2 Jn 

monómeros de fibrina 

4 

los momxneros de fibrina as1 fotrnados, presentan ah:>ra, una menor solubilidad 

y tienden~ a asociarse para formar fibrina. 

¿ Por qué estos rron6neros tienden a agre;rarse, rnientrus que las mol&:ulas de -

fibr.in6geno pei:manecen en soluci6n ? 

Al parecer los fibrino~ptidos de tedas las especies de vertebrados estudiados 

hasta la fecha, poseen una carga neta ne;rativa. Los residuos de aspartato y ·glu~ 

to, se encuentran en abm:iancia y un derivado de tirosina cargado negativamente de­

nan.inado tirosina-o-sulfato, es eno:mt:rado en el fibrino~ptido B. La presencia de 

éstos y otros grup:>s cargados en fonna negativa, probablanente mantienen a las mo-
1.&:ulas de fril:lrin6geno separadas. Al ser retirados los fibrino¡4¡tidos, los rnon6-

meros de fibrina presentan un patrOn superficial cargado diferentenente, dando lu-



gar a una agregaci6n específica. El coágulo que se frn::ma, al principio es frágil 

pero canienza a estabilizarse mediante la formaci6n de enlaces CO\Talentes entre -

monáneros adyacentes. Tales uniones se establecen gracias a la acción de una enz.:!:_ 

ma denani.na:la fibrinoligasa o Factor XIIIa, que a su vez se activa por la libera­

ción de un pépt:ido (catalizada por la tranbina) a partir de un precursor ex:i.sten­

te en el plasna. La enzima una vez activa, une monáneros vecinos en el pol:imero -

de fibrina grac:i.as a la fonnaci6n de un enlace pept1dico entre la glutamina y la 

lisina de cada uno de los monóne:ros, cano puede observGirse a continuación: 
() 

11 .¡.. 
FIBRINA- CHz-CH2-C-NH2+ NH3 -CHz -CH2 -CH2 -CHzFISRINA l F IBRINOUGASA {F. Xlllo) 

~ 
FIBRINA-CH2 -CH2-C-~ - CH2 -CH 2 -CH 2 -CH2FIBRINA+NH4+ 

H 

La tasa de fonnaci.6n de fillrina es dependiente de pH, de la fuerza i6nica del 

medio, de la concentración de fibrinó;¡eno, de trcrnbina, iones de calcio, tempera~ 

ra y otras variables (Seegers y Srnith, 1942). Tooos .éstos, a excep:::i6n de tranbina 

son mantenidos nás o menos constantes en un anbiente fisiol6gico, siendo la conc~ 

traci6n de tranbina, el determ:inante en la tasa de fonnaci6n de fibrina. 

La fibrina formada art.ifi.ci.almente por coagulación de fibr:inógeno puro con -

tranbina pura, presenta caract.er1sticas que lo distingllen de uno natural (Robb:ins, 

1944) • Ia propiedad más :impor'""--ante de los sistanas p.i.rificados (Fibrina-Sl es su -

solubilidad en urea, e :Ulsoluble para fibrina de coágulos naturales (Fibrina-!). -

La comrersi6n de Fibr:ina-S a Fibrina-!, se lleva a cabo, debido al enlace fotmado 

p:>r el Factor XIIIa (Laki.. y I.orand, 1948). La cual funciona caro resultado de la 

a=i6n proteolitica de trcrnbi.na a su founa activa: Transarn:idasa o Factor XIIIa~ 
cano se observa: 

FACTOR XIII 

T~OMBINA 

F...l\C'TOR Xllla 

[(A;S•1/)2Jn ---"·---+[(4:,B·h'>2Jri -tNHa 

5 



Debido a su especific;!dad por enlaces de arg-lis, la tranb:!na sugiere un gran 

parecido con trips:!na, enzima descubierta por Ki.!hne (Leicester, 1975). Todo parce 

indicarlo, atln cuando se canparan sus secuencias de residuos de aminoácidos. La ca 

dena B es muy s:í:milar en secuencia con tripsina, qu:lm.:iotripsina y elastasa. 

I.1.a. FORMACICN DE TRCMBINA. 

La Il'Ol@cula de protranbina (Factor II), constituye la proenz:i.rna en mayor con­

centración en la sangre (0.07 - 0.1 m;r/inll. Está constitu1da por una sol~ cadena -

f'Olipept1diea (73, 000 él.al. l mientras que la tranb:!na es una estruCtura de menor ~ 

so rrolecular y fmmada por dos cadenas unidas por un puente disulfuro. 

Por muchos años se hab1a pensado que en la formaci6n de tranbina, los fragm~ 

tos que resultan en la activación de protranbina a tranb~ eran degradados. Sin -

anbargo, ült:imamente se ha encontrado las funciones de los restos de la protranbi­

na, los cuales durante la C'OI1Vet'si.6n a trc:rnbina actGan cerno activadores (Esnon et 

al., 1974) o inh.ibidores (Seegers et al., 1974). Durante la activaci.6n existe una 

serie de eventos oanplejos que resultan en la plfu:dida del 42% de la proenzima en -
profragmentos. 

6 

El profragmento 1 es rellOIT:iC.o por tranbina, darño lugar a la foi::maci6n de pr~ 

tranbina 1 (Ver Fig. 2 ) por lo tanto, el profragmento 1 actúa cano un activador, -

acelerardo o retardando el proceso ya que funciona ex:actamente igual separado de 

la protranbina, que unido a €!sta. Posterioonente interviene el Factor Xa (Autotr~ 

bina C) ranovien:lo el profragmento 2 (Fig.2). En un nanento dr..do las condiciones 

pueden ser establecidas de tal fonna que la autotrcrnbina C renueva el fragmento 1 

y 2 directamente, dando lugar a la pretranbina 2, y ~ste puede ser uno de los e­

ventos principales en la fox:maci6n natural de tranbina. La pretranbina 2 es una -

cadena con una ccmposiciOn de residuos de aminoti.cidos y un peso molecular (38; 000 

dal.) igual a tranbina, perci ésta se encuentra inactiva. Para su activaci6n, el -

Factor Xa ranpe un enlace pept1dico (tre-ile) entre los residuos 49 y SO de ¡:re­

tranb:ína 2. A pesar de esto, el residuo 49 pemanece unido a la cadena más larga -

por un puente disulfuro (Fig. 2) • Esta es la tranb.ina clásica CO."l actividad de es­

terasa y coagulante, la cual fue cristalizada por primera vez en el año de 1972 -

(Tsernoglou et al. , 1972) • 



Protrombina 
l 2 ............... . . i . . . • 

Ala ll l l l l l l l ll 11111111 

Pretrombina l ~Ser 

Pretrombina 2 Trel~ ~Ser 
s-s . 

Ile 

Tromblna ~~~-s~s" 
/3-Trombina Tre~ l.~Ser 

~s-s 

Fig. 2 • Ia. mol6::ula de protranbina se representa cano una sola cadena 
polipeptfdil::a, dividida en profragmento 1, profragrnento 2 y los se;imen 
tos A, Bl y B2. Cano se muestra, la longitud de cada uno de los se;¡rneñ 
tos es proporcional a su peso molecular. La protranbina tiene un peso -
m:ilecular de -73,000 dal. y la tranbina de N38,000 dal. El Factor Xa 
ranpe los enlaces de tre-ile de pretranbina 2, proiucierdo la tranb:l.na 
cl&s:íaa. Por autolisis, la tranb:Uia E Cp tranbina) se forma ¡;or la ~ 
d:!da del fragmento Bl de la cadena y posee solamente actividad esterá':' 
s:lca. ( Tanado de: see;ers y Andary, 1974 ) • 

7 



8 

:--------.. ·-··--: ' 

PROTROMBINA @f#@W.z%1%:i,JQ?i!::lfü$'ft'$@$!¡;;@J\:1$t~ 
3 4 IS 

. FACTOR lZlI 
: ...................... -......... : 

r;;e ., <<··/·i##EM:::mllíiZ!'l& 
1 z 3 

, ..................................... _ 
FACTOR Dt t>l, ·~;: ;:,;?~1&w:tttt:"\·1·:.+#;.;:f?tta 

l z 3 4 

FACTOR% 
1 z 3 4 

............................. _ ........... , . 
FACTOR :zt 

l : ..................... : z 
··-·--.. 

FACTOR :rJt (.._-... , ..... ,_._ ... ....._ ___ ...,,.-·.· -··:..· .. ,_._._. /_,_.: ...... ,..t..,'21:_+_ri..,···-· .... , \.,.:: ... ~;..,-j:"';{..,:@J ... 
1 2. 

..................................................... _ ... _ ........ . 
PREKAl..IKREINA r:¡---.. ~ ......... ".":·.<"'·'~ .. ---:-·----,......,·-··"'· fi""C""'''"'· . .., .... ~ •. """· ~.-..... • ....... c:~ ..... z_.,.;;:~1z-m 

1 z 
:····· -··-··--···-·: ~ 

Pt.ASMINOGENO l._·-· _ _......_ __ ....__..._ ______ --:,,..· _r; .. :; ... : ... ::._._:;;...,)..,.:_:.,.• ... :;;:._?I 
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Fig. 3 • Esquerra sobre las estructura de zim6genos de proteasas de la coagula­
ci6n. Cada zim6geno p.J.e:le ser dividido en una re:ri6n carlxlxiterminal de ,,.,, 250 
residuos de anino~cidos, que contienen a los residuos del sitio activo (En ne­
gro) ¡ y una re:ri6n amino-terminal (Zona cruzala.) , la cual varía de 150 a 582 -
residuos de amin00cidos. La presencia de esta tlltima, dist:ingUe a los zim6ge­
nos de la coagulaci6n de aquellos del páncreas. En las 4 prote!nas K-depenl.ien 
tes (Protranbina, VII, IX y X) la parte amino-terminal es hanóloga. El Factar­
XI, parece ser excep:::ional entre los zimógenos ya cpe aparentemente se trata -
de un dlmero con dos cadenas unidas por p.J.entes disulfuro, cada una de las cu~ 
les se ajusta al mo:l.elo en forma irdependiente. Las 11.neas p.imteadas represen­
tan los enlaces di sulfuro. Ias flechas (A) el sitio activo "serina". Los can­
ponentes individuales y la designaci6n canunnente utiliza:la por el canité en -
Tranbosis y Hemostasis para describir varios de los canponentes cerno lo ,inliean 
los rdlmeros bajo los diagramas: Protranbina: 1 y 2, protranb.:Lru:1 fragmento 1: 3 
fragmento 2; 4 cadena A de tranbina1 5, la cadena B de tranbina. Factor VII: 1 
y 2, cadena ligera de VIIai 3 la ca:lena pesada de VIIa. Factor IX: l y 2 cadena 
ligera y 4 cade."l.!'I pesa:la de IXa; 3 péptido de activaci6n. Factor X: 1 y 2, cad~ 
na l.igera,4 pesada y 3 ~ido de activaci6n. Factor XI: 1 las cadenas pesadas 
2, las cadenas ligeras. Prekalikreina: 1, la pesada¡2, la ligera. Plasnin6geno: 
1 fragmento; 1.2 péptido de preactivaci6n; 2 de la cadena pesada de plasn.ina: 3 
la cadena l.igera de pla:nina. ( Tana:io de: Jackson y Nenerson, 1980 ) • 
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e.ano el proceso de a.ctivac i6n de protraubina a trcmbin"1 es de&'<md.iente de la 

vitan:Jna K, en su auseiicia solo se pro::lucirán protrcrnbinas incc.-npleta:;. Por otra 

r..arte, la tronbina sufre autclisis en un medio alcalino y este pro:::eso está asoci~ 

do con un ranpimiento y pérdida de 73 residuos de aminoácidos correspon::lientes a -

la cadena Bl (Ver Fi.g.2), mientras que la ca:iena B2 i:ermanece un:ida a la cadena A 

por el ¡;uente disulfuro. Despiés de la autolisis, la tranbina no posee actividad -

coagulante pero la de esterasa se conserva. Olan:lo sólo se presenta esta actividad, 

se le concce cano tranbina E o tranbina. · 

Para la activaci6n de prctranbina, se ha visto que el calcio es esencial para 

mantener la integridad del canplejo activo (Papahadjahopculos y Ha.na.han, 1964). 

Manás, se ha observado que el Factor V y fosfol1p:idos forman un ccmplejo en ausen­

cia de calcio, pero para que el Factor Xa p.ie:'!a actuar, se requiere necesariamente 

de calcio. Cole (1965), dansotr6 que el canplejo formado por el Factor Xa y fosfol!_ 

p:Wos ¡:uede ocurrir en ausencia del Factor V, pero no de calcio. 

En la Fig.4, se observa que el fibrintgeno es un camino intexmedio en la acc:i.6n 

de dos enz.:lmas con actividaies contrarias. P..asta este manento, s6lo se ha descrito -

el. cam:ino c;µe con:luce a la formación del c~lo por la uni.6n de mon6neros de fibri­

na, pero falta por describir la v1a por la cual la plasnina actt1a a nivel de fibrina 

y posee actividad fibrinol1.tica. 

