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ABREVIACIONES UTILIZADAS EN EL TEXID

-~ DFP
- VIP
- PSF
= PHI
-~ CCK

- FITC

Benzeil Arginil Etil Ester
Tosil Arginil Metil Ester
Diiscpropil Fluoruro fosfato
Pé€ptido Intestinal Vasoactivo
Factor Secretorio Pancreftico
réptido Histidin Iscleucina
Colecisto cinina 8

Fenil Isotiocianato

Fenil Tiohidantoina



NOMENCLATURA DE LOS AMINOACIDOS COMUNES

A Alanina Ala
C Cisteina Cis
D Acido asp8rtico Asp
E Acido glutfmico Glu
P Fenilalanina Fen
Ga Glicina Gli
H Hiistidina His
1 Isoleucina Ile
K Lisina Lis
L Leucina Leu
M ¥etionina Met
N Aspargina Asn
P Prolina Pro
Q Glutamina Gln
R Arginina Arg
5 Serina Ser
T Tréonina Tre
v Valina val
W Triptofano Trp
¥ Tirosina Tir

.

X Desconocido
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RESUMEN

El estudio del venenc deli Heloderma horridum horridum mues-

tra que esta compuesto principalmente de proteinas, de las
cuales la mayoria presentan actividades enzimSticas. Las

actividades enzimiticas detectadas son de tipo L-amino-oxi
dasa, fosfolipasa, hialuronidasa y proteinasas. Las enzi--
mas en conjunto ocaslonan los efectes del veneno del sau--—

rio.

En esta tesis se demuestra la presencia de un —-

componente tdXico "per se” en el veneno del Heloderma ho--

rridum horridum que ocasiona la disminucidn de la tempera-—

tura en ratones de experimentaciSn.

Por medio de cromatograffa en Sephadex G-75, se-
guida por intercambiadores iSnices de celulosa, se encon—-—
tré un componente polipeptidico de aproximadamente 25,500
de peso molecular; la toxina se comporta homog&nea por ==
electroforesis en geles de poliacrilamida y por inmuncdifu
sién. La toxina presenta un punto isceléctrico de 6.8%0.2

por electroenfoque.

El anXlisis de amino&cidos mostr6 que la toxina
contiene 221 resaiducs de aminoScidos. La secuencia N-ter-

minal de la misma es: N-Glu-Ala~Ser=-Pro-Lis-Leu-Pro-Gli-



.Leu-Met-Tre-Ser-asn-Fro-X-Gln-Gln-Tre-Gli-Fen... La com
paracifn de esta secuencia de aminoficidos con las demfis

conocidas (diccionario Dayhoff ) no presentS samejanza

significativa.

Con respectc a la actividad biolf6gica se encon
tré qgque los ratones de experimentacifn al morir muestran
disminucién paulatina y constante de su temperatura cor-

poral, por lo dque ge propone que se trata de una toxina
hipot&rmica

Para determinar el mecanismo de accidn se pro-
baron varios sistemas electrofisiolBgicos, en donde se -
encontrd gue la toxina ocasionaba disminuecidn de la ten-
sién activa en @l misculc papilar del ventriculo izquier

do de corazén de rata.

Para verificar la posible accifin de la toxina
en ia permeabilidad ifnica a travids de canales de Ha+,K+
vy Ca++ de membranas excitables se probS su efecto en sig
temas de voltaje sostenido 6 pinzas de yoltaje, en donde

los resultados fueron negativos.

La toxina es diferente a todas las toxXinas co-

nocidas a la fecha, incluyendo a la gilatoxina reportada
por A.Tu (1981).



I1.

INDTIGCE

‘INTRODUCCION R

1. Generalidades ........{.....

2. El heloderma tevrenneses

3. Caracterizacifn del venano B
Bioquimica..............J,;}
Fisiologia...........;-.-;.; Seas

4. Caracterizacitn de los cOmponent
ESterashesasesscacssnasas
Hialuronidasa...;......{;,.
Fosfolipasa A, cerrieseaniad _
GLlatoxXing sevecavsecsnecaias
Componentes peptidicos ,.......

5.

MATERIAL ¥ METODOS

1.
2.
3.
4.
5.
G.
7.
B.
9.
1lo.
1.
1z.

13.

Proposito de esta tesis ...;.L.

Extraccibn del veneno .....ses-.
ReEactivos y resinas saeceasasiss
Pruebas de toxicidad ......;...;........
Purificacifn de la toxina .,......

Purificacifn por H.P.L.C. .eesceesns
Electroforesis .......-...-...-.......u
Andlisis de amino8cidos ,........
Reduccibn y vinilpiridilaeién ..., .. .v. 722 :
Secuencia de am;no&cldos.........,....._:23':~,;'
INMUNOALEUSION «vaeesanasnsnsansasnassesn, 245
ENSayos enzZimSticoS seecassesnanssavasars 25
Determinacifn del efecto hipotérmico en _
TALONEE sststtasentsasssssssscnsnsntcnsse 206
Efectos en la tensifSn activa de musculo .

papilar cardiaco de ratd csvesccrsvonnens 27



IIT.

RESULTADROS

l. Caracterizacion general del veneno .....-
2. Purificacisn de la toxina hipot&xmica ...
3, Purificacifn por H,P,L.Cs ccacasvsnsnss
4., Anflisis electroforfticCo .cccvecesssasnnns
5. Composicifn de aminofcidos ..evevecvancas
6. Secuencia de aminofcidos s..icnceasnnccan
7. Determinacisn del punto isoeléctrico ;..{
8. Ipmunodifusifn de la toxina s..i.eeecsnss
.9, Efecto hipot®rmico de la tOXina ..eceveas
10, Efecto sobre el misculo papilaxr de

vii

corazén de rata

SA s s uhEturtednatnabsntan®

IV. DISCUSION

v.

VI.

El veneno del Heloderma horridum horriduﬁ

Purificacitn de la toxina del Heloderma
horridum horridum ..scsecencsceasasesnesens
Andlisis electrofOretictl c.cceensencnsansss
Caracterizacifn de la toxina ..ceeccrvnaa
Anflisis de amino8ecidos L..evcas

Secuencia de aminoicidos de la

tOXINA sevecctenstctsonsanenanne
Propiedades inmunoldgicas ..saeceessscssns
Propiedades hipot&rmicas .e.eversscsaccees
Efectos sobre mfisculo papilar cardiaco

Qe FatB .iecessnrssancanssessssssonnnnvnns

Otros ensayos electrofisiolSgicOs .i.cea.

CONCLUS IONES

PERSPECTIVAS FUTURAS

Pég

28
28
29
34
34

aL -
43 -
4T
4
50

53 

55 .
55

57
59
61
61

62
63
64

65
65

89



. viii
Piag.
vIT. AGRADECIMIENTOS ..................‘.'-l.:-..'_....'.‘. 70

VIITI. BDIBLIOGRAFIA «.ecveescsceassesnssssancoassanes 71



I. INTRODUCCION

1. Generalidades

El estudio de venenos animales muestra gque &stos son
una mezcla de diversos tipos de substancias, principalmente pro
tefnas, las cuales tienen diferentes funciones biclégicas, y -

que actuan sinergisticamente sobre la victima.

Los venenos de los animales tienen como funcién de -
ocbtencidn de alimento ¥y son a la vez un mecanismo de defensa.
Este ha sido el productoc de un large proceso de convergencia -
evolutiva que se ha llevado en la naturaleza, como una respues

ta adaptativa de varias especies biol&gicas a los retos del --

medio ambiente.

El estudio de los venenos animales, fue en un prineci
pio enfocado al aspecto mEdico y &ste fue el principal motivo
de su caracterizacifén sin embargo también, se fueron descubri-
endc paulatinamente los componentes de los venenos, y de su --—
funcién biclsgica. Esto despertS el interé&s de la comunidad -
cientffica, hacia la utilizaciSn de tales componentes como --
herramientas en el avance del conocimiento de mecanismos biolS

gicos normales {(Zlotkin, 1973).



Los venenos animales se han estudiado con diferen--
tes enfogues, desde un punto de vista bioguimico, fisiol&gico,
inmunoldgico y farmacol8gico. Esto ha hecho gque el nGmero de
publicaciones anuales relacionadas a este campo se incremente

en forma considerable, por lo gque se hace diffcil la revisién

detallada de toda la informacidn.

Para describir en forma general a los venenos se pue
de afirmar, por ejemplo que en £l caso de los venenos de ala—-
crin y de los venenos de serpiente de la familia Elapidae -
(cobras, mambas, coralillos) e Hidrofidae (serpientes marinasy,
su letalidad se debe a toxinas polipeptidicas, puesto que es--

tos venenos no poseen actividades enzimiticas proteoliticas --

pradominantes (Tu, 1977).

Por otra parte, los venenos de las familias Crotali-
da (serpientes de cascabel) y Viperidae, tienen una accibn --
principalmente debida a enzimas, muchas de las cuales partici~
pan activamente en la ceoagulacién sanguinea, en fendmenos de -
anticoagulacitn, en procesos hemorrigicos y hemoliticos, otras
acciones farmacol6gicas ¥y fenfSmenos liticos de membranas celu-

lares yrmitocondriales (Ta, 1I977).

Existen otras especies animales productoras de vene-

no como peces, anfibios, y anémonas de mar.



Los trabajos realizados con las toxinas encontradas -
en estas especies, como la tetrodotoxina, batracotoxina, y los
pEptidos t&xicos de an€mona de mar, han permitido utilizarlas -
como herramientas en estudios gue han faeilitado la caracteri--
zacibn funcicnal del canal de sodio {(Narashi 1974, Caterall, =--

W.A., 1977).

Por otra parte, con respecto a los saurios, s6lo se -
conoce un 4énerco venenoso, el del heleoderma, cuyo venenoc se re-—

porta como principalmente enzim&tico (Tu, 1977).

La complejidad de los venenos limita sus estudios, a

enfocarse en un solo aspecto,

En la actualidad todavia no es posible dar una expli
cacidn satisfactoria, del efecto integral de los venenos en --
los tejidos de los organismos afectados, por lo que las inter-
pretaciones del mecanismo de accifn se limitan a las condicio-

nes experimentales usadas.

El estudio de los venenos muestra:

a) Poseen componentes polip&ptidicos t&xicos de natura-
leza muy variada que son capaces de interferir y al
terar diversos procesos biolSgicos dentro del orga-

nismo.



b} Constituyen una de las fuentes mis ricas de enzimas -
que existen en la naturaleza, (fosfolipasas, protea-~-

sas, hialureonidasas, nucleasas, etc.).

c) 1La estabilidad de la mayorfa de los diversos componen
tes del veneno suele ser elewvada, lo cual facilita su

estudio.

2. E]l Heloderma

Los sauriocs venenoses conocidos en el mundo pertene-—
cen al g&nero Heloderma, el cual se encuentra en el orden -
Squamata, el mismo orden al cual pertenecen las serpientes ve-
nenosas. Los saurlos venenoscs comprenden sf6lo dos especies,

el Heloderma suspectum, el cual es conocido comtnmente con el

nombre de "monstruo de gila®™. E1 Helaoderma susSpectum tiene —-—

dos subespecies el Heloderma suspectum suspectum y el Heloderma

suspectum cinctum. El monstruco de gila es la especie mas estu-

diada y se encuentra localizada principalmente en los Estados -
Uhidos. en las regiones del suroeste de Utah, sureste de Utah,

sureste de Nevada, en Arizona, ¥ el desierto de Sonora en MEéxico.

Por otra parte la otra especie conocida, es el -—

Heloderma horri8um. El Heloderma horridum tiene tres subespe-

cies el Heloderma horridum horridum, el Heloderma horridum -

alvarezi, y €l Heloderma horridum exagperatum.




El Heloderma horridum se encuentra distribuido en --—

toda la costa del Pacifico en México y se le conoce con el nom
bre comlin de monstruo de cuentas y de escorpidn en algunas --
zonas. Las especies estudiadas enh esta tesis pertenecen a la

especie Heloderma horridum horridum, y fueron colectadas de la

regifn de Chamela, Jalisco, en la Reptiblica Mexicana.

3. Caracterizacitn del Veneno del Heloderma

A) TOXICOLOGIA

a) Heloderma suspectum

La Lbgy del Heloderma suspectum ha sido determinada

por varios investigadores, con los sBiguientes resultados:

Animal via de L.D. {ug/g) Referencias

usado ansayo

Ratén Intravenoso 2.0 Tu y Murdock (1967)

Ratdn - 0.8 Mebs y Raudonat (1967}

Ratésn Intraperiteg 3.0 Patterson {1967)

neal

Ratén Subcut8nea 4.0 Styblova ¥y (1967)
Hornalik

RatsSn Intravenoso 0.4 Styblova y {1967)
Kornalik

Rata Subcutinea i4.0 Stanhenke et al. (1970)

Rata Intracardial 1.0 Paterson {1967}



b} Beloderma horridum

Para la especie Heloderma horridum horridum se repor

tan las siguientes LDgg-

Animal . via de L.B. (ug/g) Referencia
ensayo

Ratones - 0.8 Mebs y Raudonat (1967)

Ratones Intraperitoneal 2.0 Alagdn et al. {1982)

B} CARACTERIZACION BIOQUIMICA DEL VENENO

a) El Heloderma suspectum

El veneno del “monstruc de gila® consiste principal-
mente de protefinas y de principios tb6xicos que estin en las --

£racciones no dializables. El veneno del leloderma suspectum

contiene actividades de hialuronidasa, fosfolipasa Ay, activi-
dades liberadoras de cininas y actividades proteoliticas a =--
pH 8.5 {(Mebs y Raudonat 1967, Mebhsa, 1968), también contiene --
sodic, potasio, calcio, magnesio, trazas de aluminio, 2zinc ¥

cobre {(Mebs y Raudonat 1967).

No se detectd actividad hemolitica contra eritroci--

tos en este veneno. El Heloderma suspectum suspectum muestra

actividades del tipo arginina esterasas, as! como peptidasas -

(Tw ¥y Murdock, 1967}; el veneno hidreliz$ Ala-Gli, Ala-Fen, -—-



Ala-pla, Gli-Gli, Gli-Leu, Gli-Tir, Gli-Val, Leu-Gli, Leu~Fen,
Fen-Gli, Gli-Gli-Ala, Gli-Fen-Fen y Leu-Gli-Fen, los pé&ptidos
no hidrolizados fueron Gli-asp, Gli-Glu, Leu-Val.

b} El veneno del Heloderma horridum horridum

El venenc del monstruc de cuentas se compone princi-
palmente de proteinas; €&stas se encuentran a una concentracién
de B0 mg/ml y con un pH de 6.7 a 7.0 {Alagdn et al., 1982}. -
El veneno contiene las siguientes actividades enzim8ticas: --
fosfolipasas A;, hialuronidasas, y benzoil-arginil-etil-éster

{(BAEE) hidrolasas, asi como benzoil tirosil &ster hidrolasas,

Las enzimas encontradas en este venene son sanejantes
a las reportadas por Mebs (1972), Tu y Murdock {1967) ¥ -

Styblova y Kornalik (1967) para el Heloderma suspectum. El ve

néHB del Heloderma horridum horridum presenta una propiedad --

muy interesante, puesto que conserva su actividad tSxica atin -

después de ser llevada a 120°C durante varios minutos (Alagbn

et al., 1982).

C) ACTIVIDAD FISIOLOGICA

a) Heloderma suspectum

Los primeros estudios fisiol&Sgicos datan desde 1897,

Cuando Santenson (referido por A. Tu, 1977) inyectS el veneno



en ranas, ratones Yy conejos. En ranas observd una aceidn cura
remim&tica en el centro respiratorio. En los ratones ocurrid

disnea e insuficiencia respiratoria. Loeb et al. (19132), tam
bi&n report& gque la principal causa de muerte era insuficien--
cia respiratoria. Ademis mostr& que el veneno causaba hemorra

gia en el tracto gastrointestinal, congestifn y edema pulmonarx.

l.os perros y las ratas inoculadas con el veneno de .
Heloderma suspectum desarrollaron hipotensidn, taguicardia y -
dificultad respiratoria. Tambi&én se obgervd una reduccidn en
el flujo carotideo, que era seguide de hipotensi&n y cambios -

en las presiones intratorfcicas postcavales {Patterson, 1967).

Se determinS gue el wveneno contiene un factor estimu

lante del miisculec liso no histaminico, y relativamente termo~-~

estable (Patterson, 1%67). Por otra parte el veneno nec tuvo -
EoN ] )

efecto sobre el sistema de coagulacidn en gato y conejo -

{Patterson y Leen, 1969). La fraccidn con actividad hemorrdgi

ca presentd actividad de arginina &ster hidrolasa (Mebs, 1972)'
la hemorragia ocurrfa en los intestinos, rificnes y pulmonas; =
la necrosis tubular observada parecia afectar a los tiibulos ~-=-
contorneados distales y proximales. Tambi&n se encontrs en el
lumen de los tfibulos y de las cfpsulas de Bowman, un llenado =

de substancia hialina o granular.



k) . El venenc del Heloderma horridum preoduce los siguientes --

sintomas de envenenamiento:

Disnea, convulsiones esporidicas, hemorragias en los
cjos, el tractoc digestivo, los pulmones, y finalmente produce
falla respiratoria. Esta sintomatologfa fue descrita iniciﬁl-
mente por Loeb (1913).

4., Caracterizacibn de los Componentes del Veneno del Heloderma

Recientemente se ha incrementadco el interés en la —-
purificacifn de los componentes de los venenos de los Helocderma
Algunos grupos de trabajo se han enfocado en la caracteriza--—
cifn de las enzimas, otrog en los componentes del venenc y fi--

nalmente otreos grupes, como el nuestro, en la bfisgueda de toxi-

nage.

El primer trabajo de la purificacifn de una enzima --
del veneno fue hecha por Mebs (1969), en donde describe el ais-
lamiento de una Kalikreina, la cual libera cininas de plasmaglo
bulinas e hidroliza &steres de arginina. La esterasa y la ac--
tividad liberadora de cininas es blogueada por Di-isopropil-
fluoro~fosfato (DFP), ademiis de que la liberacifn de cininas --
es blogueada por Benzoil-arginil—etil-&ster (BAEE) y Tosil-Ar-—-
ginil-Metiléster (TAME). El peso molecular reportado para esta
enzima fue de 76,000 {d) {Mebs, 1969).



a) Actividad Esterasa:

En el veneno del Heloderma horridum se encuentran —-=

actividades de esterasas detectadas con substratos sintéticos
del tipo de Benzeil-Arginil-gtil-Ester (BAEE) y Benzofl-Tiro—-
511-Etil-Ester (BTEE); de estas actividades se ha purificado una
de ellas (Alagdn y col. 1982).

La enzima purificada tiene un pesc molecular de -
65,0004. La purificacifn se ha llevado a cabo por procedimien
tos cromatogréficos e donde se fracciona el veneno de acuerdo
al peso molecular y finalmente en una columna de fenilsefarosa,
La enzima pertenece al grupo de las proteasas inhibidas por -~
los inhibidorxes de la Tripsina, de la familia Kunitz, tambié&n
produce la liberacidn de cininas, " La enzima ha sido denominada

recientemente como Helodermatina (Alag&n vy col. , 1987).

b) ©La Hialuronidasa:

La hialurconidasa es una enzima presente en la mayo--
rfia de los venenos de serpientes y de escorpicnes. La funcidn
biolbgica de la enzima se ha planteado como un factor para perxr
mitir la d4ifusibén (spreading factor) de los demSs componentes
tSxicos y enzimfiticos de los venenos. Esta teorfa fue propues

ta, por el grupo de Duran Reynals (19213).



La hialuronidasa, a pesar de ser un componente comin
en venenos de serpientes, scle cuenta con un reporte de puri--

ficacifn hasta el presente {Xu et al., 1980).