I.2 FIBRJl.IDLISIS 

As1 cano en el me::anisno de coagulaci5n existen proenz:lmas en la v1a ex:tr:i'.nseca 

e L."ltr1nseca, en la v1a fibrinol1tica existe una proenzi.ma (el plasnin6geno) , que -

resulta ser el precursor inactivo de la enzima proteolitica Plasmina. "Esta enz:íma -

es una proteasa con espe::ificidad parecida a tripsina q..xe ataca a la mayor1a de las 

prote1nas a excepci6n de la coltigena" (Reich, 1978). El plasnin6;eno representa una 

actividad proteol1tica en potencia, que p.i.ede ser utilizada por las células o por pr2_ 

cesos eictracelulares autoregulados para cualquier funci6n que requiera de prote6li­

sis extracelular localizada. El plasn:in6=reno es una moltkula constituida por una sola 

cadena, unida por enlaces disulfuro. la pl.asnina en cambio, una vez activa, presenta 

una doble cadena polipetk'tica con un solo enlace disulfuro entre estas cadenas (Rob­

bins et al., 1967; So::letz et al. , 1972) • Ad~s, la plas:ni.na. contiene una cadena pe­

sada derivada de la parte amino-terminal del plasmineigeno original, y una cadena li­

gera resultado de la parte carl::x:ociterm:ínal. del mismo (Robbins et a1., 1967). ( ver 

l:'ig. 5 • 
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El plasminógeno es una cadena polipeptidica, susceptible a una ligera prote61.!_ 

sis en ciertos enlaces. Debido a ~sto, ha sido posible detectar 2 tipos de plas:ni­

nó:feno humano diferentes. l\ml:os difieren en estructura a nivel de la parte amino­

tenninal original. Uno posee "solamente ácido glutámico" (Bergstran y Wall~, 1963; 

Wall~ y W.ünan, 1970} y la otra presenta "principalmente lisina" {Robbins et al., 
1967), los cuales son conocidos respectivamente caro plasnin6geno "A" o glu-pla&n! 

n6geno y "B" o lis-pla.smi.n6;Jeno.Estudios recientes llevados a cal:o para saber c6ro 

la prote61isis de algunos enlaces conduce a la foi:maci6n de plasmina sugiere que -

dicho proceso puede efectuarse en presencia de plasnina activa, urocinasa y es-. 

treptocinasa, sierxlo ne:::esarioque el glu-plasnin6geno se comrierta por prote5lisis 

en lis-plasminéigeno, para después ser convertido en plasmina. se ha darostrado que 

en la conversión de un plasnin6geno al otro (glu a lis plasnin6geno) , está asocia­

do un increnento en el radio de Stokes ( 4. 3 a 4. 5 Aºl , corrol:x:>rado con estudios -

donde la constante de sa:limentac:USn csc20 , W) decrece de 5.10 a 4. 80 y el punto -

isoel&:trico difiere de 6.2 - 6.6 para el pr:imero y 7.2 - 8.3 para el segundo (SU­

rrmaria et al., 1972 y 1973). 

El proceso para la fonnaci6n de plasmina activa 51.lgiere que se trata de una -

reacci6n en dos pasos, durante la cual se genera un plasm:i.n6geno intenna:Uo (lis­

plasmin6geno). La secuencia met-lis-lis-val que se observa en la Fig. S, es -

de interes ya que provee la conexi6n entre el glu y lis plaeni.n6geno (Robbins et -

al., 1972; Walther et al., 1974), lo cual inc'!ica que por a=ión proteol1tica de -

plasmina se obtiene lis-plasmin6geno a partir del anterior. 

Se sabe que por el ranpimiento de los enlaces lis 63/ ser 64 y ~ 68/ met 69, 

dos ~ptidos son li.be.rados, dando por resultado el plasnin6:¡eno intennedio. Estos 

ranpimientos pueden ser producidos por plasnina, pero al menos uno de ellos, arg 68 

met 69 parece ser especifico de urocinasa. Por lo tanto, la urocinasa libera un -

fragmento de 81 residuos de aminoácidos de la parte aminotei:rninal del glu-plas:n~ 

geno ( Walllm y W.irnan, 1970; Wiman, 1972 y 1973) dando lugar a la fonnaci6n del -

plasnin(Sgeno intennedio. La fmmaci6n de plssrnina a partir de glu-plasmin6gerio es 

un proceso muy lento, mientras que la activaci6n de lis-plaeni.n6geno se lleva a -

calx> a una tasa nrucho ~s dpida. Esto dan.iestra que el primer paso está limitado 

y debido a que el glu-plasnin6geno es fácilmente de;radado a lis-plc1snin6geno por 

la plasmina (Claeys et al., 1973), podr1a esperarse un inGrene."lto cont1nuo en la ~ 

sa de activaci6n. 

') .. ~.- ' -



12 

Se sugiere que a partir de lis-pla911inógeno, la activación hacia plasnina co.'.:_ 

siste en el ranp:imiento de un solo enlace arg-'1C!l sin ~ida de ~erial peptí­

dico \Robbins et al., 1967). El ranp.imiento de este enlace, está asociado con los -

cambios conforrnacionales que dan lugar a la plasn:ina activa, aunque existe un desa­

cuEmio en cuanto a la hidrólisis de este enlace y su :importancia para la formación 

de la enzima activa (Robbins et al., 1972; Wa11€.ll y W:irnan, 1973). 

El peso molecular .Je anú::os plasnin6;enos resulta ser muy s.imilar ( 83 ,000 y -

82,000 dal. respectivamente), siendo el glu-pl.aaninEgeno mayor por 1000 dal. (Rob­

bins et al., 1975) ~ diferencia que ¡::uerle ser explica:la por la pérdida de material -

en su transfa:mac:l.6n a lis-plasninógeno. 

El mecanisno para la activaci6n de plasninógeno a plasnina, prol:e.bl.emente sea 

el mismo para tcdos los activadores presentes en rnam1feros. En la orina, la uroc~ 

sa es capaz de trans:ormar proteolíticamente el plasnin6geno a su forma activa, la 

plasn:tna. E.sta observación fue descrita por vez pr:imera por Williams y posterioi:rn~ 

te por Astrup, Stendorff y Sobel et aL (Williams, 1951: Astrup y Stendorff, 1952: 

Sobel et al., 1958), recibiendo el nanl:.rre de urocinasa por este Glt:lrno grup:¡. Esta 

enzima parece tener dos formas moleculares (tolhite et al., 1966). Sin er.bargo, los -

estudios han demostrado un peso molecular de 34, 500 :t. 2, 000 dal. Aunque la urocina­

sa tiene un gran parecido con tripsina y plasnina en su actividad con sustratos sin 

téticos, act1ia solamente sonbre plasninógeno. 

La activaci6n de plasn:Ln6geno provee un mecanisno general, para la generaci6n 

de prote61isis localizada en microambientes que rodean íntimamente a la céiula en -

con:iiciones ya sean nonnales o patoUigicas. 

El descubrimiento de que la célula ¡::uerle prdlucir actividad fibrino11tica fue 

llevada a cabo par Carrel y Burrows en 1911, observarño que fragmentos de sarcana -

disolv:1'.an co§gulos del plasna, los cuales proveian el soporte seni-s61:1.do para los 

cultivos en aquella (!poca. Poste.riox:rnente Fischer (1925) , correlacion6 la J.isis que 

se prcdu::1a en co&gulos con tejidos en estado neopl1isico, pe.ro no tuvo ~ito ya que 

no ¡:u.do denostrar si se deb:ta a una c:ontriblci6n enzimática o celular. Si bien, la 

lisis de los ~los es un proceso enzimático, el trabajo de Fischer suger1a la -

ex:istencia de una diferencia enz~tica entre tejidos normales y sus derivados ma-

1.ignos. Las :implicaciones de los trabajos de Fischer son :lmportantes porque' condu- · 



cen a reexaminar dicho planteanúneto. 

I.3.a. 'l'lMORES ASCX::IJ.\DJS CCN FIBRINOLISIS: ACTIVADOR DE P!MlMJ.N)GENO SECRErJ\00 

POR CELU!A':l TRANSFORMl\DAS POR VIRUS Y POR OTRAS CELllIAS MALIGNAS. 

l.3 

Las observaciones de Fiseher (1925) han podido ser conf.innadas visual y cuali­

tativamente. CUltivos celulares en geles de fil:!rina contenien::lo f:i.broblastos trans­

fonnados por el virus Sarcana de Rolls (VSR) , producen una actividad fibrinol1tiea 

aprox::únadamente veinte veces mayPr que aquellos conteniendo fibroblastos normales. 

!.a actividad fibrinolitiea requiere de la interacción de dos factores: Uno pecten~ 

ciente al plasna en el maJio de cultivo, y otro que debe ser secretado por las cé­

lulas. 1\mbos factores, '[Ulieron ser aislados y caracterizados usando procerl.imientos 

para p.irificae.i6n de proteínas. De esta foi:rna el factor del plasua fue identificado 

cano plasnin5geno (Oligley et al., 1974) y el factor celular resultó ser una prot~ 

sa con especifieidad por arginina, que actúa convirtiendo el plasninógeno en plasn~ 

na (t.Jnk.eless et al. , 197 4 l • 

Al parecer el activador de plasni.nó;Jeno solo es aomnil.aio en células transfor­

madas por VSR, sugiriendo una' asociaci6n estrecha entre la transformación v:iral y -

l.a prcducci6n del activaior, lo c.-uál constituye un proc..-eso tinico entre les cm.bies 

bioquSmicos que acanpañan las transfmniaciones onccg~as (Unkeless et al., 1973; 

Rifk:in et al., 1975; Dano y Reich, 1978). 

Por otra parte se ha considerado que la especificidad catal1tica del activador 

de plasnin6geno producido en células transformadas por VSR, está determinado por la 

célula huespa:i y no por el vi.rus (Os~ et al., 1973). 

La correlac.i6n entre el activadar y las transfolltlaciones malignas ha sido re­

forzada por los trabajos llevados a cam con sustancias que pranueven la formaci6n 

de tumores. La acci6n de estos agC!lltes pranotores está definida par sus efectos en 

el establecimiento del desarrollo tuiroral. Es decir, que durante la fase inicial, -

l.a stntesis enz:ínática ser:i dependiente del _ est:fnullo, IXli.entras que tcdo el desarro­

llo del tumor es aut.6nano. 

¿ euál es el signifieado en la producción de dicha enzima para el fenoti'[X) de 

las ~ulas malignas ? 
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I.os tumores malignos, presenta., caracteristicas que están al parecer int:imamen 

te relacionadas. Por una parce el aumento en la prooucción del activad.ar de plas:nn§_ 

geno confiere a los tumores la capac:!dad de invaci6n local, de migrar y de :implan~ 

se en sitios dj.stantes y la se:¡unda caracteristica, se debe a que permite la identi­

ficaci6n de los tumores y su diagn6sis patol.6;¡ica, debido a la aiqtlitectura que pre­

senta el tejido anonnal. 

Ninguno de estos procesos esU limitado a la fomiac:i6n de turoores, muchas cál~ 

las no:onales son invasoras durante el desarrollo embrionario y en la vida adulta. -

Se ha segu:!do un gran nGrnero de eventos celulares que pueden ser vistos caro m::delos 

nonnales en el fenotipo maligno, en l::úsque::la de una unidad bioquímica para la corre­

laci6n enzimática de la rem:xlelación de tejidos y migraci6n celular, y los reSÚlta­

dos que se han obtenido aJ_::CYan la suposici6n de que dicha unidad en realidad existe. 

I.3.b. PFDOUO:::IClil DEL ACTIVADOR DE PU\SMINCGENO POR CELUI.J\S lNF'IJ\MA'roRIA. 

Por su habilidad al cruzar l::ar.reras de tejido y de migrar a través del cuerpo -

los macr6fagos y granulccitos se asemejan a las clálulas mal~s. Para entrar al to­
rrente circulatorio despu~ de su maduraci6n en el tejido henatoI?Oyétic.:o, las célu­

las inflamatorias del:eb crear discontinuidades que les permi.ten surgir de este teji­

do al penetrar entre células endoteliales adyacentes. 

El misro proceso se repite cuando estas células escapan de la circulación al 

ser agrupadas en sitios de inflamaci6n tisular. Por tanto, en el transcurso de sus -

ciclos de vida nonnal, "los macr6fagos y granulocitos reproducen el canportamiento -

celular asociado con la disaninaci6n de tumores metastásicos" (Reich, 1978). J\denás, 

estas células resultan ser atractivas caro modelos experimentales, al definir corre­

laciones bioquimicas de migraci6n, ya que los glucocorticoides y una variedad de -

agentes inflama.torios se sabe que mcdulan su migraci6n tanto _g:_ ~ o:mo ~ ~· 
La producci6n del activad.ar, por macrófagos de ratón y granulocitos humanos,e~ -

Snt:lmamente relacionado con la respuesta de estas ctHulas con rncduladores de la in­

flamaci6n (Vassalli et al., 1978; Granelli-Piperno et al.., 1978). Los macrófagos -

perit:oneales obten:ldos de ratones que hablan sido inyectados con sustancias infl~ 

torias tales cano: endotoxina, aceite mineral, etc •• ; p:rtducen grardes cantidades -

de activador de plasninlgeno, mientras que aquellos animal.es no inyectados no lo -

prcducen (Unkeless, 1974}. La prcxlucc:l.6n del activador ¡:or rnacr6fagos y granulocitos 

puede ser inducido~~ por pra¡otores tumorales, y pueden ser inhibidos por -
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agentes antin:flamatorios tales cano glucocorticoídes y canpuestos antimit6ticos. El 

efecto inhibitorioes rápido, reversible y ocurre a concentraciones hormonales, c~ 

parables a aquellas presentes en los flu!dos corporales, bajo condiciones fisioló­

gicas. El efecto de los glucocorti.coides refleja su potencialidad cano antinfl~ 

torio E.!_~ y su acción en la prcx'lucción del activador de plasrdn6geno es selec­

tivo en vista de que es la {i.nica función afectada entre muchas de las que fueron -

probadas. La adminsitraci6n de estos glucocorticoides, produce rápidamente un~ 

manto en la circulaci6n de m:::mocitos y previene la aparición de macr6fagos y granu­
locitos en los e:K\ñados :inflamatorios, pero no bloquean la multiplicación de precu;:_ 

sores de leucocitos, sugiriendo que previenen la m:igraci6n de células inflanator:ias 

del tejido hanatop::>yético dentro de la circulaci6n y de ah1 a los sitios de :i.rif~ 

ci1Sn. 

Tanando en cuenta lo anterior, se ha sugerido que en la soc:iaci6n con su migr~ 

ci1Sn en el cuerpo, las células requieren de un mecanismo enzimático que digiere al­

gunas de las estructuras de los vasos sangu1neos y de tejido conectivo. 

Se ha pro¡;uest:o que la plasnina al actuar en la superficie de células endote­

liales y tejido conectivo de pequefios vasos sangu!neos, constituye una parte esen­

cial de las bases enzimtiticas para la migraci6n, y que esta enzima es generada lo­

calmente por síntesis celular y por la secreción del activador de plasmin6geno. Se 

cree que al aplicar glucocortir..oides se podría prevenir la migraci6n de células in­

flamatorias y por tanto, suprimir el conponente celular de inflamaci6n. Si €!sto ~ 

bara ser corecto, no implicaría que los efectos antinflarnatorios de los estero:l.des 

pudieran atrilllirse Gnicamente a la represi6n en la sintesis del activador de plas­

min6geno. 

I. 3.c. POODUCCICN DEL ACTIVADJR DE P~ POR TroFOBLAS'IDS. 

Las pr:lroeras etapas en el desarrollo anbrionario de los vertebrados ofrece nu­

merosos ejanplos en la ranodelaci6n de tejidos y migraci6n celular, permitien:io pr2 

bar expe.r:íroentalmente los procesos que estan correlacionados con la prcducci6n cel~ 

lar del activador de plasninógeno. 

Deb:ir.lo a que los trofoblastos son células que :invaden la pare:l uterina durante 

la :irnplantac:i6n del anbri6n (Kirby, 1965), un estu1io llevado a cabo con anbriones 
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de rat6n durante las pr:ímeras etapas del desarrollo, dieron a conocer los siguien­
tes resultados: 

a) La prc:ducc:ión del activador de pla.9Tlinógeno no pudo ser detectado 

antes de la diferenciación de la m6rula en blastocisto. 

b) Todos los blastocistos pra:lucían activador, presente intracelul~ 

mente y en el medio condici.Onado por éste. 

e) I.a presencia de la enz:ima es funci6n del dúi de gestaci6n y no del 
tianpo en el. cultivo. 

dl El curso seguido en la prcducc:ión del activador en C::U1tivos p,u:os 

con ct!lulas de trofoblastos, coincidían con la fase de invasitln· -

en el 1itero. 

Los resultados m::istraron que el activadar de plasminégeno era inducido por ~ 

foblastos y que su producc.i6n estaba regulada. 

Los trofoblastos son células con características invasoras, debido a que pue­

den invadir y destruir la lllayor:í.a de los tejidos, incluyendo aquellos encontrados -

ncn:mal:.,leilte en el 1itero. Algunas veces se les ha canpardo con células tumorales, si 

bien, la invasión est§ limitada a un pe.rí.a:lo en su ciclo de vida. Estos hallazgos, 

sugieren que la secreci6n del activador de plaenin6geno contriblye en la :lmplanta­

ci6n del blastociSto. 

I.3.d. AC!'IW.DOR DE P~ EN OVARIO: REIACIOO roN LA 0\7UIACION Y RB3UIACION 

HOBMJNAL. 

El fol1culo OIT~ieo maduro en roan1feros consiste de una cavidad llena de 11.­

quido, rodeada por células granulosas en las cuales el óvuJ.o y estxucturas asocia­

das se encuentran unidas. Las células granul.osas est&n rodeadas por una :menbrana 

basal, la cual a su vez, se encuentra encapsulada por tejido conectivo denso y gru~ 

so conocida cammnente caro teca. El óvulo, para poder escapar de ésta, y entra,r en 

el oviducto en donde es fertilizado, requiere de una degradaci6n de la pared foli~ 

lar. Los eventos que ocurren durante la Ol7lllaci6n son uno de los eje:npli:>s más nota­

bles de la rero::xlelaci6n de tejido en mamife:ros adultos. se sabe que los cambios l!Of. 
foll5gicosi que siguen a la inyecci&_de tripsina en fonna :íntrafolicular, se parecen 

a aquellos que ocurren durante la ovulaci6n (Espey, 1974). Sin anbargo, no se sabia 
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Ja relaci6n exacta que babia entre la actividad proteol1tica y la ovulación. La ubi 

cuidad de plasmn6geno, del 2.ctivador de plasuin6geno y la presencia de plasnin6ge­

no en el flutdo folicular, sugiere un papel de estas enzimas en la ovulación. Un -

sist:ena experimental adecuado para probar lo anterior, ha sido desarrollado por -

Crisp y Denys (1975). 

Las c~lulas gr<ll'lUlosas, aisladas de foliculos antes de 8 roras o más ant:E!s del 

tiEmpO esperado para la ovulaci6n, produc1an casi nada de activador de plasninó:Jeno 

En e1 intervalo de 8 horas que prece:ie a la ovulaci6n, el nt1nero de dichas ~lulas 

que prcduc1an grandes concentraciones del activador de plasm:in6:Jeno y la tasa en la 

formación de la enzima aumentaba. l\t:leJás, se obsex:v6 que aquellas células prepara­

das para la ovulac.Wn produc1an dicho activador, pero podian ser inducidas a sin~ 

t:izar y secretar grarrles cantidades de esta enz:íma al. sc;ir expuestas a concentracio­

nes piearolares de b:lononas gonadotr6picas y algunas prostaglandinas. También se ºE 
serv6, en cultivos de células granulosas de O\rarios sexualmente maduros: que en el 

ciclo nomal, las ratas pro::lucen cantidades significativas del activador de plasmi.­

nógeno solamente cuando ~ colectadas de los fol1culos en la noche de proestro, -

es decir, .inmediatamente antes del tiempo esperado para la ovulación, pe.ro aqufillas 

que se encontraban en estro o diestro, producían cantidades ínf:irnas o no se producia 
el activador de plasnin6geno.Quedando así demostrada una correlación entre el activ~ 

dor de plasm:in6geno de las c!Uulas granulosas y la ovulaci6n. 

I. 4 VENENOS EN REP!'ILES. 

La mayoria de los venenos están constituidos en un 90 a 95% por proteínas, las 

cuales son responsables de las actividades biológicas. Las fracciones prote1.nicas -

que se obtienen de l.os venenos, contienen toxinas, enz:irnas y también proteínas no -

t6xicas. La mayor1a de las anz:irnas son hidr~líticas {Tu, 1977), y se pienSa. que 5u 
acci6n en los tejidos de la presa, constituye una e>codigestión y en algunos casos -

se considera que estas em::irnas juegan un papel .illlportante caro mecanisrros de defen­

sa. Resulta dificil definir exactamente el papel de cada una de las enzllna.s en los 

venenos, por lo que se hace necesario su identificaci6n y purificaci6n, con el obj~ 

to de conocer su contribuci6n al efecto total del veneno. 

Algunos venenos tienen efectos característicos en el sistana de CQa.9Ula.ci6n -

sanguinea, ya que poseen enzimas coagulantes y antieoagu.lantes Cfibrinollt.icasl 
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e aceleran. o retardan este proceso. Su efecto dependerá de la concentración de 

las mismas y de l.qs cqntidades que puerlan ser intrcducidas en la víctfula. 

El efecto que tiene un veneno en el mecanismo de coagulaci6n es extranadamente 

canpl.ú:ado y por ello se ha beche una distinción de los distintos mecanisoos que :i!!_ 
ducen a la coagu1aci!Sn o anti.coagulación (fi.brinolisis) de la sangre. 

tes: 

Un· veneno puaie actuar cano coagulante por las siguientes razones: 

1). PorqUe posee alguna enz:!Jlla con activ:idad de Tranbina. 
2) PorqUe contiene un activador del Factor x. 
3) PorqUe puede acti.var al Factor v. 
4) Porque puede activar a protranbina. 
5) Porque posee una actividad de Tranboplastina (Factor tisular no-protein.f_ 

co. Tranl:oplast:i?la o Factor III}. 

Igualmente el veneno puede actuar cerno anticoagulante por las razones siguien-

l) Conteniendo alguna, enz:!Jlla con act..ividad fibr.inoge.nolítica. 
2) Porque ti~ actividad fibrinolltica. 
3) PorqUe puede activar plasn:inlSgeno dando cano resultado plasmina. 
4) Porque tenga a=i6n inhibitoria o destructiva hacia alguno de los facto­

res de coagulaci6n sangu1nea, que preceden a la fotrnaei6n de tranbina, -
p:ir ejanplo: venenos que puedan inhib1r a los Factores II, III y V, o a 
la tranbina misma. 

5) Porq.ae tienen acci:6n de antitrcmbina. 

~ara 1l1l mejor entend:imiento de las causas por las cuales los venenos acttían en 

forma coagulante y anticoagu1ante, se hará alución de algunos ejemplos darostrati­

vos de las actividades que presentan ciertas enz:!Jllas en algunos venenos. Mem:is, -

cabe mencionar que los tr&ajos rep:xtados para los venenos de ~ nasicornis -

(MacKay et al.., 1970) y del <;¡~ro Bothro:ps (RoSenfeld, 1964) mencionan ·en fonna ~ 

directa la pos:i:ble presencia del activador de pl.as:nin6;eno, el cual aunque ha sido 

considerado caro una de las causas para que un veneno pueda actuar en foxma anti­

coagulante (ffur:lrlol1tica), Sil presencia no hab1G sido deiostrada. 

En 1938, Haunt trabaja.n:lo con Naja trip.id.ians. observó que el veneno era capaz 

de 1nactivar a u traubina :In vitro, suponiendo que esto sucai1a por acción antitrCI]! 

b'.in:iea del vener.o. ~iste+i llllly pocos reportes sobre la pt"esencia de esta activ:ldad -

par lo que actmµmente no se tiene cla;ro si l.os venenos realmente poseen este princ.!_ 

pi.o. 



19 

Aunque se considera que el veneno de las cobras es prIDlardialmente neu.rotáx:i­

co, se ba observado W1a ao::ión anticoa.gulante en los venenos de Naja melanoleuca, 

!'.!_. nigricollis y Ophiopha.aus hannah debido a su efecto en la vía ertrinseca y por 

la .inhib:I.ci6n del mex:anisno de tranl:oplastina de la sangre (MacY.ay et al. , 1968 y 

1969). En Bothrops jararaca, el veneno es coagulante_ y do5 roecanisnos diferentes -

:Intervienen para ello. Un factor activa al Factor X y el otro posee actividad de -

tranb:ina (Oenson y Rou.sseaU, 1970). El veneno de Agkistrcdon ~· posee activ_:!: 

dad coagulante y anti.coagulante (0Uya?)3', 1957) • La acción coagulante se debe a la 

activida1 de trOllbina mientras qtie la actividad anticoagulante resulta de la inac­

tivaci6n de protranbina., tranboplastina y actividad fibrmoUtica. CUarrlo las fra~ 

cienes coagulante y anti.coagulante fueron separadas {Chemg y OUyang, 1967), tres -

prineipios anti.coagulantes fue.ron encontrados: dos asociados con actividad case~ 

11tica, pero ninguna de las tres fracciones poseía actividad de este.rasa. OUyang y 

Teng (1973), separaron una de las enzimas responsa.bl.es de la actividad anticoagul~ 

te del misno veneno (Ag.ki.strcdon acutus) y observaron que pose1a un peso molecular 

de .... 20,650 dal. un p.mto isoeléctrico de 4. 7, lo cual indicaba que se tratata de -

W'la glucoproteína temiolábil (Tu, 1977), la cual una vez p.i.rificada no presentaba 

actividad caseinol1tica, actividad de Tosil-r.r-arginina etil ester esterasa (BTEE), 

ni tampoco actividad fibrinolitica directa. El rne::anisno anticoagulante de ésta, se 
debe a la intera=ión con protranbina, pero no a la destrucci6n de protranbina o de 

los factores de la activación de protranbina (Qlyang :Y Teng, 1973). ESta enzima no 

digiere fibrin6;eno ni fibrina y tampoco inactiva tranbina. 