La hialuronidasa del veneno del Heloderma horrxridum

horridum est3 constituida por una cadena polipeptidica de peso
molecular de 63,000 y con un punto isoeléctrico de 5.0 y se re
porta como termosensible (Tu, 1983). Adicionalmente se ha pro
bado que la enzima promueve el efecto hemorrdgico de algunas -

'prote;sas cuando se aplican conjuntamente por via intrad&rmica

en ratones de experimentacibn.

c) La Fosfolipasa Ag:

Los intentos de purificacifn de la actividad de fos—-
folipasa reportan gue la enzima posee caracteristicas que la ha
cen diferente de las enzimas reportadas a la fecha, y que hacen

diffcil su aislamiento (Sosa et al., 19B6}.

La enzima presenta un peso molecular mayor gue las -
fosfolipasas conocidas, la comparacidn de la estructura prima-
ria cgon mds de 30 fosfolipasas muestra un alto grado de simili
tud. La regifn N-terminal tiene un 56% de homologfa con las -
fosfolipasas de los venenos de abejas. Pero es diferente en -
su punto isoel&ctrico Scido (4.25), en comparacifin con el de -

las abejas, que es bisico en general. Sin embargo, a pesar de
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que la enzima es estructuralmente diferente, parece compartir

secuencias peptidicas relacionadas al sitio de enlace para el

ca*™* involucrado en la funcifn.

Debido a la naturaleza de £86sil viviente del sanrio,
la fosfolipaea revela una singularidad gue puede ser un punto
clave para entendexr las caracteristicas de estas enzimas, du~

rante la evolucifn del reino animal (Sosa et al., 198&).

d) La Gilatoxina:

La gilatoxina fue una toxina descubierta en el veng

do del Heloderma horridum, y Heloderma suspectum [(Tu, 19381).

El reporte de la toxina s2 hizo poco tiempo despufs de gue

e

nuestro grupo propusiera la existencia de un componente téxico

"per se" {Mochca y Possani, 1980). La gilatoxina es un nuevo

tipo de toxina comparada con otras toxinas bien caracterizadas
como de scerpientes, escorpiones y abejas.

La gilatoxina es una protefna de 35,000 de peso mo-=-
lecular y ¢on un punto isceléctrice de 4,25, el procedimiento
de purificacibn involucra cromatograffia de filtracifn molecu~-

lar & intercambic ibnico. Finalmente la purificacidn a homo--

genaidad es llevada a caho por isotacosforesis (Tu, 1981).

La gilatoxina se describe como siwmilar 2 la toxina -
hemorrfigica G de Crotalus atrox,

{Biarnoeony Tu, 1978} vy a la



crotoxina de Crotalus durisgsus terrificus (Hendon, Frankel~

Courat, 1971} en gue son de pess molecular mayor de 20,000 ¥y

tienen un punteo isoel&ctrico &cido.

5. Caomponentes peptidicos de) Veneno del Heloderma:

En 1%82 [Raufman, 1982) se observd gue el veneno del
monstrucs de gila producfia un efecto secretorio en acinis pan=~-
crefticos disperscs del cuyo y gue adem&s, causaba un incremen
to hasta de 50 veces de AMPc, e inhibfa en forma dependiente -

de la dosis y competitivamente el enlace del p&ptido intesti-~
nal vasoactivg (VIP).

" Los autores de tales trabajos postularon gue el veng
no contiene factoxres gque interactiian con receptores a VIP y -~
que activan la enzima adenil ciclasa, por lo tanto se estimula
ba la gecrecidtn enzimitica de cGlulas acinares pancredticas, -
sin embargo se han encontrado cuatro compomientes kien caracte-

rizados, a los cuales se¢ les ha denominado:

a) Helodermina, con un peso molecular de 5,900 d, un ﬁo—
tente activador de la actividad a8enilciclasa (como -
el VIP ¥y la secretina) en membranas plasmiticas de -~
ratas, incrementa los niveles de BMPc e ilnhibe la -~
unibn de 12531-yIP en forma competitiva. La haelodermi
na - es un péptido de la familia de la secrstina, VIP,

pSptido histidin-isoleucina (PHI) {Hoshino, 1984).



b)

c}

El PSF o factor secretorio pancredtico con peso mole-
cular de 17,500 4. La funcid&n del PSF es la de esti-
mular la secrecifn de la amilasa de acinis pancrefti-
cos de rata en una forma mfis eficiente que CCK-8, bom
besina} el carbacol y la secretina, pero sin incremen
tar la salida de 35ca** y los niveles de AMPc (Dehaye,
1984).

La accidn secretoria fue dependiente de la presencia
de calcic extracelular y aleatoria a la secrecién in-
ducida por agentes como AMPc o por salida de Catt --

(vandermeers, 1984).

Las helospectinas I y 1II son pé&ptidos gue tienen 38 -
Y 37 residuos de aminofcidos, y cuya funcién es simi-
lar a la del VIP ¥ a otros miembros de la familia del
glucagcn. La comparacifn de las helospectinas con el
VIP muestra una homologfa del residuo 1 al 28, pefo -
debido a gque los miembros de la familia del glucagon
tienen estructuras similares pero diferentes funcio--
nee bioligicas, es posible gue las helospectinas es——
té&n mis cercanamente relacionadas a un p€&ptido de ma-

mifercs (Parker, 1984).



5. Prop&sito de esta tesis

Como todos los trabajos bioguimicos realizados ante

riormente con el veneno del Heloderma horridum horridum repor

taban la peresencia de enzimas hidroliticas: { Tu y Murdock, -
1967; Mebs y Raudonat, 1968; Tu, 1977; Alagln et al., 1981 )=
nosotros propusimos buscar en este venenc otros compohnentes -
proteinicos gque pudieran actuar como tfxicos "per se" y que -
por reconocer ciertos recepteores especificos fueran capaces -
de ser utilizados como herramientas para estudios de relacifn

egtructura funcibn ( toxinas y receptores).

Durante el éesarrollo de este trabajo de tesis, dos
nuevos tipos de substancias fueron reportadas en €l venenc de
Heloderma, por otros autores trabajando en el mismo campo: po
lipéptidos de bajo peso molecular, con efecto sobre pincreas
{ Dehaye J., 1984} y la gilatoxina una proteina con un peso -
molecular de 35 000 con efecto téxico “per se" {Tu, 198B1).
Esto reforzo nuestro interfs por la caracterizacifin de la to-
xina hipotérmica que habiamos desecrito con anterpioridad al -

‘trabajo de A. Tu, 1981.

De esta forma, el propositc del trabajo experimen—-
tal, objeto de esta tesis fufl:



a)

b=}

c)

d)

Aislamiento a homogeneidad del componente tSxico del

veneno del Heloderma horridum horridum.

Caracterizacisdn guimica de la toxina en cuanto a pe-
s0 molecular, propiedades electrocin&ticas, composi-
citn de aminoicidos y secuencia de aminodcidos de 1la

regidn N-terminal de la molé&cula.

Comparacién de la estructura primaria con otras posi

bles protefinas conocidas.

Estudic o descripeibn de algfin tipo especifico de -~

efecto farmacolfgico téxice (en este caso hipotér--

mia).



II. MATERTAL Y METODOS

1. Extraccidn del Venenc

El veneno fue extraido de animales en cantiverio de

la especie Heloderma horridum horridum, los cuales £fueron cap-

turades en la regidn de Chamela {Jalisco). Se realizaron vae--~
rias extracciones cada dos meses, durante un afnc, a los anima-

les considerados como adultos.

El procedimiento de extraccifin fue de acuerdo al mé&-
todo descrito por Leob (1913), el cual consiste en sujetar al
animal por la cabeza y hacerlo morder un tubo de goma. El sau
rio saliva en forma abundante, entonces el veneno es colectado

con una pipeta Pasteur directamente de la boca del animal,

. El veneno obtenido se centrifuga a 18,000 Xg durante
10 min. en una centrifuga Sorval, con un rotor SS-34 max =
10.8 em., en este paso el prop&sito es el de eliminar c&lulas
de descamacién presentes en el veneno y materiales no solubles.

El sobrenadante se liofiliza directamente,

2. Reactives y Resinas

Todos los reactivos fueron de grado analftico.



Las resinas cromatogrfficas proviniercon de Pharmacia
Fine Chemical, Upssala, Suecia (Sephadex G-75) y de Whatman
Ine. Clifton, New Jersey (Carboximetil-Celulosa, CM-32, Dietil-
amino-etil celulosa DEAE-32),. Loh'tubos de didlisis Spectrapor
Type 3 M {(limite de exclusisn de 3,500) fueron de Spectrum Me-
dical Industries (Los Angelesa, CA., U.S.A.).

3. Pruebag de Toxicidad

La determinaci&n de toxicidad de las diversas frac--
ciones a lo largo del proceso de purificacifbn se hizo por in--—
yeccibn intraperitoneal de diferentes cantidades de protefina -

en 0.1 a 0.4 ml de agua o de solucidn amortiguadora de acetato

de amonio (0.05 M pH 7.00) ,

4, Purificacitn de la Toxina

El veneno se solubiliz& en 5 ml de amortiguador ace
tato de amonioc 0.05 M pH 7.00 (en cada preparacifn se utiliza
ron 0.5 g de veneno}. El venenc diluido se aplicS a una colum
na de Sephadex G-75 (medio} (0.9 x 200 cm) equilibrada previa
mente con 1500 ml del mismc amortiguader. Las condiciones de
la cromatografia fueron a temperatura ambiente, presifn hidros

titica, flujo de 40 ml por hora, y se colectaron fracciones de
6 ml.



La fraccitn nGmero dos (Fracecisn II) se aplict a una
cclumna de DEAE-32 (0.5 x 10 em}. Las condiciones cromatogri-
ficas fueron: temperatura ambiente, presibn peristfltica de -
aproximadamente 40 psi y flujo de 40 ml por hora. La columna
se equilibré previamente con 500 ml de amortiguador acetato de
amonio 0.05 M pH 7.00. En este paso se obtuviercn dos fraccio
ﬁes: la primera fracclfn no se adsorbe a la coclumna en estas
condiciones, la segunda fraccibn es eluida de la columna con un
cambio en la molaridad del amortiguador de 0.05 M a 0.50 M de -
acetato de amonio pH 7.00. La fracci6n téxica se dializé en --
membranas Spectrapor 3 M, contra amortiguador acetato de amonio

PH 4.7 con cuatro cambiocs de 30 min de intervalo cada uno.