El veneno de Bitio nasiearnis, posee actividad anticoagulante (MacKay et al., 

1970), debido al efecto en el mecanisno de tranl:x:Jpl.astina en las v1as extrínseca e 

intr1nseca de la sangre. Se observ6 que posee actividad proteolitica y caseinol.iti­

ca y que es capaz de activar al plasninógP.no, aumen:tarrlo la acx;i5n de plasnina. El 

veneno de Bitis arietans es antieoagulante (Brink y Steytler, 1974) y su acción es 

de tipo fibrinolítica y tarnbi~ fibr1no;¡enolítica. Rosenfeld (1964) consideraba que 

el efecto fibrinolítico en venenos del gfuero Bothrops, se debía a la activación de 

plasninl5geno en lugar de la acción directa en fibrina (en el caso de que rubiera -

s.id.o plasnina) . 

les venenos de Jl.gkistrcdon pis::~ y!!· contortr.iX no poseen efecto en la -

activaci6n de plasminógeno. Por l.o tanto, su activ-jdad fibrino11tica se debe a la -

acc:U5n de proteasas presentes en el veneno, y se cree .queo.su accí6n .se. deba:::a:qúe'.::­

digieren el fibr:ip.(igeoo y qü.e en lugar de tener actividad fibrinOlítica sea ésta f! 

brinogenol1tica. 
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Por lo que se puede observar, la actividad anti.coagulante f.(Xlría ser explic~ 

da r:or la presencia de diferentes canpuestos presentes en los distintos venenos, -

r:ero más es~1ficamente ll1 actividad fibrinolitica directa, si podía ser explica­

da por la a=i6n de plasn:i.na, pero la actividad fibrinolítica indirecta se suponfa 

que pcxlía deberse a la µesencia de alguna enzima (proteasa) que activara al plas­

min6geno comrirtiendolo en su frana activa (plasmina), pero dicha suposición, p:>r 

lo visto anteriormente no había sido demostrada. 

I. 5 VENEt-0 DE liEI.DOEI«l\, 

Santesson (1897) fue uno de los pr.imeros que se dedicaron al. estudio de la ~ 

tural.eza qumuca del veneno de Heloienna, danostrando que aunque el veneno fuera 

hervido no disnmuía su toxicidad, hecho que fue p:>sterionnente corroborado por -

COoke y Loeb (l.913) y Alsbe:rg (1913). 

Zarafonetis y Kallas (1962) reportaron actividades de L-amino oxidasa y sero­

tonina en extractos del veneno de Helo:leJ:ma. horridum: Mebs y Raudonat (1967) obs~ 

varon que el veneno de Helo:lenna conten!a actividades de fosfolipasa A, proteasas, 

h.i.al.uronidasa y la posibilidad de que el vene."lo p:isea una sustancia gµe dispare el 

sistana de generaci6n de cininas. Tu y Murdock (1967) =nfirmaron algunos de los -

hallazgos de trabajos anteriores, observando que a través de una columna de Sepha­

dex G-75 pcdian ser separados dos picos donde la fracción proteolitica correspon­
d!a al canponente letal. Casi al rnisro tiempo Styblova y KOI:nalik ( 1967) , darostr~ 

ron que el veneno no r:oseía actividad de "coagul.asa" y que mis actividades enz.imá­
ticas eran bajas al canparar éste con el veneno de ciertos vipéridos y crotálidos, 

perosu actividad de hialuronidasa era superior al de Crotalus durissus terrificus. 

Mebs (1970) rep:¡rt6 el aislamiento de una enzima que dispara el siste:na en la 

generaci6n de cininas, así caro también de BAEE-h:ldrolasa para !!.· suspe:cturn. Las 

actividades de fosfolipasa A, hialuronidasa, B1\EE y Bl'EE-hidrolasa han sido rep:>r­

tadas de! veneno de !!.· horridum horridum (Alag5n et al., 1982). 

EKiste cierta s.im:Uitud entre los resul.tados encontrados por Mebs (1972) , Tu. 

y Murdock (1967) , Styblova y Kornalik (1967) , para !!· ~· suspec:tum y los encontra­

dos para !!.· ~- horrid1Jlll (.Al.ag6n et al., 1982) ya que ambas especies poseen el mis­

rro tipo de actividades. 

Para otras especies, entre ellas de avispas y serpientes ('l\l, 1977), existen 
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variaciones en la. proporci6n de algunos ca:uponentes del veneno de acuerdo a la esta 

ci6n del año. El patrón de !!· _!;. hor1:idum , estudiado electroforéticamente en geles 

de FQliacrilamida, muestran al menos 18 tandas protefnicas con un patr6n constante 

para el misroo fridividuo durante los dc:ce meses de 1m año (Alag6n et al. , 1982) aun 

que entre los organismos pueden presentarse ligeras variací.o."'les. 

ws resulta:fos obtenidos por el grupo de Alag6n (1982l, utilizando una colunna 

de Sefadex G-75, denostraron la presencia de dos picos con actividad de BAEE-hidr2 

lasa (Fig.6}. Siendo, que el menor de ell.os estaba dado por la presencia de una 9!! 
z:i.ma de peso nolecular de..,65,000 dal. la cual fue aislada a hancgeneidad y con al 

tos rendimientos (Alagón et al., 1982), actualrrente se sabe que es una cali.Creina 

(Alagón, canunícación personal), pero fal.ta por describir (determinar) si la frac­

ci6n correspordiente al pico de mayor actividad de BAEE-h.idrolasa está dado por -

una de las dos o ambas enz.irnas de peso molecular de ,,,,22,soo dal. presentes en di­

cha fracción y si esta actividad está dada pcr la presencia de alguna esterasa o de 

alguna enzima proteol1tica parecida a tripsina. 

El objetivo del presente trabajo, consiste en detennínar las actividades coa~ 

lantes y anticoagulantes (fi.br:inolitieas), del veneno de Helcrlerma borridum horridum 

y aislar una de las enzimas de peso molecular de "'22,500 dal. para saber si posee 

actividad de esterasa {filieamente o si. se trata de alguna enzj¡¡a proteol1tica que 1!!_ 

tervenga de alguna forma en el mecani.sno de coagulación y fi.brinolisis de la sangre. 
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Fig. 6 • 5eparaéi6n del veneno de·H. h. horr:idum en una columna de Sefadex G-75. 
El sobrena:iante (S) del veneno solüble (65 nq) des¡;úes de una precipitación con 
~cido, fue aplieada a una colunuia. de Sefédeit G-75 {0.9 x 200 an) y corr:ido con 
arnart:&;¡ua:!ar de fosfato de potasio 25 nM (¡::H.=7 • 6) • Los tul:os contenierdo 1. 9 ml 
fueron colectados y agrupados cano fracciones I - VI {l:arras horizontales). Las 
fracciones I, II y III contienen respectivamente 92.l, 7 .5 y 0,4% de la activi­
dad tot.al de fosfolipasa. Las fracciones I y II contienen respectivanente el -
95.2 y 4.8% de la actividad total de hialuronidasa. Las fracciones I, II y III 
poseen 27 .2, 71.0 y 1.8% de la actividad total de BAEE-h:idrolasa. ( Tonado de: 
Alagoo et ai. , 1982 > • 
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M'A T ERIAL Y METO DOS 

II .1 ruente del veneno 

El veneno de!!· !:!· harridum se obtuvo a partir de ejanplares adultos (manten.!_ 
dos en cautiverio) , cole::tados en la estació.1 de Bio1og1a EK~imental de Chanela, 

Jal. El veneno fue pipeteado directamente de la boca de los saurios, por la técni­

ca descrita por Loeb (1913). El veneno re::i~ eKtraldo fue centrifugado a 10,000 -

rpn por 15 minutos en una centrifuga Soxvall (rotar SS-34 rmax= 10.8 an). El so~ 

nadante (veneno soluble} , fue liofilizado y guarda:lo a -20 ºC hasta el manento de 

ser utilizado. 

II.2 Materiales 

El Sefadex: G-25 y la Fenil-Sefarosa CL-4B fueron obtenidos de Phal:macia, la -

Lisína-sefarosa 4B de Sigma y la Aminocaproil-p-am.ino Benzamidina-Sefarosa 4B de '"­

Pierce. El f:iJJrin6geno bov:ino, la tranbina (humana), el o<-N-J::enzoil-L-arginina etil 

éster {EAEE}, el azure acoplado a piel :pulveri.Zada {"Hide p::¡w:ier a..."tlre") y el o<-N­
benzoil-L-arginina-p-nitroanilida (EAPNA) fueron de Sigma. Los :inhibidores: P-arnin2 
benzamidina (P-AB) , Di.isopropil fluarofosfato (DIFP} , y Cisteina fueron de Sigma. 

El inhibidor de tripsina de soya (SBrl) de Millipore. Los denfu; solventes y react_!. 

vos utilizados fueron de grado anal1t:ico. 

Los detalles experimentales para la obtención de plasnin(¡geno humano y de fi­

brin6geno bovino libre de plasnin6;eno se dan en fonna · poonenariza:la en las secc~ 

nes II.3 y II.4. 

II.3 Procedimiento para aislar Fil%1n6:jeno librP. de Plasnin(:geno 

E1 fibrin6geno bovino fue precipitado con s.ilfato d·a aironio (100% de satura­

ci6n) (Laki, 1951) , y vuelto a precipitar dos veces con etanol en presencia de li­

sina, para remover el. pl..asnin!Sgeno contaminante W.osesson, 1962); para ~sto, se -

proce.d.16 de la siguiente manera: 2 g de filz:in&,Jeno c:anei:cial (coagulal:>le en 88%) 

(F.i.br:1n6geno O) fueron disueltos en 100 ml de amortiguador de fosfato de scdio 0 • .1 

Molar (p:!=6. 4) y el. volumen fue llevédo al doble con agua; la so1uci6n se dej6 re­

posar: ·a 4 ºC durante una noche. El precipi.taio q.ie se fo.tm6, fue ranovido por fil-
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traci&I. y al filtrado (~'ibrin6geno I) se le añadi6 l./3 de volumen de una soluc;i6n 

&-turad.3. de (NB4) i504· 

E1 fibrintSgeno precipitado fue re=uperado por centrifugaci6n, resuspen:;iierx1o 

en 60 ml de Nael. 0.3 M, y dializado contra la miana sol.uciOn (3 cambios de 1 hora 

cada uno) (Fibr:in5geno Il) • Al fibrinl',geno II dial.izado se le añadieron 300 rr.l de 

una solución de L-lisina 0.12 M en anartiguador de fo~atos 5 rrM (¡:ii= 7.0) y se -

dej6 enfriar en hielo por 30 minutos, al cabo de los cuales se añadieron lentalne!!. 

te y bajo agitacit'!ín constante 27 ml de etanol absoluto fria; despiés '1e 10 m:inutos 

el fil:rrinlSgeno precipitado fue recuperado par centrifuagaci6n y resuspendido en 40 

ml de NaCl o. 3 M (Fibrinó;¡eno III) , repitíén:lose la precipitaci6n etati6lica en pr.=_ 

sencia de llsina. El fibrinOgeno de esta fllt:lma precipitaci& fue resusperxlido en 

40 tnl de PBS (NaCl 0.15 M + amortiguador de fosfatos l.5 nM ¡:ii=7 .2), y dializado -

eitha:ustivanente contra PBS (Fibrin6;eno r:v libre de plasn.in&Jeno contaminante) • La 

coocentraci6n final del fibrin6geno r.T fue de 5. 7 ngfinl (E 1 _m:J/ml = l. 59) • 
280 

El fibrinl!Sgeno II fue utilizado en algunos exper.imentos p;u:a lo cual se dia­

liz6 contra PBS y su concentraci6n se ajust6 a 5. 7 m;¡¡W.. Los rerxlimientos a par­

tir de 2 g de fibri!l6geno O, fueron de 439 y 249 ro; para los fibrin6genos II y r.T 

respectivamente. 

IJ:.4 Procadimiento para pn-ificar Plasmin6geno de plasna humano 

Se utiliz6 cranatografia por afinidad de acuerdo al método de Deutsch y Mertz 

(1970), procediimiose de la sigUiente manera: se obtuvo sangre venosa de 4 vol.un~ 

ti.Os (210 ml) con EDTA oano anticoagulante y fue centrifugada para obtener el pla~ 

ma (105.6 ml). El plasn:ln6geno fue p.irific<do a trav~ de una columna (2.1 x 5.4 -

an) de Lisina-Sefarosa 4B (5. 5 pmoles de lis:lna/inl). 

Se hicieron cuatro corr:imientos cranatográficos aplicando a la columna 25 ml 

de pl.aJ:i!na dilutdos con un voltimen igUal de amortiguador 0.1 M de fosfato de so:lio 

{¡:El= 7 • 4) • IC<.3 contaminantes fueron lavados con 'tl. 3 M del misrro amortiguador hasta 

obtener una lectura A2ao=º· 01.. Para eluir al plasminOgeno se pasaron 30 ml de &:ido 

E -aminocaproico o. 2 M en el misno amortigUador. El plasnin6;Jeno fue separ<do del 

:ic.í.do c-aninoeaproico a trav~ de una columna de Sefaiex G-25 (2.5 x 54 an), para 

lo cual se pasaron al1cuotas de 30 ml de pla,sn:in5geno {A2so= 0.5l.2) y se eluy6 -

ccn amortiguadc:::a:' de fosfato de sod;Lo 5 rrM (¡;il';=< 7. 2} • El. rend:imiento final fue de 

aprO!timadanente l.2 lltJ. 
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II. 5 Electroforesis en Geles de Poliacrilamida 

La electroforesis se 1-lev6 a cal:.o en geles {7.5%) en placa de poliacrilamida 
(0.1 x 10 x 10 an) en amortiguador de Tris (J01Tin et al., 1964), o en geles {12.5%) 

en presencia de lauril sulfato de scxlio (Laemnli, 1970) • !os geles fueron teñidos 

con azul brillante de Coanassie R-250 de acueroo a SWank y Munkres (1971). Para d~ 

~ectar las actividades coagulantes y fibrinol.1ticas de las prote:Lnas separadas por 

electroforesis, los geles sin teñ.U: fueron colocados sobre la superficie de geles 

de agal:'9sa conteniendo fibrin6geno c.i fibrina, respectivamente. 

:rr.6 Geles da agarosa con fibrinó;¡eno o fibrina utilizados para detectar activ1da­

des coagulantes y fibr.inol1ticas 

se sigui6 el procedimiento de Granalli-Piperno y Reich {1978) con algunas mc­

dificaciones. Los geles con fibrinó;¡eno fueron preparados usando las siguientes 52. 
luciones: (a) 1% de agarosa en amortiguador de Tris,la:::l 0.025 M (pH= 7 .2) ¡ la aga­

rosa fue disuelta en un baño Maria y mantenida posterionnente a 42 ºC¡ (b) fibrin§. 

geno (5. 7 ng¡lnl) en PBS calentado a 42 ºC. Se mezclaron rápidamente 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 distril:::u!da hcmog€neamente evitan:lo la formaci6n de l:llrl:ujas. ~ 

pu~s de la gelificaci6n, la tira fue coloca:la dentro de una caja de Petri conteni~ 

do papel absorbente lvme:iecido con el fin de evitar su desecaci6n. 

Para preparar geles con fibrina se proce:ii6 de igual manera que para los ant~ 

rieres, pero a la mezcla de soluciones se 1e añadió 0.5 unidades NIH de tranbina -

humana (sigma) , en 50 p.l de Nacl O. 5 M y amart.iguador de citrato de scxlio o. 05 M 

{pH= 7 .2). Con esta actividad enz.irnll.tica, el fibr:fnl5geno fUe convertido en fibrina 

en aprox:!maamente 5 minutos. En algunos casos los geles de fibrina fUeron supl~ 

tados con plasnin6geno purificado (10 pg/ml. de mezcla). 

Los geles :ln:licadaces fueron anpleados de dos maneras para .detectar las acti­

vidades coagulantes y fibrinol1t.icas. 

La pr:imera fue en COllbinacit5n con los geles de poliacrilamida {superp.iestos -

el uno al otro), y la segurxia, siguiendo la difUsi6n radial de la activ1da:l, cuando 

las muestras por prol:Brse se aplica.ron en pocillos e 3 nm de diáne~o ) hechos én 
el gel de agarosa. La activ.ídOO coagulante fue segu1da por la fonnaci6n de fibrina 
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insolubl.e en los geles de agarosa con fibr:!nógeno; la fi.brinolitica por la lisis -

producida en los geles de agarosa con fibrina. Para visUaliZar con mayor nit:idez -

l.os efe::tos anteriores, despul?s de dejar incubando los geles a tenperatura ambien­

te por el tiempo necesario (generalmente 24 horas}, los geles de agarosa fueron ~ 

vados con NaCl 0.15 M y teñ:idos durante S minutos con negro de anúdo 0.1% en meta­

nol. 70% y ác:ido acétieo 10% y desteñidos en metanol 70% y ~c:ido acético 10%. 

ll. 7 Malici6n de la actividad proteolltica con (BAEE) 

Esta activ.idad fue med:ida espect:rofotan~icame.nte con un espectrofot6netro -

Gi1ford 250 acoplado a un re;istrador autarático. Los ensayos se llevaron a cabo -

a 25 ºC añadiendo la enz:irna en soluci.6n a una celda de cuarzo conteniendo 2 ml de 

eC.-N-benzoil-L-arg:lnina etil éster (Bi\EE} l rrM en amortiguador de Tris/HCl O.l M -

(pH= 7. 95} y m:idiemoel cambio en absorbancia a 255 nm par 5 minutos. Una unidad -

de actividad enz:irrlitica se define cc:rno la cantidad de prote1r.a que se requiere pa­

ra hidrolizar l pnol de sustrato en 1 minuto en las co."ldiciones definidas ~iba. 

II.B Medi.Ci6n de la activ:idad proteolltica con BrlPNA 

A 1 ml de una solución de BAPNA 1 rrM en amartigUador de fosfatos ([ii=7. O} , se 

le añadió 100 pl de la enzima a probar; se dej6 incubar 15 m:in. a tanperatura am­

biente y la reacción fue inhibida por la acificaci6n del me1io de reacción a través 

de la adici6n de 200 Jll de ác:ido acético glacial. El sustrato ltidroli.Zado se m:idi6 

espec:trofotanétricamente a una A-bsorbancia de 410 nm. La actividad del veneno fue -

COllpa.rada contra Uf!. e~tfuxlar de tripsina, Una un.ié!ad de activ:idad enz:ún§tica es de­

f in;i.da cano la ca,nt;idad de eiuiJna necesaria para. h:idroliza.r la misna cant:idad de -

Bl\PNA q.ue 1 P9 de t,ri¡isina en las caidiciOlles mencionadas. 

II. 9 Medici6n de la act:tvidad de. proteinasa con e-zure acoplado a piel pulverizada 

(Rlnderl<necht: et ~. • l..968 l 

En este caso se utili.26 un sustrato colorido insoluble de la siguiente zna,ner¡.'t= 

a tubos de ensayo ( o. 9 x 7. 5 cm } se les añadi.6 la em::ima y el sustrato (10 rrgl en 

1. 5 rol de Tri.S,lli::l 0.1 M ~-7. 95) junto. cc:n una perla de vidrio de 3 mn de di&ne­

tro para mejorar el mezclado. Los tul:os fueron rotados con una inel.inaci6n de 45º -

por el tianp:> requerido ("'19 h.) y el colorante solubiliZado fue seguido a !595 rrn. 
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Para la cuantificación de la actividad se construyó una, curva est§rdar coo:elac;i.o.-. 

;1a..Jdo la As95 nm de cantidades conocidas de sustrato digeridas por tripsina. Una -

unidad de actividad se defini6 cano la cantidad de enzima necesaria para hidroli­

zar 1 mg de sustr1ato en 20 h. bajo las condicones descritas. 
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III.l PROPIEDADES GENEPJ\LES DEL VENENO SOLUBLE. 

El vene.no de !!.· ~· horridum contiene un gran rn:ímero de proteínas. El patr6n -

electrofart':tico del veneno (Fig. 7 ) en geler; de poliacrilamida en amortiguador de 

tris (Jovin et al., 1964) y en presencia de lauril sulfato de sodio (I.aermli, 1970) 

(Ver II.5), manifiesta que el veneno contiene por lo menos 18 canponentes. 

Maruis de las actividades enzimáticas ya reportadas ( Alagón et al. , 1982} , -

se cuantifiacron otro tipo de activ:!dades utilizanio ~y azure acoplado a piel 

p.llverizada cano sustratos ( TablB. 1 ) . La activ.idad sobre MEE:, fue medida de nuevo 

la dife:ren:::ia encontrada con el valar prev-iamente repxtado piede ser debida a que 

se trata de lotes de veneno distintos. 

Cabe aqu1 mencionar que la BAEE h.idrolasa p.;irificroa anterionnente ( Al.ag6n et 

al., 1982 l es una enzima proteo11tica con actividad de calicreina ( Alag6n, canun! 

cac:i.6n pe:.:sonal). se sabia ya de la presencia de otra{s) MEE hidrolasa(s) de menor 
peso molecular ( alrededor de 25, 000 dal. l En este trabajo se muestra que son 2 las 

BAEE hidrolasas de bajo peso molecular y que poseen la capa.i;::idad de prcducir fibri­

nolisis indirecta a trav~ de la activac:i.6n de plasnin6;:¡eno. 

TABLA 1. Actividades Entimáticas Presentes en el Veneno de Heloderma horridum honidum. 

Tipo de acuvidad Unldades/mg Referencia 

Faslolipasa 68.0 Alagón et al., 1982 

Hialuronidasa 6.6 Alagón •1 ••• , 1982 

BAEE-hld ro lasa Z.7 Alagón et al.1 198Z 

1.6 Este trab1¡e 

BTEE- hldrolas• 0.1 Al111ón el al.1 1982 

BAPf!/l.::" hldrOIHa 2.3 htt 1rab1\o 

Prauinau1' 1 J.I Este uahjo 

l•I Medida ~on "uure acoplado 1 piel pulver hada" 
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F19. 7 .Electroforesis del veneno do Helodorm11 horrldum ~en 
9oles (7. 5%) en placa de pollacrUemlda (O. 1 x 1 O x 10) en emortl­
quedor de Tr1s pH 8.3, de ecuordo al método de Jovln et al (1964) 
(muestra A), y on geles (12.S'l!.l en presencia de laurll sulfato de -
sodio, (Laonmll, 1970)(muestre B). Amtios 9oles fueron teftldoa con 
azul brlllante de Coomasslo R-250. Lau muestras A y e contienen -
25 y 78 pq respectivamente. 12 bandas fueron detectadas en A y 18 
en B. 
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III. 2 PROPIEDADES CClAGl.JIANl'ES Y l\Nl'ICOAGULANI'ES ( FIJ3RINOLJ.'l'ICAS } DEL VENENO 

SOllJBLE. 
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Se enplearon dos tipos de geles en dos maneras distintas (Ver II. 6} . Par una 

parte se sigui6 la actividad por difusión radial y por otra se sobre?-Isieron geles 

de poliacrilamida a geles c;pe contenian fibrin6geno o fibrina. se conside.r6 que -

aquellas muestras que b.lvieran enz:imas con actividad coagulante dar1an lugar a la 

faonación de halos de miercx:o§.gulos de fibrma en aquellos geles conteniendo fibr.!_ 

n6geno. En el caso contrario, los halos transparentes que se forman par degrad.aci6n 

en geles contenien:lo fil:lr:ina, in:licarian la presencia de enzimas con actividad fi­

br.inol1tica. Esta dlt:lrn.a, a su vez, p.ia:ie deberse a la aoci6n directa de enzimas -

con actividad de plasrnina o en forma :in1irecta por enz.imas capaces de activar pla~ 

min6geno presente en el ma:lio. Bajo estas consideraciones, se sup.iso que lo rnisno 

suce:ier1a par sobreposici6n de geles de poliaerilamida a geles de agarosa conteni~ 

do fibrin6;eno o fibrina. El fu-ea teñida - por coagulación - o transparente - por 

fibr.inolisis - permitirla identificar las baro.as con actividad. 

Por las té::::nicas anteriores, se observ6 que el veneno de!!.· ~· horridum pre­

senta actividad coagulante y anticoagulante (fibrinol1tica). Cano resultado de la 

aplicaci6n de a:ll.cuotas de veneno soluble aplicadas a pozos de geles conteniendo -

fibr.in6geno O, se p.xlo observar la fonnaci6n de un halo de fibrina, el cual pasado 

un lapso de tiempo ( "' 4 h.) , fue degradartlose paulatinamente dardo por resultado 

la fatmación de un halo interno par actividad fibrino11tica (Fig.8.1). La presen­

cia de este dltimo halo, debida a la actividad anticoagulante (fibr.inol1tica) de -

alguna enz.ima presente en el veneno, fue canprobada en geles de agarosa contenien­

do fibrina O (Fig.8.2) 

Hasta este memento, no se sabia si la actividad anti.coagulante se deb1a a la 

aoci6n directa de alguna enz:iina con activida:i de plasnina o en fonna indirecta, al 

activar el plasnin6geno contaminante presente en ambos geles. 