La fraceci6n tbSxica una vez dializada se ajustd a -~
pH 4.7 v se aplicb a otra coclumna de CMC=-32 1.0 % 20 cm de ~--—
amortiguador acetato de amonio pH 4.7. La elucisn de la colum
na se llevS a cabo con un gradiente de 0 a2 0.3 M de NaCl, con
250 ml para cada recipiente del sistema. Las recuperaciones -
cromatogridficas se midieron espectrofotométricamente con base
a la absorbencia a 280 nm. Para fines précticos se asume gue
1 unidad de absorbencia a 280 nm es equivalente a una concen—-

tracisn de proteinas de 1 mg/ml;

1l cm
E = 1.0 mg/ml
280 nm



5.

Purificacitn de la Toxina, por Cromatograffii Liguida de —-
Alta Presib6n {HPLC}. '

Un mftodo distinto tamb;én fue utilizado para la pu-
rificacién final de la toxina. Este se llevS a cabo en un cro
matdgrafo liquido de alta presitn Hewlett Packard, utiliz&ndo-
se una columna Waters I-~125 en amortiguador trietielilamina-
fosfato pH 2.25 en presencia de acetonitrileo al 1l0%, la colum=-
na se eluyb con un flujo de 1 ml ¥y se monitorizo a 280 nM, las

‘fraccicones se colectaron de acuerdo a su orden de elucién,

6. Electroforesis

El pesc molecular y el punto iscel&ctrico de la toxl
na, se determind por medic de electroenfogue. El peso molecu-
lar se determind en geles de poliacrilamida al 12.5%, 15% ¥y en
gradiente de 10% a 20% en presencia de SDS., (Laemmli, 1970).
Los geles se tifieron durante 6 hrs. con azul brillante de -~

Coomassie al 0.2%, isopropancl al 25% y Scido acftico al 10%.

" Tambifn se analizaron las distintas fracciones croma
tograficas por electroforesis en condiciones dcidas y en pre--—
sencia de urea 8M, utilizandeo la t&cnica descrita por Reisfeld
{1962). En esta t&cnica cada gel consta de una porcifn concen
tradora y una porcifn separadora, la primera estd constituida
por un gel con una concentracifn de 3% de acrilamida ¥ un pH

de 5.55, mientras gue la aotra, la m8s larga tiene una concen--



tracitn de 6% de acrilamida y de un pH de 4.8. Ambos geles —--

contienen urea en concentracifn de 8M.

Las proteinas migran hacia el cltodo en un amortigua
dor de[s-alanina-acético pH 4.42 (9 mA/gel 100 V). Las bandas
de proteina se tinen con azul de Coomassie G-250 (0.04%) en --
una salucidn de Scido percl&rico al 3.8% durante 40 min., con
un cambio, para despu€s destefiir el gel con &cido acético al
lo% y finalmente es foteografiado. Asimismo tanto el veneno, -

como la toxina fueren separados en geles a pH bisico segfin -~

Jovin et al. {1968) .

El punto isoeléctrico se determind bajo las condicip
nes descritas por Wriley (1971). Efectuaﬁdo el procedimiento
a corriente constante de 2 mA incrementando el voltaje hasta -
350 v, durante 3 hrs, a 20°C. Se utilizé mioglobina (pI = 6.8}

como referencia, (rango de anfeolinas 3 a 2 ).

7. hAnflisis de aminodcidog

Las muestras destinadas para andlisis de aminodcidos
se procesan de la siguiente manera; despu&s de ser evaporadas
y concentradas én un aparato Savant, se hidrolizaron con 200 pl
de HC1 por 24, 48 y 94 hrs. (Moore et al., 1963). E1 hidroli-
zado seco se redisolvis en amortiguader citrato de sodic 0.1 N,
pH 2.2 (amcrtiguador de cargado) en 60 pl y se transfiris a ——

los cilindros de aplicacifn de la muestra. Los an8lisis se --



llevaron a cabo en un analizador de aminoidcidos automftico --
Durrum D-500, en la Unidad de Andlisis de Amino&fcidos y Estruc
tura de Protelnas del Instituto de Investigaciones Biomédicas,
U.N.A.M. La resolucidén de los aminodcidos {&cidos neutros y -
bisicos) se realiz& en una columna de intercambio ifnico con -
una resina sulfonada. Los aminodcidos se detectaron colorimé-
tricamente a 570 nm después de reaccionar con ninhidrina a --
100°C (la prolina se detect& a 440 nm). La graficacidn e inte

—

gracidn de los picos cromatogrificos fue realizada por una com

putadora PDP-B.

Los valores de treonina y serina se extrapolaron al
tiempo cero, debido a su labilidad para 20 hs. de hidrolisis
dividiendo entre un factor de 0.95 y 0.9 respectivamente. Los

resultados se expresan como relaciohes molares.

B. Reduccifn v Vinilpiridilacién

La reduccifn de la toxina se llevS a cabo con ditio-
treitol (DDT) (8.33 x scbre n moles de Cis presentes) en amor-
tiguador Tris HCl pHl B.6 y clorhidrate de guanidina 6 M ¥y con
una concentracitn de EDTA de 1 mg/ml, Se afadi6 a la mezcla
de reaccifn una gota de octénol como agente antjiespumante para
evitar la p&rdida de la toxina durante el burbujeo con nitrd--
geno por 10 min, La muestra se incubs 2 hs. a 40°C. Despu&s -

se anadisS el agente alguilante {4-vinil-piridilo) en un exceso



de 'l a 10, se dejs por 30 min a temperatura ambiente.

La toxina ya reducida y winilpiridilada se cromato-
grafid en una c¢columna de Sephadex. G-50, usando &clido acé&tico

al 20% comc eluyente.

9, Secuencia de AminocScides

La secuencia de aminodcidos se realizf en un secuen-
ciador autom&tico Beckman B90 M segiin el sistema de Edman y =--
Begg (1967). El aparato realiza en la copa giratoria la rec--

cifn de Edman, la cual incluye tres etapas:

la. Acoplamiento, la proteina o p&ptido previamente
secadc se disuelve en amortiguador guadrol (pH 9.0-9.5) y es -
acoplado por su extremo amino terminal con fenilisoticcinato -
para formar un derivado fenil tiocarbamilo del péptido. La --
reaccisn tiene lugar a 54°C. E1l benceno precipita la protefna
y lava el excesc de fenilisotjiocinato (F.I.T.C.) mientras que
con acetato de etilo se arrastra el quadrol y los productos de

degradacisn del F.I.T.C.

2a. Ruptura, por la accién del &cido heptafluorobu-
tirico anhidro se separa el aminofcido N-terminal en forma de

derivade anilinotiazeclinona.



3a. Conversifn, las tiazolinonas de aminoficidos se
convierte en sus'respectivas feniltiochidantoinas (PTH) por -=-
reaccién con HCl 1 N bajo atm&sfera de N durante 10 min a --

80°C.

Finalmente se procedi$ a identificar a los PTH: -—-

aminodcidos por cromatograffia ligquida de alta presisn.

10, Inmunodifusién

Para inmunodifusidn se utilizd un gel de agarosma al
1%, La agarosa se fundioc a 60°C en amortiguador de fosfato -
salino (PBS) {(0.05 M pH 7.00) ¥y se aplico en una placa de 7 %
1l cm, posteriormente se dejs gelar la solucibn, para luego -

continuar con las correspondientes perforaciones en el gel,

La aplicacifn de la toxina II.l.4 (1.3 pg y 10 pg)
se& hizo en los pocillos centrales y los sueros de las ovejas
denominados 0, 145, 265 en los pocilleos circundantes (las ove
jas fueron previamente inmunizadas contra el veneno total de
Heloderma horridum horridum de acuerdc al reporte de Alagbn -

et al. {1982)).

Al finaljzar la inmunodifusi&n se lava la placa en
una solucifin de PBS durante 10 min, ¥y se seca por presifin ceon

papel filtro Whatman No. 1. El proceso se efectfia tres veces,



¥y luego se deja secar completamente. La placa se tifi® en una
solucidn de negro amido 10B {amidec black) al 0.5% durante & min.
" Para fijar y destefiir se utiliza una solucifn de Scido ac&tico
al 10%. Finalmente, se deja secar la placa durante varias ho-

ras, al cabo de las cuales se observaron las bandas de precipi

tado con un contraste adecuado.

1ll. Ensayos Enzimiticos

a) La actividad de esterasa fue medida espectrofotp
métricamente con Benzoll-arginil-etil-&ster~hidrolasa. Estos
ensayos fueron llevados a cabo a 25°C por la adicibn de la --
fraccin a analizar (Enzima) a una celdilla que contiene 50 mM
CaCl,, 1 mM By-Arg—0OEt, (BAEE) y 0.5 mM de amortiguador Tris-—
HCl pH 7.8 y registrando el cambio de absarbencia a 255 nm a -
intervalos de 10 segundo, por un perifiodo de 2 minutos en un vo
lumen ‘total de 1.5 ml, en donde una unidad de actividad enzimi
tica es definida como la cantidad necesaria para hidrolizar --

1 amol de sustrato en 1 min. en tales condiciones (Alagfn, --
1982).

b} La actividad de hialuronidasa fue medida por el
método turbidimétrico descrito por Tolksdorf et al. (1949) a
25°C. Una unidad de actividad es definida como la cantidad de
enzima necesaria para hidrolizar 1 pg de Scido hialurénico por

minuto a 25°C en 200 ul de una solucién de 200 pg/ml de &cido



hialurfnico en amortiguador de fosfato de sodio pH 5.3.

¢) La activided de fosfolipasa Az fue determinada -
por el procedimiento gque usa yema,K de huevo como sustrato —-
{Shulcah, et al., 1973). Una unidad de actividad de fosfolipa-
sa es definida como la cantidad de enzima necesaria para libe-
rar 1 umol de dcido grasc por minuto a pH B8.00 y 25°C en 3.0

ml de una solucisn de yema de huevo al 10% en 0.1 M de NacCl.