Para ver si la activ:idad fibrinol1t:!ca era directa o :in1irecta, se llevaron a 

cabo los misnos ensayos, pero esta vez se hicieron con la inclusi.6n de fibrin6geno 

y fibrina con menor concentraci!Sn de plasnin6;eno contaminante. Debido a esto fue­

ron utiliza:ios fibrinOgeno II y N, y fibrina II y rv. 
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flg.ll. \1) Halos de actividad coagulante y flbrlnolnlca resultano 
de la ,1pllcar::16n de alícuotas de veneno soluble d p<>zos do •Jales 
conteniendo flbrln69eno "O". (2) Halo flbr1nol!t1co debido a I• pro­
sencl~ de <l\guna enzl1M presente en el veneno de !:!· ll· horTldum 
a.1 sor <lpllc.:100 n pozos do goles con flbrlna 11 0 1

'. tn ürnbos casos 
los glllC!s fu".l1on t<:hldos con nogro de amldo 0.1%. 

~ 
~ 

-~·o l 
.·:.._.¡.;: ~· 

rLg. 9. Obsorw•cl6n do la octlvldad coa~ulante y flbrtnnl!tlca Indirec­
ta on golos conteniendo ftbrln6qeno o fibrina 11 y IV. &n flbrin6gono -
11 (1\ y 'N (2), se obse!Va que el halo de .1ct1vldad CO'>Qulante no com 
bl6 on su dl41'1etro, en cambio en goles de flbrlM I1 (3) se observa - -
quo al h•'\o flbrlnoU\lco se redujo, des.,p.lrectondo on aquellos conto­
nlonrlo flbrlM IV (4). La presencia v \a ausencia del h~lo librlnolntco, 
so explica por la presencio y la 11usontl0 do pl>sml:i6gcno contaminan­
to on cada uno de los irndlos. 
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En fibr:in6;;eno II y rv se observó que el halo de actividad coagulante no carn­

bi6 en su di&netro (Fig. 9. 1 y 2) • En cambio se observó que el halo f:ibr"inolitico 

se relujo en geles de fi.b:dna II y desapareció en aquellos geles contenieroo fibri 

na DI (Fig. 9. 3 y 4). 

Estos resultados fueron corrob::irados al ser añadido plasn:in6geno piro (Ver. -

II.3) en geles de fibrina II y rv. los halos f:!brinol1ticos que no se presentaban 

en geles de fibrina rv, se pi:esentaron por :r.econstitución de plasnin6geno enel me­

dio (Fig.11.2.) y lo miSllO suce:lió con geles de fibrina II, en los cuales la pre­

sercia de una mayor ccncentraci6n de plasnin6geno permiti6 observar un incremento 

en el di&netro del halo fibrinol1tieo (Fig.11.1). los resultados con distintos ti­

pos de fibrina con o sin plasnin!igeno ex6geno se representan en la Fig.12. 

Para la identifieaci6n de las bandas con actividad coagulante o fibrinol1tica 

del veneno, se sobre¡;:usieron geles de tris conteniendo veneno soluble sobre geles 

de fibrin6;reno O, o fibrina O. Cano p.iede observarse en la Fig.10. los dos ti¡:x:is -

de actividades pudieron distinguirse ya que su movilidad electroforética fue muy -

diferente: la actividad coagulante migr6 mucho menos que la fibrinol1tiea. Con in­

cubaciones a tienpos largos (N 18 hl , y con las cantidades de veneno utilizadas, -

tanto la zona de formaci6n de fihrina cano la de degradaci6n de la misna, fueron -

muy ex:tensas; con tiempos m!s cortos (2 hl y menor cantidad de plasnin6g~ en el 

sitana (filrina II) se ¡;:u:io observar que la actividad fibrinol1tica pod1a ser asi2_ 

nada a dos canponentes con lllCIV'il.idades electroforéticas muy parecidas, fenlmeno -

que no oourri6 en la fODnaCi6n de fibrina (Fig.1.3). 

En la misma fonna, se sobrep.isieron geles en pi:esel'Cia de lauril sulfato de -

scdio (Laemnli, 1970), que conten1an veneno soluble, a geles de agarosa con fibri­

n6geno o fibrina. Algunos de estos geles antes de ser sobrep.iestos, fueron lavados 

durante 1.0 minutos en presencia de Tris/HCl 0.1 M (pH= 7.95), y a otros se les hizo 

el mismo tratamiento, pero añadiendo trit6n al 0.5%. En los tres casos los resulta­

dos fUeron ne;ativos, al no producirse areas de microcoogulos de fibrina ni tanpoco 

!reas de fil:lrinolisis. 
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l'i.¡. i u • ldont1flc.1r:t6n cie las bandas con ac:tlvldad coagulante 
;• ftbrlnoln1c.1 da! vanano de.!:!.· ..Jl.. horTldum, por sobrepo11lcl6n 
do golos do tris a 9eles de ae;¡aroaa conteniendo flbrtnóe;¡eno o 
flbrln•l "O" (A v C respocttvamente), La fonnac16n de un c~e;¡ulo 
da flbrlna en A • muestra que la acttvldad coa9ulante dada por -
una sola banda - al comparar con B - ml9r6 menos que el &rea 
do flbrlnollsls en C. En todos los casos se apllcaro'n 143 uq de 
veneno y se 1ncub6 durante 18 h. 
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Fig. 11. Comprobación de la actividad fibrinolftica lndirecta del veneno 
de 1:1· ,h. horridum , por reconstituci6n de plasmin6geno en el medio. -
(l) Por reconstitución de plasmin6geno en geles de fibrina II, se obtie­
ne un halo de dii'.tmetro mayor al obtenido en la Fig. 9 , 3. (2) Por re­
constitución se presentau un halo de fibrinolisis en geles conteniendo -
fibrina IV, que en su ausencia no se presentaba (Ver fig. 9,4.) • 

.... z. u111a•o Dll lllllD flUlftDllllCQ DOTUIDO POR ••THACCIH DI lOS J TIPOS DI llllll•A 

1• PRUUCIA :'f AUIUCIA DI PlASllllllHIC:l.O.IDllUVlll lA AUU•CIA DI HlD H lA l•tlAACCUI• 

llPIP lJ ' lll AUH•CIA Dl l'lAStllllOCllllOI. 
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FlQ,13. IdonUflc:acl6n de dos banda• responsables de la actividad 
fibrlnoll\lca indirecta presentes en el veneno de .Ji.~ horrldum , 
El qol· on placa -io poUacrl111mid11 con amortlqu11dor de tris ( Jovln 
et al. , 1964) contoniondo el veneno soluble ( 143 )11;1) fue •obre­
paosto a un qol de ai;i11rosa conteniendo flbrln11 ll (menor c11nt1dad 
de pl11smin6c;oeno en el sistema). LD preaenc:l.ll de dos 'reas fibrino 
U\icas en tormll horizontal, fueron comp11radas con el qel tetlldo -:;­
c.:on azul de Coomassle R-250, encontrando dos componentes con -
movUidlldes electrofor6tlcas muy parecidas responsables de ha flbrino 
llsls. -
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III.3 FRACCINAMIENTO DEL VENENO SOLUBLE. 

El veneno de !!.· ~- horridum se hizo pasar a través de una columna de Fenil-~ 

farosa con el objeto de p.Jrificar una enzima con actividad de fosfolipasa (M:Jtivo 

de otro trabajo del laboratorio). Para ello. el veneno crudo fue disuelto en amor­

tiguador de NaP04 10 mM pH=6.8 y el sobrenadante se aplicó a la columna, eluyerrlo 

con eJ. mi.sno amortigua:'lor y finalmente se hizo correr un gradiente de 200 ml de -

NaP04 10 mM pH=6.8 VS 200 ml de NaP04 10 rrM Eii== 6.8 + Etilenglicol 60%. 

la fracci6n F-I que se obtuvo a partir de la columna de Fenil-Se.farosa (Fig .• 

14), adanlis de que pose1a todos los ccrnponentes presentes en el veneno soluble a 

excep::i6n de la fosfolipasa, pose1a toda la actividad proteo11tica medida con -
BAEE: (caoo sus+..rato). Adanlis, se pudo canprobar que la misna fracción contenia -

a las enzimas responsables de las actividades procoagulante y fibrinol1tica. 

Por lo nove:loso y por ser la primera vez que se danostraba la presencia de -

activador-(es) de plasmin6;eno en el veneno soluble, nuestro intexes se enfoc6 ha­

cia su purificaci6n. Se pensó, que el activador de plasninógeno adanas de ser una 

enzima con actividad de esterasa, podr1a tener actividad caño tripsina, raz6n por 

la cual se utiliZ6 una colunna de Benzamid:ina-Sefarosa (.:i.nhibidor de enzimas con -
actividad de tripsina) • 

La fracci6n F-I fUe aplicada a la columna de Benzamidina-Sefarosa a la que -

posteriol:mente se hizo correr un gradiente de fosfatos (100 ml de NaP04 0.02 M vs 

100 ml de NaP04 0.02 M + NaCl 0.8 M pH= 7.2), se;¡u:ido de una soluci6n de §.cido -

acético (ACOH) 75 m1 0.1 M, neutral:i.Zada con 500 }11 de .Tris/HCl l. O M (pH= 7. 95) 

por cada tubo. !Ds resultados obtenidos mostraron la presencia de actividad de -

BAEE hidrolasa a lo largo de las fracciones I.3, I.4 e I.5 (Fig.15). En la fracci6n 

denaninada I.6, se observ6 un pico de actividad de 81\EE hidrolasa correlacionado -

con el pico de absorbancia obtenido cano resultado de la aplicaci6n de la soluci6n 

de !leido acético (ACOH) 0.1 M. Posteriormente se px1o detemú.nar que la actividad 

de B.1\EE hidrolasa en las fracciones I.3, I.4 e I.5 carrespond1a a la enzima ccn ~ 

so molecular de 65,000 dal. p.irifieada por el grupo de Alag6n (1982). Y por otra -

parte se observó que el pico cie activ:idad de BAEE hidrolasa era resultado de des -

enzimas con peso molecular de 21,500 y 22, 500 dal. respectivanente. 
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Fiq. 14 • Cranatcgraf1a por afin:ída:l del veneno soluble de H. h. horri­
dum, en una columna de Fenil-Sefarosa. Obteniendo 5 fraccioñes7 de-faS 
cual.es la F-I fUe utili2ada para fines del presente tral:ajo. El sobrena 
dante del veneno total (10 mll, fue aplicado a la columna, eluyenél.o coñ 
,., 120 ml de NaP04 10 lT"1 ¡;H=6.B y Unalmente se corrió un gradiente (G} 
(200 ml de NaP04 10 r.M pH=6.8 vs 200 ml de NaF04 10 rtM ¡i1=6.B + Etilen­
glicol 60%). La fracci.5n F.:V contiene a la Fosfolipasa (Motivo de otro 
trabajo}. 

38 



.... 
! 
e 
e 
o co 
(\j 

C[ 

l.4 . 170 

w, G W2 A 

1.0 

' ' ' ' 
UIO 

40 
lt.1 · 1.1 :e.a 

t---1~ 
1:.4 

~ 

r o. I 
2.0 ~ 

:E 
E t 0.2 

o 400 
o 

ml 

F~. l.5 • Cranatografla por afinidad. de la fracci.6n F-I en una col1.1111na de 
BenZamidina-sefarosa. Obtenien:lo una fraccil5n (I.6), la cual contiene a' -
dos isoenz:imas (activad.ores de plasnin5geno) • La frao:::i6n F-I, fue aplica 
da a la columna eluyéndose con ... 100 ml de NaP04 0.02 M (pH=7 .2) CW1), pos 
teriormente se hizo correr un gra:liente de fosfatos (l.00 ml de NaP04 o.o"! 
M vs 100 ml de NaP04 o. 02M + NaCl O.SM ¡:ir-=7 .2) (G) ; seguido de una eluci6n 
con el misno anortiguad.ar (20 ml de NaP04 0.02M + NaCl O.SM pH=7 .2) (W2); 
por tlltirno, se aplic6 una soluci5n de 75 ml de .llCOH 0.1 M (A) neutraliZa­
da con 500 pl de l. O M de Tris/fCl (pH=7. 95) por cada tu.l:o, y que corres­
pon:le a las enzimas de N22, 500 dal. (activad.ores de plas:nin6geno). Se ob 
serva la presencia de acti~iélad de BAEE hidrolasa a lo largo de las frac= 
ciones I.3, I.4 y 1.s. En la fracci& I.6 se observa un pico de actividad 
de BAEE-hidrolasa correlacionado oon el pico de absarbancia a A28Q nn. 
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Para la deterrn.irulci6n de los pci;os moleculares, se hizo un corrimiento de la 

fraa::il5n I.6 en geles de lauril sul.fato de scdio (I.aarmli, 1970), canpn-arrlo con 

tres estándares de peso molecular conocido ( BSA, OVoallllnina y Ribonucleasa ) , -

{Fíg.16.). I.a presencia de dos !::andas conspicuas r;iennitió determ.lnar su peso mol!: 

cular. Par otra parte, el corr:imiento de la mis:na. fracción (I.6) en geles de Tris 

{JOITin et al., 1964) mostraron la presencia de dos bandas que p.idieron se.r corre­

laci.orlcdas con aquellas cuyo peso molecular habia sido det:ermína:1o. 
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Las ban:Ias de la fracci6n I. 6 presentaron un p.lllto isoelé=trico ll\1.lY i;:arecido 

(4.6), raz6n par la cual se difieUltaba su sei;:aración. A pesar de esto, se hicie­

ron varias corridas intentando separarlas. Para ello, una vez aplicado el grédie!! 

te de fosfatos, se :intent6 su separación por me:iio de dos pasos { lic:i.do acético -

.ACC'ii a 0.02 M y O.OS M ) respectivamente. También, aplieando un gr<tliente de NaP04 

20 trM {pfl=7 .2) vs P..COO SO trM, y por dltjmo aplicando un grmiente de N:OH S nM vs 

u;oH SO nM. En los tres casos se naitraliz6 con 500 p.l de Tris/RCl l. .o M ¡:H=7. 95; 

los resulta:ios obtenidos no füeron satisfactorios, raz!5n :r;or la cual. se de::idió -

trabajar con anbas enz.ünas. 