12. Determinacitn del Efecto Hipot&rmico en Ratones

La fracecifn II.l1.4 {(toxina) fue ensayada en una se--—
rie de ratones. Se tomarcon 10 ratones albinog y se les inyec-
6 50 png de toxina por via intraperitoneal. La temperatura de
los ratones fue medida como control antes de ser inyectados.
¥ se encontrd gue la temperatura media normal era de aproxima
damente 39.5°C. ({via rectal). La temperatura despufs de in-

yectar la toxina, fue medida con intervalos de 10 min.

13. Los Efectos en la Tensifn Activa de MGsculo Papilar Car-—-
dfaco de rata

Los experimentos gse llevaron a cabo en misculo papi-
lar del ventriculo izguierdo de rata, el cual se obtuve con --
una diseccifn ripida, coloc&indolo en un bafio a2 29°C que conte-—

nia 1 ml de solucifn modificada de Krebs-Henselet con burbujeo



continuo de 0O, al 95% y CO; al 5%.

El miisculo es puesto en forma vertical en el bano,
un extremc es unido a la base de la celda de ensayo y la otra
a un transductor ("strain-gaunge®). La preparacisn es estimuala
da el&ctricamente con un pulso cuadrado de 0.16 Hz ¥ 2 ms de -
duracién. El miisculo es continuamente estimulado hasta cbte--
ner un periodo de estabilizacifn antes de aplicar la muestra -
por cerca de una hora (la técnica usada es de acuerdeo a los —=-
procedimienteos desarrocllados por el Ing. Cruz Martinez del Bay

lor College of Medicine, Houston, Tx).

El voltaje estimulatorio se ajusta ligeramente mis -
alto que el umbral, y se permite otrc perfiodo de estabilizacién
para obtener una meseta de tensifn activa (respuesta al estimu
lo). Esta tensidn activa desarrpllada es la referencia 6 el -~

control designado en la curva de dosis-respuesta de la gr&fjca.

Asimismo para el caso de msculo liso de aorta de ra
ta, se utilizé soluciones de potasio en diferentes concentra--
ciones para despolarizarx la preparacidn {colaboracibén del Dr.

Tom Poder, del Baylor College of Medicine, Houston, Tx}.



III. RESULTADOS

1. Caracterizacifn General del Veneno

El veneno del Heloderma horridum horridum produce -

sintomas de disnea, convulsiones esporidicas, hemorragias en
el tracto intestinal, congestifn, edema pulmonar, finalmente
paro respiratorio, estos sintomas fueron ya descritos por --

Lech (1913).

El veneno fue estudjado por electroforesis en dife-
rentes condiciones, el veneno presenta un patron electroforg
tico en presencia de SDS de una complejidad de por lo menos
21 componentes, que se muestra en la figura (6). Por otra -
parte el veneno analizado por la técnica descrita por Reis--—
feld et al. (1962), en geles cilindricos de poliacrilamida -
al 7.5% en condiciones de pH fcido (4.7) y en presencia de -
urea mostrS un contenido de 15 componentes (fig.8), finalmen
te se analizf el veneno en condiciones de pH bisico(B.2) ( Jo
vin et al. 1964}). En este ultimo sistema se puede apreciar
una complejidad de por lo menocs 18 componentes, estos datos
confirman los descritoes por Alagdn y col, {(19B2). Sin embar-
do, en este filtimo sistema, la toxina hipot&rmica no es hien
resuelta dekido a su punto isvelectrico de 6.8, por lo gque =

solo se tomarid como referencia.

El veneno tuvo las siguientes actividades enzimati~

cas, Benzoil-Arginil-Etil-Ester-hidrolasa, fosfolipasa, hialu



ronidasa, sin embargo las fracciones correspondientes a la to

xina hipotérmica no mostraron las actividades antes menciona-—
das (Tabla 1).

Tabla 1
ACTIVIDADES ENZIMATICAS ¥ TOXICAS DEL VENENO DEL

Helcderma horridum horriduvm

Componente Veneno total IT II,1 II.2 Ir.l.4 II.).5
Toxicidad + + + + + -
Fosfolipasa + + - + - -
Bz-Arg—-OE

hidrolasa + + - + - -
Hialuronidasa + -

2, Purificacién de la Toxina Hipotédrmica

El primer paso en la purificacifn de la toxina fue -
la separacifn de los componentes del veneno total por filtra-
;iﬁn en gel, utilizando una columna de Sephadex G-75, en don~-
de se resolvieron 5 componentes (Fig. 1) la fraccién ndmero I
contiene las actividades enzimfticas de Benzoil-arginil-etil-
éater-hidrolasa. La fraccién II es la gue contiene la mayor -
actividad esterasa y tun poco de las demas actividades. La ——

fraccisén IT es la gue contiene la toxina hipotérmica,
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Cromatograffa en Sephadex G-75 del veneno soluble de
Heloderma horridum horridum.

S00 mg de veneno total se solubilizaron en amertiguador
de acetato de amonio 0.05 M pH 7.00 y se aplicarcn a --
una columna de Sephadex G-75 medio de 0,% X 160 cm a -
temperatura ambiente, la columna se eluyd con el amorti
guador antes mencionadc, con un flujo de 40 ml por hora,

la fraccifn II se junto de acuerdo a la barra horizon-=-
tal,

Bl volumen de las fracciones fue de 6 ml y la densidad
optica a 280 nanometros.



La fraccifn II se procesd posteriormente en una co
lumna de DEAE 32 (fig. 2) egquilibrada a pH 7.00. En esta fi
gura se muaestra la separacifn de las fraccicnes; F.II.l1 -~
que contiene la toxina hipotermica y F. II.2, la cual con-—-

tiene las enzimas proteoliticas.

1La fraccifn II.1l se dializé y ajustS a pH 4.7 en
presencia de amortiguador de acetato de amonio y se aplico
a una columna de CMC 32 (fiqg, 3), en este paso se obtuvo —-
un perfil cromatografico en el que el componente IT.1.4 co-
rresponde a la actividad t&xica hipotf&rmica. E1 componente
m8s basico (II.l.5) no mostrd ninguna actividad biolSgica
positiva (toxicidad) en los sistemas gue hemos estudiado. -
Lag fracciones procesadas en las columnas, muestran la recu
peracifn cercana al 100% en Sephadex y de 93% de la columna
de DEAE 32, sin embargo la recuperaciSn bajé para el caso
de la columna de CMC 32, a 84% como Be muestra en la tabla

II.
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Fig. 2. La fraccifn de Sephadex G-75 se aplicd a una colum
na de DEAE-32 (0.5 x 10 cm) a temperatura ambiente
con un flujo de 40 ml/hora. Se colectaron 6 ml por
tubo y se juntarcn de acuerdo a las barras horizon
tales, obteniendo las fracciones II.1 y II.2,

La columna fue tratada de acuerdo &z las condicion-
es descritas en el texto,
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Fig. 3. Ia fraccifn II.l se aplicS a una columna de CMC 212
: - (0.5 X'10 om) a temperatura ambiente y con un flujo
de 40 ml/hr. Se eluy8 la columna con un gradiente
salino de 0 a 0.3 M en amortiguador de acetato de
amonio 0,05 M pH 4.7, la grafica muestra el compo
nente 4 y 5 como principales, la fraceibn IT.I.4
muestra toxicidad hipotérmica {++)(4}.



3. Purificacidn por Cromatografia Liquida de alta Presidn

La fraccifn iI.l.4 de la columna de CMC-32 es -
procesada a través de una columna de cromatograffa liqui
da de alta presifin de tipo filtracién en gel, en las con-
diciones que se describen en material y metodos, con el cb
jetivo de guitar los pequefios contaminantes gue aun se ob
servan en la fraccifn por criterios electroforeticos. En
estas condiciones, la toxina se comporta como una proteina
de peso molecular entre el citocromo C y la albumina bovi

na, con un tiempo de retencion de 7.45 min. (Fig, 5).

4. Anfilisis Electroforético

El andlisis electroforétice en presencia de 5.D.S.
(Fig. 6) mostrd una scla banda en el componente II.l.4 de
CMC-32, la toxina migra entre los marcadores de peso molecu-
lar : anhidrasa carbonica de 31000 vy el inhibkidor basico de

tripsina 21500 por lo gue aparenta un peso molecular aproxi-

mado de 26000,

De acuerdo a la t&cnica de Reisfeld (1965) se ana-~
1iz6 1la pureza del componente II.l.4, en estas condiciones

se observo una sola banda que migra come un componeénte basi-
co (Fig. 7).



TABLA 11

RECUPERACION Y TOXICIDAD DE LOS COMPCNENTES CROMATOGRAFICOS

Columna Fraccibn

Sephadex G-75 I
II

III

v

v

% Recuperacibn

Tubocs laterales

DEAE -~ 32 II.1
IT.2

Total

Tubos laterales

cMe - 32 II.1.1
11.1.2

11.1.3

I1.1.4

CI11.1.5°

Total

Total

41.4
39,2
9.8
2.6
1.3
5.7

58.0

21.0
69.0
3.9

93.9

4.2
2.8
4.3
36.0
38.7

84.0

Toxicidad

Téxico
Letal
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Letal
Letal

Négativo

Negativo
Negativo
Negativo
Letal

Negativo

T6xico = Produce manifestaciones clinicas de envenenamien=

to.

Letal = Produce la muerte en un periodo de 2 hrs.

Tedos los calcules se hicieron por absorbencia a 280, .
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Curva de calibraci&n {en HPLE) de una columna de ex

clusién molecular, uszada para purificar finalmente
la toxina de Heloderma.

La columna es de tipo Whaters I-125. Los marcado--
res usados son BSA, (AlbGmina) (Cit C (Citocromo) -
NTX (Noxiustoxina). Bac (Bacitracina) y (los niG-
meros indican los fragmentos peptidicos de la -—
Noxiustoxina).

Las condiciones de corrida se describen en la si-«~—
quiente figura.
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- TIEMPO DE ELUCION

' Cromatografia liguida de alta presidn de la toxina -

II.1l.4.