La frac:c:i6n I. 6 se prob6 en geles conteniendo fibrina O y IV, 1os resultados 

obtenidos irdicaron la capacida:i de una o aml:as enz.imas de prcducir f:ibrinolisis 

irrlirecta a través de la activaci6n de pl.asn:í.n6:Jeno en geles de fibrina O {Ver -

Fíg.17). Recuerde q..ie al igUal que con veneno soluble, la presencia de plasmin6g~ 

no en el medio era detetminante para q..ie la activida:l fibrinolitica se lle<.rara a 

cabo. 

Posteriormente, se canprol::6 :r;or sobreposici6n de geles de tris conteniendo a 

la frao::i6n I.6, cpe ambas enz:imas son activaiares de plasm:!nógeno {Fig.18). Y d~ 

bido a su senejanza en cuanto a peso molecular, p.lllto isoeléctri.Co y por ser ambas 

enzimas activadares de plasninlSgeno, se les ha considerado cano isoenz:imas. 

Para corroborar la presencia de activad.ares de plasnin6geno en el veneno de 

H. !!· harrid.um y en la fracci6n I.6 se incluyeron muestras c:ontenien:lo urocinasa 

y calicreina en un gel de agarosa con fibrina "0". los halos obten:idos en los po­

zos 2 y 12 (Fig.17), son el resultado de la activaci6n de plasnin6geno par uroci­

nasa en el medio, en cambio se p.iede observar q..ie calicreina, aunque posee activ_! 

dad de BAEE-hidrolasa, no presenta actividad f:ibr:!nolltica. los ha.los S, 7, 10, -

11 y 15 corresponden al veneno soluble y los halos 3, S y 13 son el resultado de 

las isoenz.imas presentes en la fraccil5n I.6. 
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Flg. 17. Comprobacl6n de la presencia de a=ti•1..1doro3 do pl3smln6gono 
en ·JI veneno de H. h. horridum, al comparar con hil lrJ3 ftrblnollbcos 
producidos por ur;klMS.J <Jn el mismo '.;OI ( fibrir . .:i "(1" 1. Sú \ndlcan 
los pozos a los que ::o:-ros ponden Cddll •mil ::lo las mu»stra s: 5 , 7, 10 ,-
11 y 15 curresp:moan •J los halos flbrinolfttcos producidos por el vene 
no soluble; 3 ,a i' 13 son halos producto do las lsoen7.lm.is presentes­
en la fracción l.6 (Ver .. III. 31; 2 y 12 por Id presencia de ttroklnusa; -
4,9 y 14 :¡uo corresponden <1 kal!krelna no p~esentar. actlvidud flbrlno 
lítica. Período -:lo incubación 18 h. -
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Fig.18. Comprobación de dos isoenzimas (Activadores de plasmlnógeno) 
presentes en el veneno de H. h. horridum. El gel en placa de poUacrl 
lamida en amortiguador de tris( Jovin et al. , 1964) conteniendo a la -­
fracci6n I. 6 en todos los carriles, fue sobrepuesto a un gel de agarosa 
con fibrina "O". Las isoenzimas fueron separadas y sobrepuestas en el 
gel, quedando as! demostrada su actividad fibrinolftica lndlrecta, El gel 
sobrepuesto fue tei'\ido con neqro de a mido O. 1 % • 
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La ausencia de halos fibrinolí.ticos en la muestra aplicada de la fracción I. 6 

en presencia de inhibí.dores tales cano: Diisopropil fluorofosfato {DITP} , inhibidor 

de tripsina de soya {SBTI) y p-aminobenzamidina (P-AB) {Ver Fig.19), confirman la 

suposici.l5n de que los activadores de plasninógeno son enzimas proteoliticas del ~ 

po de las proteasas de serina y de ahí que se explique adanás su actividad de BAEE 

hidrolasa. Adanás, se pldo canprobar espectrofo~tri,.:amente, que el Diisopropil -

fluorofosfato inhibia por canpleto a los actiavdores de plasninégeno, p;rra ello fu!:: 
ron anpleados 50 pl de DIFP 5 nM y 50 pl de la fracción I.6. Por otra parte, la fa.!_ 

t-..a de inhibici6n con ~ido Iodo acético (IMJ y con Cisteina, danostr~on que no se 

trataban de proteasas de cisteir'..a, y lo misno sucedi6 con Etilen-diamino-tetra-acé­

tico (EDrA) y 1-10 Ortofenantrol:ina (1-10 Fl') , en el caso de que se hubiera tratado 

de Meta.lo-proteinasas. 

Por <lltimo, se presenta a contirn.lación un resumen en el procedimiento que se -

siguió en la p.irificacilSn de las dos isoenZimas -activa.dores de plas:ninó;¡eno- (Ver 

Fig.20}, as1 cano también una tabla ( Tabla 2 ) , donde se muestran en forma resumi­

da las recuperaciones de actividad enzimática obtenida a través de los distintos P:'! 
sos c:ranatogr§.ficos. 

TABLA 2. RESUMEN OE LAS RECUPERACIONES DE ACTIVIDAD ENZIMATICA A TRAVESO.E 

ioOS OISTINTOS PASOS CROMATOGRAFICOS OEL VENENO OE!Helodermll horridum horridum l. 

fraccidn Q1igcn de la P1otein a Actividad Tothl Actividad E spe- Re,.dlm ieolo Veces de 

traccioo (mg) .!. ( Unid:ido s} tífica (U/mg) puii ti catión 

Veneno Veneno 1C0.0 7 60.0 1. 6 100.0 

Crudo Lioliliudo 

F-J: flnil-S•taion 65.0 786.5 12.1 103.5 1.6 

L6 Bcnumidlna- 5.4 626.4 116.0 82.4 15.3 

Sela1ou 

!. Asumiendo que 1 unidad de aba a1bmnci1 1 280 nm es igual • lmg/ml • 

.!! Actividad medida con BAEE como subst 1ato; la deflnlcicln de unidad ip11cce ba¡o Material Y 

Métodos. 



!j • - ••••••• - .• . .• - •• - ••••••.• 1 

9 

14- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ••• - 10 

Fig, 19. Identiflcaclón de los activadores de plasmln6geno como 
enzimas proteoU:Ucas del grupo de las proteasas de serina. La 
ausencia del halo flbrlnolftico lndica que las enzimas presantes 
en la fracción l. 6 fueron Inhibidas por: Dllsopropll fluorofosfato 
(DIFP) pozos 6 y 11, lnhlbldor de trlpslna de soya (SBTI) pozo B 
y P-amlno-benzamtdlna ( P-AB) pozo l. Se presentan tambl6n los 
pozos donde no hubo lnhlbicL6n: con <fcido Iodo ac6t1co (IAAI po­
zod 3 ,S y 10; Cistelna pozos 2 y 14; Etilen-dlamlno-tetra-actStlco 
(EDrA) pozos 4 y 7: l-10 ortofenantrollna (1-10 Fl') pozo 9. Como 
control, en los pozos 12 y 13 fueron aplicadas alícuotas de la -
fraccl6n I. 6 en ausencia de lnhlbldores. 

..-
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VENENO SOLUBLE 

! 
FENll. SEFAROSA 

! 
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1 
FRACCION I OTRAS FRACCIONES 

CONTENIENDO 
FOSFOLIPASAS l 

BENZAMIDINA - SEFAROSA 

FRACCION 
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FIG.20. Estrateolo seguido con el ob}eto de purificar los 
enzimas (activodol"es de plasmlnooeno) del veneno de 

Holoderma horrldum horrtdum 
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DISCUSION 

La presencia de una enz.ima en un veneno txia:le ser determinada en un pt:'incipio 

por ciertas caracteristicas peculiares - actividades - que canparte con uno o más 

grupos de enzimas. Posterim:mente, por ensayos mlis específieos, se hace posible -

lle3ar a identificar con mayor eicactitud el grupo al que F&"tenece, debido al. con­

junto de caracterist.icas que presenta. 
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Las enzimas con actividad de BAEE-hidrolasa p.ieden denaninarse cano ester asas, 

ya que su actividad está confinada a enlaces ésteres que presentan los sustratos -

sintéticos cano el o(-N-benzoil-arg.inina etil éster {Bl\EE) • Pero ex:iste tarnbi~ un 

tipo de enzimas parecidas a tripsina que ¡::ertenece al gruIXJ de las proteasas de ~ 

rina, las cuales poseen especificidad por arginina y lis.ina (Strrud, 1974). Tedas 

aquellas enz.irnas que sean parecidas a tripsina, posee..11 actividad proteol1tica y -

tambi~ p.ieden presentar actividad ested.sica en sustratos sintéticos. En cambio -

las esterasas al "f:la.re=er no poseen actividad proteol1tica. 

De esta fot:ma, los resultados obtenidc ·:r el grupo de Ala.gón (1982), utili­

zan:lo una columna de Sefadex G-75, demostraron la presencia de dos picos con acti­

vidad de BT>.EE-hidrolasa { Fig. 6 ) • Sierrlo que el menor de ellos, estaba dado p::.>r -

la presencia de una enz:ima de peso molecular de ,-v 65,000 dal. tratándose de una c~ 

licre:ina ( Alagón, ccrnunicaci6n personal ) , pero faltaba por detenninar si la fr~ 

ción correspon:liente al pico de mayor actividad de BllEE-hidrolasa, estaba dado por 

una de las dos o ambas enz.imas de peso molecular de IV 22, 500 dal. presentes en di­

cha fracci6n y si esta actividad se debia a la presencia de alguna esterasa simplz_ 

mente o de alguna enzima proteo11tica parecida a tripsina. Por otra parte, se pen-

56 que en el caso de ser una en~irna proteol1tica, tal vez p:X!r1a intervenir en el 

sistema de coa.gulaci!5n sangu1nea en forma procoagulante o anti.coagulante ( fibrin2, 

11.tica ) • En un principio se sup.lso que de ser as1, terñr1a que ser en forma pro­

coagulante al actuar cano tranb.ina. Bajo estas suposiciones se sabia que benzamid! 

na inhibe en forma canpetitiva a aquellas enzimas parec:!das a trips:ina. La columna 

de Benzanidina-Sefarosa en ese caso pcdr1a dar menos resulta:los. 
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Tollarxlo en cuenta ta:lo lo anterior, se proceii6 a la pJ.rificación de una de -

las enz:lmas, pero paralelamente al desarrollo de este trabajo se llevaba a cabo la 

¡;urificación de fosfolipasa presente en el misno veneno. Por este m:itivo, el ven·~ 

no se hacia correr a trav~ de una columna de Fenil-Sefarosa ( Cronatograf1a por -

af:inidad } , obtenifuldose 5 fracciones ( Fig .14 } , de las cuales se tonó la fracción 

F-I, encontrfuldose to:la la actividad de BAEE h;idrolasa. El hacer pasar el veneno -

par esta columna, para na:la afectaba los pasos siguientes. 

la fracción F-I, se lavaba por la colunna de Be.nzamidina-Sefarosa ( Cranato­

graf1c:. por afinidad l (Ver III.3). Cano resultado de medir la actividad de BAEE h;!: 
drolasa, se observ6 que existe correlación entre el pico de actividai esterásica y 

el pico de absorbancia a A2BO nm, que corresponde a la frao::j6n I.6 ( Fig.15 ) en 

la cual se eilCllentran contenidas las dos enz:imas de peso molecular de ,.., 22, 500 dal. 