Se aplic8 © 50 pl. de una solucifn con Agsgg = 1.0 en
una columna Whaters 1.125 usando amortigiuador de --
trietilamina-fosfato pH 2.25 con acetonitrilo en una
relacidén 2:1 V/V. Se usf un aparato Hewlett Packard
con un flujo de 1 ml/min, La toxina eluy® a 7.45.
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Fig. B. Electroforesis de las fracciones del veneno de -
Heloderma horridum horridum. En el carril 5 se en-
cuentra el veneno total (50 ug), el carril 4 es la
fraccidn II de Sephadex G-~75 (20 pg) y el carri]l 3
la fracecibn 1I.1l de DERE-32 (10 ng) en el carril
.2 la fraceifbn II.l. Toxina (10 ug) de CMC=-32, y =
en el carril 1 la fraccifn 1I.1.4% !10|§g) de la ==~
misma columna. (P.A. significa punto de aplicaci&n
c.I. indica el colorante indicador ).

l<

El gel contiene acrilamida al 15% y SDS,
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Blectroferesis del veneno total de Heloderma
horridum horridum, y la toxina #X.l.4 en con
-diciones &cidas segun Relsfeld (1962).

Se aplicarfn 100 ug de veneno total y 10 ug
de toxina II.l.4

de acuerdo a las condiciones
descritas en el texto.

{(P.A. punte de aplicacifn, C.I. colorante in
dicador).

a9 .
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Fig. B, Electroforesis de las fracciones cromatograficas del

venenc del Heloderma horridum horridum en presencia
de S.D.5.

La figura de izéuierda corresponde a un gradiente de
acrilamida de 10% a 20%, en el caso de la derecha es
de 15% de acrilamida.

Para loz carriles2 v5de izquierda y derecha respecti
vamente contienen marcadores de peso molecular que -~
sonj Fosforilasa B 92500, B.S.A. 66200, Ovoalbumina
45000, Anhidrasa carbonica 31000, Inhibidor de trip-
sina de soya 21500, Lisozima 14400, En los carriles

3 ¥y 4 (de izquierda v. derecha) estan 20 pg de veneno
total, asimismc en 4 y 3 corresponden a 5 pg de la -

toxina II.l1.4, para los carriles 5 y 2 se coloco fra
ccifn Ir.l1.5.

{En el carril 1 de ambos geles se tomo como referan--
cia con marcadores de peso molecular alto) .



5. Compesicifén de AminoS&cidos

Con este objeto se dializaron las fraceciones ho-
mogeneas contra agua y finalmente se liofiljizaron, proce--
di&ndose a caracterizarlas gquimicamente por anflisis de a-
minodcidos. Los resultados del anflisis de aminoacidos de
este componente componente toxico se muestra en la tabla -~
IITI, €l anflisis indica gque sSe trata de un polipeptide de
caracterizticas ficidas gue posef aproximadamente 221 resi-
"ducs de aminofcidos con un peso molecular de 25,600 4. La
composicifn de aminofcidos indica un contenido de mas del
25% de fcidos apirtico y glutfmico (en la moldcula) asi-
mismo un alto contenido de prolina 2%, por otro lado se -

cuenta con 20 cisteinas y 5 metioninas.



TABLA III Composicifn de aminoScidos de la toxina II.l.4

del venenc de Heloderma horridum horridum.

Aminofcido Hidrb6ligis a 48 hr. Residuos
AsSp 29.82 30
Tre 20,03 20
Ser 12,38 12
Glu 26,26 27
Pro 24 .96 25
Gli 13.58 ; 13
Ala 11.16 11 -
Val 6.80 7
Met 5.52 5
Ile 7.93 8 ’
Leu 4.03 4
Tir 6.98 7
Fen © 2,35 2
His .22 4
Lis 16.440 16
Arg 10.35 10
Cis 20.00 20
Trp . N.D. -

Total 221

Peso molecular aproximado * 25 415

a} HN.D.=no determinado

b}’ Pesc molecular caleulado sin triptofans.



6. Determinacifn de la Secuencia H-Terminal de la Toxina

Para la determipnacién de la secuencia N~-terminal
de la toxina,se utilizé un aparato Beckman 890 M, como se
menciond en la seccibn de material y mé&todos, La fraccifn
II.1.4 de la columna de CMC 32 pura se procedic a reducirla
y vinilpigidilarla,la separacifn de los productos colatera-
les de la reaccibn se muestra en la figura 9, posteriormen-
te se tomar&n aproximadamente 2 nmolas y se aplicarfn al mi-
crosecuenciador Beckman 890M, el aparato realiz& 20 ciclos

los cuales se identificarfn como se muestra en la figura 10.
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FPRACCION

Filtracifn en Gel de la toxina I1.I. de Heloderma

horridum horridum reducida y vinilpiridilada.

En una coluampa de Sephadex G-50 de 0.9 x 60 cm se
aplics 1.0 mg de toxina { 39 nmoles) redu-
cida y vinilpiridilada, en un volumen ade 1.0ml
de mezcla de reaccidn. Se eluyd con AcOH al 10%
con un f£lujo de 20 ml/hora, colectindose fraccio--
nes de 2.0 ml. Se eluys en primer término la toxi
na y en segundo los reactivos excedentea.
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-Glu-hla-ser-Pro-Lzs-Leu-Pro-Gl1—Leu-Met-Trc—Senwnsn-Pro—

15 S200
- X =Gln- Gln-Tre-G11 Fen...f

Fig. ‘10, Secuenclia de aminocfcidos de la regi&n N-terminal de
la toxina II.I. 4. de Heloderma horridum horridum.

La secucncia se llevd a cabo con S0 jpg de toxina -
eamxvalente a 2 n moles, con el procedimiento de --
Edman, en * un microsecuenciador Automitico Beck--
man B90 M. X significa amino8cido no identificado.
{Ver detalles ¢omn el texto).



7. Determinacifn del Punto Isoelectrico

Para encontrar el punto isoel&ctrico de la toxina,
se utiliz8 electroenfoygue analitiéo en geles cilindricos,de
acuerde a la tecnica descrita por Wringley, {1975). En donde -
se aplicarfn 20 mg de toxina ¥I.l.4 a un gel de poliacrilami
da al 7.5% y una mezcla de anfolinas de un rango de pH de 3
a 9, como referencia se utiliz# a Mioglobina ( P.I. 6.8} los
resultados mostraron que la toxina tuvo un enfoque en el
gel similar a la Micglobina, es decir aparentf un punto iso-

eléctrico de 6.B.
Para lograr el enfogue en el gel, se aplict corrien

te constante de 2 mA, y se incremento el Voltaje hasta 350 V,
durante 3hr a 20 °C. { Fig. 11).
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FRACCION

Eleci;roenfoque analftico de la toxina IX.l.4 de
Heloderma horridum horridum.

Se utilizaron geles cilindricos, en un gel se a-
plicaron 20 mg de toxina y en otro 10 pg de Mio-
globina como referencia, para los dos geles se -
utiliz8 un gradiente de anfolinas de 3 a 9 y una
concentracifn de acrilamida de 7.5 §

Para establecer el gradiente de pH se establecif
el procedimiento a corriente constante de 2 mA,
incrementando el Voltaje hasta 350 Vv, durante 3
hr.., a 20 °C,

En la grafica se observa el pH de las ‘fracciones
del gel gque se toma como referencia.



8. Inmunedifusidn de la Toxina

Para obtener un criteric inmunolbgico de pureza de
la toxina se utilizd inmuncdifusién. Mediante el usc de sue--—
ros inmunes provenientes de tres ovejas {(numeradas 0, 145 y
264) . Estas ovejas fueron inmunizadas previamente en el labo
ratorio, e€n contra de veneno soluble total de Heloderma —-—

horridum horridum {(Alagén y col. 1982). En el centro se colp

cfi la toxina de Heloderma horridum horridum y cn los pocillos

circundantes los sueros, seglin se describe en la figura.

Una vez llevada a cabo la inmunodifusién,{ 12 horas)
se observo una sola banda de precipitado en los pocillos 1,-
2, v 3, el pocillo numerc 1 correspondiente a el suerc de la

obeja 0 mostro la banda mas intensa de precipitado.
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Inmunodifusibn-con suero anti-veneno de Heloderma

horridum horridum.

»

En los pocillos centrales se aplicarcn 10 al de -
toxina, correspondientes a 1.3 y 106 pg.

En los pocillos circundantes se aplicaron las gi~
gulentes muestras de izguierda a derecha, 1 suero

de oveja G, 2 oveja 145, 3 aveja 254, en todos se
utilzf 16 pl y un control de PBS.

Se dejo la inmunodifusifn durante 12 horas a tem-
peraturs ambiente, Se tifi8 con Negro Amido al -~
0.5%,

e

49 .



9.- Efecto hipoté&rmico de la Toxina

El efecto hipot&rmico de la toxina se verificé por
medida directa de la temperatura en ratones de experimenta~-—
cifn, mediante la introduccifin de un termometro c¢linico en -
el recto de los animales. E1 tiempo de respuesta del termo-

metro utilizado fue del orden de 60segqundos.

Inicialmente se tomaron 10 ratones albinos adultos
de la cepa Balb/C, gue en promedio, mostraron un valor de =-
39.5 °C, este valor se tomc como control de temperatura cor-

peral para el ensayo.

Antes de medir el efecto causado por la toxina se
inyectaron ratones con varias dosis de toxina pura (de 30 a
100 g por ratén) . Se verifict gue la dosis de 50 ug de toxi
na por 20 gramos de peso corporal de ratfn, corresponde a--
proximadamente a la dosis letal media (L.D.so). Por esta ra
z68n, a un nuevo grupo de 10 ratones se les inyectaron SOpg de
toxina y se midio el abatimiento de la temperatura corporal .:
con intervalos de 10 min, para cada rat®n, hasta 40 min. A -
partir de este tiempo los ratones empiezan a morir por efec
to de la toxina, De esta forma en la Fig. 13 se graficd el -
valor de disminuci®n de la temperatura en funcifn del tiempo
para los ratones inyectados con toxina. Se indica tambi#n en
la grafica un promedio de la medida.’La variacifn de tempera

tura es bastante homogenea en la poblacifn inyectada y el aba



timiento de la temperatura corporal fue reproducible para

la misma poblacifn estudiada.

Cuando la temperatura alcanzd valores alrededor de
35 °C se observf6 la muerte algunos ratones, pero hubo ani
males gque resistieron hasta temperaturas in£eriores a 34°C
en donde la precisifn del termSmetro utilizado no permitis

continuvar midiendo la temperatura.
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52

Curva de disminucién de la temperatura en ratones

causada por la toxina 1I.l.4.

Se utilizaron 50 ug de toxina de Heloderma

horridum horridum en cada raton aIblno {cepa Balb

€.). Ee midi

la temperatura por via rectal, esta

bleciendo primero el promedic de temperatura basal

. ¥ Posteriormente se les tom$ la
intervalos de 10 a 20 min.

temperatura,

a



10, Efectons Sobre Misculo Papilar de Coraz8n de Rata

La toxinha fue probada en miscule cardiaco de =—
rata, mediante la aplicacién de fraccifn IT.1.4, a una -
celdilla que coantenia un misculo papilar de ventriculoe
izquierdo de rata disecado y en una solucifin Hinger, =
como se describe en la seceifin anterior, el ensayo se

hizo con dos concentracicones dieferentes de toxina de
136 y 408 nM.

Una vez aplicada la toxina se chservo el efecto
gobre la tengion activa del misculo durante 40 minutos
; €l cambio que se obhservo eh estas condiciones, fue -
la disminucidn'de la tensidn activa del misculo en.un

21% con respecto al eontrol, (Fig. 13).

El efecto que produce la nimodipina en este ti-

po de preparaciones es la disminucitn de la tensidn ac

tiva en un 100%; La nimodipina es un derivade de la -

nifedipina y ambos son inhibidores del canal ds ca*t.
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Esta grafica muestra el resultado de dos prepara-

ciones musculares, de misculo papilar de ventricu
lo izquierdo de rata,

Las lecturas fueron tomadas 10, 20, 30 minutos -
despues de la aplicacifn de la muestra, las lectu
ras de ambas preparaciones fueron un promedic en
los puntos 10, 20 y 30 minutos y graficadas.

Ambas preparaciones presentaronuna meseta de 21% de—
bajo del control.

{Para este experimento cont& con la ayuda del Dr.
Tom Poder del Departamento de Fisiologfa del del
Bayleor College of Medicine de Houston Texas E.U.)



IV. DISCUSION

La mayoria de los estudios en venenos de animales =
se han concetrado en las serpientés venencsas, especialmente
aquellas gue poseen neurctoxinas poderosas, asi como citotoxi
nas, mictoxinas, y toxinas hemorrigicas {Tu, 1977, 1981). --
Debido a la enorme cantidad de trabajos relacicnados con los
venenos de serpientes y alacranes, la informacidn con respec-

to al veneno del Heloderma hoxrridum horridum es relativamente

escasa. Una de las razones por las que el veneno de este sau
rio no ha sido bien estudiado es la dificultad para conseguir
cantidades suficientes de veneno (Tu, 1987, 1981, 1983), y --
por estar su distribucién geogrifica limitada a Am&rica del -
Norte. Probablemente el hecho de gue este animal es lento y
causa pocos accidentes por modedura tambi&n ha ayudado a que
sﬁ:.a'xeno sea poco estudiado.

El Veneno del Heloderma horridum horridum

El estudio del veneno del Heloderma horridum horridum

se ha incrementado en los filtimos anos, los trabajos que se -
han publicadc se enfocan en su mayorfa, a la caracterizacifn de
los componentes peptidicos del weneno. Debido a la naturaleza
f68i1 del saurio es posible hacer correlaciones filogen&ticas
de log pE&ptidos con actividades secretadoras y de activacliSn

de AMPCc gue se encuentran en el veneno {Vvandermeers, 1987}.



Sin embargo, tambi&n en el curso de los filtimos afies, se ha in
crementado el inter&s en la purificacifin de las principales --
actividades enzimiticas detectadas en el veneno, Como son: -—-=

Una esterasa, fosfolipasa Ap y, hialuronidasa.

Nuestro grupo de trabajo se interesa por las toxinas
en los venenos de animales, debido a su posible utilidad como
herramientas en estudios de las neurcciencias. De los venenos

estudiados, el del Heloderma mostraba posibilidades de conte--

ner toxinas, por lo gue se desarrollS una estrategia de purifil
cacifn para toxinas, dque consiste en fraccionar el veneno ini-
cialmente por peso molecular, y ﬁogteriormente remover las en-~
zimas presentes en las fracciones por cromatograffa de inter--
cambio ib6nico, {(DEAE-32). En estas condiciones, la mayorfa de
las enzimas proteolfiticas por tener puntos isoelé&ctricos fcidos
guedan adsorbidas a la resina y las toxinas son eluidas en el -
volumen de cérgada debido principalmente a su naturaleza en --—

general bdsica, como discutiremos adelante.

En esta tesis se muestra la existencia de una nueva =

toxina presente en €l veneno del Heloderma horridum horridum.

Esta produce hipotérmia al ser inyectada en ratones albinog, ==
tiene un pesc molecular de 26,000 daltones, y un puntc isoeléc-

trico de 6.8 + 0,2.



Purificacifn de la toxina de Heloderma horridum horridum

La estrategia bésica que se utiliza para la obtencidn

de la toxina en este trabajo, conbta de cromatograffia de £il-

tracidn en gel, sequida de intercambio anifnico e intercambio

catifnico.

El fraccionamiento del wvenenc muestra patrones cro-

matogrificos constantes, que solo varfan en proporeibn de

——

acuerdo al estado de pregservacibn del veneno.

La toxina se encuentra en la fraccifn II de la colum

na de Sephadex G-75 {Fig. 1}, la cuwal eluye en un peso molecn-

lar similar a la alhfimina bovina cuando esta Gltima se utiliza
como marcador de la columna.

Con objeto de remover las proteasas de la fraccibn -

I1 gse utiliza DEAE-32 (Fig. 2), las proteasas de esta fraccidn

son los componentes de mayor propoarcibfn (70R%) de la proteina
presente.

Una vez likbre de proteasas, la fraccifn II se frac-

ciona en CMC-32, en dende el compeonente II,1l,4 contiene la -

actividad t&xica hipot&rmica (Fig. 3), asfimismo el componente
I1,1,5 e musestra téxico, sin embarge esto es debido aparente

mente a contaminacifn con la fraccifn anteriar,



Finalmente para remover los pequefios contaminantes
de la fracclfn tdxica, se utiliz&d cromatografia liIgquida de al
ta presitn. La recuperacién della toxina al final de la puri
ficacibn es aproximadamente de l% con respecto al veneno to--

tal.

La fraccién I corresponde aproximadamente al 40% del
veneno total; esta proporcifin es variable dependiendeo de la =
preservacisén del veneno. Esta fraccidn contiene principalmen-
te enzimas del tipo de fosfolipasas, hialuronidasa y esterasa.
Esto eafimportante puesto gue debido a la presencia de enzimas
proteoliticas en el veneno se esperaria cambios del patrtn, -
cromatogrifico, dependiendo del estado de preservacifSn del --

veneno.

Esta fraccifn es t&xica en ratones solc en cantida-
des elevadas (200 pg de protefina). De esta fraccifin se ha -
llevado a cabo la purificaci6n de la esterasa, la cual se ha
denominadc como helodermatina, por el grupo de Alagdin y col.
{1986). Esta enzima pertenece a la familia de las serinpro=-
teasas, y es una enzima semejante a k&likreina {"Rallikrein

like"}.

Por otro lado la actividad de fosfolipasa Ay, que -
se encuentra en esta fraccifn, se ha logrado purificar (B. --

Sosa (1986). La fosfolipasa tiene un peso mclecular de -



19,600 d y posee cierta homologia (56%) de la regidn N-termi-
nal con la fosfolipasa de abejas. 5in embargo, difiere en --
que tiene un punto iscelBctrico gque es icido, en vez de biasi-
co como en las fosfolipasas de las abejas. Ademis, la fosfo-

lipasa de Helcoderma tiene un peso molecular mayor. La fosfo-

lipasa del Heloderma horridum horridum es del tipo A, con ~-

dependencia de catt,

Por otro lado, tambié&n se estudid la fraccidn II.2,
se procesf en una columna de DERE-32 de donde se obtuvieron -
dos fracciones principales, de las cuales la mias dcida mostrd
las actividades esterfsicas detectadas de la fracecifn II. --
Este plco cromatogrfifico ocasiona la muerte a ratones albines,
con la caracteristica de producirles hemorragia en el tracto -
digestivo, y exoftalmia. De acuerdo a los datos reportados en -
la literatura, esta fraccitn corresponderia a la que A. Tu .--

{1981) emplea para obtener la gilatoxina.

Anflisis Electroforéticos

El andlisis electrofor&tico de los componentes lle-
vado a cabo en diferentes condiciones, muestxa un patxSn con-
sistente. Los primercs estudios al respecto fueron hechos por
A. Alagtn (1982). En este trabajo se concluye, una compleji-
dad del venenc de 18 compeonentes; este estudio fue hecho en -

condiciones bfisicas con geles TRIS-glicina a pH B.3. E1 vene



.

no muestra cambios en su patrdSn electroforgtico, bajo estas

en diferentes etapas del ajfio y se compara <on ~-—
Esto =

condiciones,
extracciones de veneno de animales recién capturados.

a5 importante porgue se habfa planteade la posibilidad gue ==
algunos copponentes tHxicos disminuyeron su produccidn de -~

acuerde al medio ambiente del animal {A. Tu (1977) referido ~

pror Alagbn {1982}).

En este trahajc se analizaron también las fraccio~-

nes del veneno por t&cnicas electroforéticas que incluyen ~-

condiciones de pH dcidos y bisicos, no desnaturalizantes. El

anilisis del veneno en condiciones nativas bisicas muestra -

similaridad al descrito por A, Alagbn (1882). Por otra parte

en condiciones de pH dcidas, el patrfn presenta una compleji~

dad de por lo menos 15 componentes (Fig. 7). Una vez pirifi-
cada, la toxina hipotérmica se define bien en el zistema &Gci-~
No se encontra=--

do en donde se comporta como una scla banda.
ron diferencias importantes cuando el gel contuve 8M da urea.