SUpcnie..TVJ.o en un principio, que una de las baro.as o posiblanente las dos poseían -

dicha actividad. 

Cano ya se ha menciona:fo, al caninezo del proceso de p..xrificaci6n se pensaba 

que dichas enz:imas pose1an actividad de tranbina, y se proce:iió a la elah:Jraci6n -

de ensayos que COIWjeran a probar esta hipótesis ( ver II. 6 ) • Al hacer el ensayo 

por difusión radial en los dos tipos de geles:. filu::in(:geno y fibrina "O", se obse:;:_ 

v6 que nuestra hipótesis no se canprol:aba y que la presencia de un halo transpar~ 

te con actividad fibrinol1tica nos cortlujo a aceptar la hip6tesis alternativa, es 

de::ir, que una o anbas pose1an actividad fibrinol1tica. 

Con veneno soluble, se observ6 en geles de agarosa con fibrin&jeno O, que la -

formación de microcoágulos de fibrina por acción de alguna enz.irna con actividad de 

tranbina pre=e::!1a a la fibrinol:ttica ( Fig. B .1 l . Por otra parte, se consider6 que 

el fibr:intigeno bovino ( Sigma Co. ) pod1a presentar contaminantes que interviniesen 

cano factores de confusi6n en los resultados. Por lo anterior, se ¡;:ens6 que tal vez 

la presencia de plasnin6geno, aunque en concentraciones bajas, t:Udiese ser activa::lo 

y de ah1, que se ecplicara la actividad fibrinol1tica en los ensayos. Esto nos con­

dujo a la pJ.rificaci.6n del fibrin6;Jeno { Ver II.3 l. 

se pens6 también, que si las bandas pose1an activ:idad de plasnina ~ ~· al -

disn:inllir las concentraciones de plasninógeno contan:l.nante, la actividad fibrino11-
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tica deb:=ría petma."lecer constante - si bien con ligeras variaciones - pero la d~ 

parición paulatina de dicha activ:idad al cambiar de fibrina "0" - "II" - "IV" { Con 

geles de poliacrilarnida y por difusión radial } , danostró todo lo contrario ( Fig. 

8.2¡ 9.3 y 9.4; 12 ). 

Los resultados obtenidos dieron a conocer, que no se trataba can enzimas que -

tuviesen actividad de plasn:i.na i.rrlependientanente de la presencia o ausencia de 

plasninégeno en el medio, sino al contrario, que para que se pudieran llevar a cabo 

la actividad fibrinol:ttica, se necesitaba de plasnin6geno y de la presencia de enz!_ 

mas que lo activaran. Fue ~sta, la primera vez que se consideró la presencia de ac­

tivador (es) de pla51\in6;eno en el veneno de !!· ~- horridum, corresportliendo a una o 

ambas ban:l.as. 

Para corroborar lo anterior, se pens6 en p.irificar plasninégeno h.Jr.)ano ( Ver -

II.4 ) • SUJ;'Ollierdo que al añadir fracciones {l.O pg/ml ) de dicho plasninégeno, en -

geles contenien:fo fibrina "II" y "IV", halos (difusión radial) =n actividad fibri­

nol1tica se presentar1an cano :resultado de la activación de plasninógeno por la ac­

ción de una o ambas bari!as ( A.ctivadores de plasnin6.;eno ) . 

Los resultados as1 obteni.dos, p.ieden ser observados en la Fig .12, donde se ºCE! 
sidera que la presencia o ausencia de plasrninógeno corres¡::orrle a cada uno de los n~ 

veles de tratamiento de ese factor, en relación con los t.res tipos de fibrina ( O, 

II y rv ) • Quedando as1 denostrada la presencia de activadares de plasninéxJeno en -

el veneno soluble. 

Al parecer se trataba con dos activadores. Los resultados ( Fig.18 } , darA.les­

tran que en realidad las dos bandas poseen dicha actividad. Esto, junto con la sim.f. 

litud de sus pesos moleculares: 21,500 y 22,500 dal. ( Fig.16 ) parec1an suponer la 

eicistencia de dos isoenzirnas con W1a actividad biol6gica especifica conan. 

Para corroborar los resultados obtenidos por las diferentes muestras ( Frac­

ciones del veneno ) , fueron incluidas dentro de los mismos geles, muestras contenie:! 

do uroc:fnasa, denostran:lo as1 la presencia de activadores de plasnin&Jeno en el ~ 

no. Taml?ilm se incluyeren 111L1estras de calicreina para demostrar cpe aunque esta filt_:!:. 

ma posee actividad de BP.EE hidrolasa, no posee la actividad pro;;>ia de las bandas de 



IUlest.ro interes. Estos ensayos se hicieron en forma cualitativa, sin anbargo, p.i~ 

den llegar a determinarse cuantit:r'.:ivamente, ya que se ha observado una relación 

lineal entre el diámetro de la zona de lisis y el lcgarítmo de la concentración -

de uroc:inasa hlmana, dentro de un rango que va de 1 a 1000 U/ml. La sensibilidad 

de este méto:lo está l:imitada a 1 U/ml de urocinasa bl.lmana. 

Para que se p.¡diera identificar el tipo de proteasas al que corresporrlen las 

dos barX!as, se realiz5 un ensayo ( Ver III.3 ) . De los resultados obtenidos, se -

observa que 3 de los 5 inhibidores ( DIFP, SBTI y P-AB } dieron resp.iestas posit.!_ 

vas ( in.lúbici6n ) , identifican:lo a las dos bardas cano proteasas de serina. 

Adanás, en la Tabla 2. se p.iede observar que los resultados obtenidos a par­

tir de1 veneno total para la fracción F-I y I.6, fueron l::uenos y que en la p.irif.!_ 

caci6n ·de este tipo de proteasas existe una gran s:imilitud con el veneno de Eláp.!_ 

dos, en los a.:iales las f'.nzimas p.iras presentan actividad especifica mayor que el 

veneno total ( Chang y Lee, 1963 } • 

Al pare::er no se hab1a danostrado antes la presencia de activadores de plas­

rninOgeno en un veneno. Esto conduce a cuestionarse si aquellos veneno que se han 

reparUdo conteniendo enzimas con actividad de plasnina, se deba ésta a la acción 

directa o en forma in:iire::ta - ~lega al veneno de!!.· ~- horridum - a la prese'l­

cia de activadores de plasninl5geno. 
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Por otra parte, pcdr1a pensarse que la acción del veneno deperrle del sitio -

dorxie fuera :inflingida la mordedura, y deperrliendo de ésto, se pcdria enten::1er ~ 

mo lo hace Bog'e:rt y Martin del Campo (1956} , que· la resp..iesta no es prerlecible a 

menos de que se tone en cuenta el desarrollo sist&nico que sigue a una morde:lura. 

Por una parte la acci.6n directa del veneno en contacto con un vaso principal, ~ 

mitir1a que aquélla enz:ima con actividad de tranbina precidiera a la actividad del 

activador de plasmin6geno, prcx:luciendo al final de cuentas una fibr-inopenia cano 

en los datos observados por Rosenfeld (1964), para el veneno de las serpientes -

pertenecientes al. gimero Bothrops y por otra, la presencia del activadar de plas­

min5geno pennitir1a la difUsi5n de otros canplestos y que la hanorragia que en a]:. 

gunos casos se presenta, fuera explicada t:er la presencia paulatina de plasnina.­

En ~ fonna anpieza a haber una explicaci6n para algunos de los síntanas que sé 
presentan a partir de una mordedura y que anteriormente no se pc:x:11a enterxler. 
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Esto pa:lria estar relacionado con los repartes de algunos de los efectos de -

mordeduras de serpientes en donde se muestra que los efectos principales en las -

victimas eran: sangre irx::oagu1able y a pesar de esto no sangraba rrttlcho (Reid, 1963) 

y qi.:;.e el f.ib::in6geno cano tal, por lo general se extinguia par coagulación y esta­

ba asociado con fibrinolisis (Reid et al., 1963 a y b). 

Re:!ch (1978), menciona que no existe ninguna evideoc:ia a favor o en contra so 

bre si el p1asnitl6::Jeno ¡_:articipa en la fisiologia de la fibrinolisis. Los resulta­

dos en este trabajo, dam.iestran que in vitre, tanto el plasnin6geno cano su activa 

dar realmente participan en l.a fibrinolisis. 

Por 1lltim:>, el activérloz:- de plasninógeno es sintetizado por la mayoria de los 

tejidos en vertebrados y parece ser un mecanisno general para la prooucci6n de pr~ 

te6lisis ext.racelular. Tasas elevadas de secre:::ión de esta enzima son observadas. -

en asociación con procesos que requieren prote61isis en un microambiente local. E~ 

tos incluyen ranodelaci6n de1 tejido y migración celular en función de tejido nor-. 

maJ., tales cano el desarrollo anbrionario, ovulac:i.6n, implantación de blastocisto 

e inflamaci6n, en los cuales la síntesis del activador de plasmintgeno es transit~ 

ria y regulada. La sintesis de esta enzima en c~las neoplásicas parece ser cons­

titutivo y pennanente. Por tcdo ésto, no es de ectrañarse que el activador de pla~ 

rnin6geno se presente en el veneno de Helcxierma h::>rridum harridum y quizá también -

se presente en las otras dos subespecies: !!· !!· eicasperatum y !!· !!· alvarezi con -

anteriocidad se hab1a observado, que los venenos de serpientes pose:ían actividad -

ant:!coagulante (fibrinol1tica) debida quizá a un can¡;:uesto capaz de activar al pla~ 

rnin6geno, pero esto no p.x:lo ser danostrado (f.lacI<ay et al., 1970¡ Rosenfeld, 1964). 

Con ésto, el activad.ar de plasnin6geno no solo adquiere la funci6n rancdela­

dora de tejidos y de migración celular, sino tambitm un mecanismo que permita la 

difusi6n de canp.iestos y activación de una proenzima (plasnin6geno), en el meca.ni~ 

rno de coagulaci6n sangu:ínea, cerno resultado de su introducci6n, al estar presente 

en el veneno de Hela:Ienna harridum horridum. 

ros venenos canparten caracter1sticas entre s1, debidas a la presencia de can­

p.iestos que con cierta similitud desempeñan actividades sanejantes. La presencia de 

estos can¡;:uestos y sus modif.icaciones nó p¡eden ser aisladas de un mooio que está -

subordir:iado a diferentes niveles cualitat:i.vos. Por tanto, siempre se hace necesario 
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crear ideas que conduzcan a un mayor entendimiento de los fenánenos naturales. En 

este caso pensaria:mos que, no solamente se trata de ptrificar un canpiesto y obt~ 

ner. información de sus propiedades. También se del:er1a tratar de enterrler el porque 

se encuentra ahí. Con ese objete>, debe:t::iamos trascender y encontrarnos con el orga­

nismo que contiene al canp.iesto en cuestión, y tratar de entender que el mismo, se 

encuentra cano resul~o de la interacción con diferentes niveles cualitativos, y -

que sus propiedades le han ¡;:emiitido manifestarse continuamente con vai:iaciones, ~ 

ro sin limitaciones de tiempo. SU presencia y la fluctuación de sus concentraciones 

se pcrlria pensar que responde a la intera=i6n en tcdos niveles: gl§ndula, organis­

mo, clima, predador, presa, denscd.ependencia del predador, presa y de la misna p::ib~ 

ci6n, etc •. ; y por tanto, dicho CCillpllesto no es inmutable, ni constante en cuanto a 

su concent.raci.6n y nos pennite - cano ya se dijo antes - un mayor entendimiento de -

los fenemenos naturales. 



CONCLUSIONES 

- El veneno de Helc:rle.nna horridum horridum, posee actividad coagulante y fibrme_ 

litica. 

- 1\Uilqlle el titulo de esta tesis menciona que se trata de las activ:i.dades coag)! 

lantes y anticoagulantes, ésta G.lt:ima se debe a la activ:idad fibrinolitica pr~ 

sente en el veneno de !!· !_!. horr:idt.w. 

- La actividad coagulante está dada I;X)r una enz:iroa de peso molecul.ar de "165,000 

dal. pero no fue identificada. 

- La actividad fibri.nol:ttica, está dada I;X)r dos isoenz:ima.s de peso molecular de -

tv 22, 500 dal. las cuales convierten el plasn.in6geno en su forma activa -plasni­

na- I;X)r lo qµe se les ha denaninado Activadores de Plasninógeno, y su presencia 

en un veneno, es denostrada por primera vez en este trabajo. 
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- La presencia de los activadores de plasrdn6geno, demuestra que si existe una -

e.ridencia directa ~ vitro, del plasninó;eno en la fisiolog1a de l.a fibri.nolisis. 

- Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la presencia de activadores . ·-
de pl.asminógeno en un veneno, forma parte del proceso que pennite la difusi6n de 

otros canponentes del veneno que act6an a nivel sisténico. 

- Por tlltimo, que el proced:imiento cranatogr&fico seguido para la p.irifiaci6n de -

los activadores de plasn:ln6geno, di6 bJenos resultados. 
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