En el casc de la electroforesis en condiciones de ~

SDS se utilizaron geles de 12.5% y en gradiente de 10 a 20% -~

{concentxacidn de acrilamida). En estos geles el veneno total

ge separa mejor, wostrando ana mayor complejidad, con aproxi-

madamente 21 componentes. La toxina hipoté&rmica se comporta

coma una soela banda gue migra entre la anhidrasa carbdnica de

pesco molecular de 31,000 y el imhibidor bSsico de tripsina de
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soya de 21,500 por lo gue la toxina presenta un pesc molecular

aparente de 26,000 4,

Anflisis de AminoScidos

La composicifin de aminofcidos de la toxina muestra -
un contenido de 221 residuos de aminoScidos, de los cuales los
mis abundantes son asp8rtico y glutdmico, los de menor propor-
cidén son la leucina, fepnilalanina, histidina, ademis contiene
5 metioninas y 20 cisteinas {Tabla III). El contenido de resi
duos Acidos es claramente mayor con respecto a los bisicos, ==
sin embargo la toxina se comporta como un componente bisico en
los cromatogramas (CMC=32). La causa de esta aparente contra-~
diccidn puede ser explicada por la presencia de grupos amida--
dos en los carboxilos de los grupos R de los aspirticos y glu-
t&micos, 1lo cual evitaria su contribucifin a la cargé global de

la protefna.

En comparacifn con la mayorla de las toxinas conoci-
das (en general) el pesc molecular es muy diferente por ejem--—
plo, las toxinas de alacranes, algunas serpientes y anemonas -
de mar contienen de 60-74 residuos de aminofcidos (L. Possani,
1984) (A. Tﬁ, 1377) (H. Okamoto, 1977). En el casoc de toxinas
de aracnidos y algunas bacterias, el nimero de residuos es muy
variable de 1 300 a 1 500 residuos, inclusive con subunidades

en su estructura, (B. Howard y C. Gundesen 1980).
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Por otra'parte, la principal diferencia de la toxri-

na hipotfrmica, con la gilatoxXina ﬁtoxina reportada por A. Tu
{1981)). '

Se ohgerva diferencias marcadas en la proporcidn de
los residucs en ambas toxinas, lo qﬁe hace poce prebable el —

caso de gue la toxina hipotfrmica sea productao de degradaciln
de la gilatoxina.

Secuencia de Amincfcidosgs de la Toxina

Con objeto de determinar la secuencia de la toXxina

hipotérmica del Heleoderma horridum horridum, se tuvo que abrir
la cadena polipeptfdica rompiendo los puentes disulfuro; para
la cual se redujercn €stos con ditiotreitol y se vinilpiridi-
laron las cisteinas para evitar la reoxidacidn, ¥y tener deriva
das las cistefnas haci#ndose m&s ficil su identificaciln. «~-
Luego se determind la secuencia N-~terminal mediante un proce-

dimiento automitico. Con la secuencia N~terminal se hicieron

comparaciones con otras protefnas con el objeto de encontrar

alguna homelogia que ayude en la interpretacifn de su funcién
biolSgica.

A contipuacisn se& muestran algqunas comparaciones:



S Y RS T R 13 20
EASPKLPGLMTSNP-X~QQTGF

SR : ) Toxina de Heloderma
Sl horridum horridum

Protelina ribosomal
de E. coli

kKLee. - . Antitrombina ITI
o e o . (factor heparinico)

‘M TS Lipotropina

La comparacitn de la secuencia N-terminal no muestra
una clara semejanza con otras protefnas. Las similitudes en—-

contradas no fueron estadisticamente significativas.

Propiedades Inmunol&gicas

H'l ) Con el objeto de cbtener un criterioc adicicnal de pu
reza y caracterizar las propiedades inmunclfigicas de la toxina,
se realizé un experimento de inmuncdifusisn con suercs de ove-
jas, las cuales se habfan inmunizado previamente contra el ve=

nenc total del Heloderma horridum hoxridum (Alaghn y col. 1982).

La inmunodifusién se llevd a cabo con tres suercvs de
ovejas que se denominaron 0, 145, y 264. En los tres se obser
varon bandas de precipitado, lo cual indica gue la toxina es -
raconocida por los sueros, a pesar de ser un componente minori

tario del veneno (»~ 1%), 5Sin embargeo, de los tres sueros en-



sayados, uno dis una respuesta mayor al presentar una banda =
muy intensa {oveja, O) esto fue al parecer debido a un exceso

de antigeno en el ensayo.

Propiedadles Hipot&rmicas

En el curso de los ensayos biolSgicos para encontrar
la actividad tSxica de las fracciones cromatogrificas en proce
80, se verific6 gque los ratones inyectados con la fraccifn to6-
®ica mostraran un comportamiento caracteristico, el cual con--
siste en: parflisis flééida, convulsiones esporddicas y muexr
te por falla respirateoria. Sin embargo, durante el curso de -
estag manifestaciones el animal mostraba un descenso evidente
de la temperatura corporal. Por ello se decidib caracterizar
egte efecto ¢on un lote de 10 ratones, a los cuales se les to-
m& la temperatura basal corporal, antes de inyectarles una do-
sis finica de toxina de 50 ng. Posteriormente se fue tomando -

5U temperatura a intervalos de tiempo subsecuentes.

La temperatura basal de los ratones fue en promedio
de 35.5°C, la cuzal fue descendiendo hasta mencs de 35°C en un
rerfodo de aproximadamente de 40 minutos. 5i bien el efecto -
de disminuciftn de temperatura c<orporal es evidente, se torna
extremadamente complejo y al mismo tiempo diffcil proponer el
mecanismo molecular de accifin de la toxina. No se puede afir-

mar a que nivel esti actuando la misma. No serfa sorprendente



si el efecto, cuando sea mis profundamente estudiado, revele
que el efecto hipotérmico, sea secundarioc al de la toxina so=-
bre ciertos &Srganos blancos. Actualmente esto constituye un
objeto de estudio muy importante en nuestro laboratorio, en -

este momento.

Efectos sobre el MGsculo Papilar de Rata

El mGsculo papilar de rata se utiliza come bicensa=-
Yo, para curvas de dosis-respuesta, cuando se ensayan compues
tes gue alteran los factores gque mantienen la tensi&n activa
del huso muscular {como se describe en texto). Las drogas gque
afectan la permeabilidad membranal, como los inhibidores del -
canal de ca'?, cambian el estado de tensiSn y producen reclaja-

miento.

La fraccitn II.1l.4 ocasiond una disminucifn de la —-
tensifn activa en un 21%, efecto parecido al de la Nimodipina
(la cual produce 100% de relajamiente). Sin embargo, como la
tensién activa estld influenciada por varios factores, ez ne-
cesario realizar otros ensayos mis precisos para determinar -

sl el efecto es debidoc a la inhibicién de alglin canal iSnico.

Otros ensayos electrofisiolfgicos

Finalmente, se buscl determinar su efecto en los si

guientes sistemas:



a: Ax&Sn gigante de calamar mantenido en voltaje sosteni
do. Ninglin efecto en ambos canales {(Nat) y (k).
Experimentos realizados por Carbone y Possani, con -~

toxina purificada por nogotros .

b: Cé&lulas de la raiz ganglionar dorsal de embrifn de -
pello en un sistema de "patch-clamp". Ningfin efecto
vigible en los canales de Na*, Xt 6 ca®™. (vatani y
Brown}. (En el Baylor Cellege of Medicine, Houston,

Texas, E.U.A.).

d: También se thvo un efecto negativo al ensayar el sig
tema de transporte de electrones de la mitocondria.
{br. E. Chivez, de el Instituto Nacional de Cardialg

gia)l.

El efecto hipotérmico se ha buscado en varios sisteg
mas fisicl#&gicos sin determinar hasta la fecha el mecanismo -
de acciGn, por lo que no, se puede afirmar si el efecto es so-
bre algfin sitio especifico, o através de alglin efecto indi-=
recto, Gsta es una de las preguntas cque se intentardn resol--

~ver en un futuro trabajo.



V. CONCLUSIONES

El estudio del veneno del Heloderma horridum horri-

dum mostrSs

1.

2.

Una composicibn principalmente de protelnas.

Comportamiento cromatogrifico vy electroforético con
un patrdn constante, por lo gque se puede decir que -
este veneno no tiene variaciones significativas en
sus componentes de acuerdo a diferentes épocas del -

afio, y que tampoco depende del medio ambiente,

La caracterizacifn de una toxina del veneno del Helc

derma horridum horridum, la cual muestra gue se tra-

ta de una proteina de 25 500 de peso molecular con -
un contenido de por lo menos 221 residucs de aminoid-

dos

La toxina muestra en su porcifn aminoterminal la se-
cuencia; ¥N-Glu-Ala-Ser-Pro-Lis-Leu-Pro-Ggli-Lau-Met-—

Tre-~Sser-Asn-Pro-X-Gln-Gln-Tre-Gli-Fen...

La toxina presenta homolcgia (no significativa) en -
porcifn N-terminal, con una proteina ribosomal de E.

coli,ﬁs—lipotropina y, el factor antitrombifnico II.

La toxina produce un patr®&n caracterfstico de dismi-

nucisn de la actividad motora, convulsiones esporidi



cas (de tipo espistico), disnea y muerte, ademas de
producir un efecto constante de disminuir la tempe—
ratura corporal de los ratones inyectados, tal efec

to se desarrolla en un promedio de 30 minutos,

El anflisis de la toxina en diferentes sistemas f£i-

siolSgicos mostr6:

a) La toxina produce relajamientc del misculo papl
lar de ventriculo izquierdo (coraz6n)de rata.

b} Efecto negativo en canales de Ha' ¥y k¥ de axén
de calamar(en técnicas de voltaje sostenido en
membranas excitables)y en celulas de la ralz gan
glionar dorsal del embridn de pollo {(“patch. ——

clamp™).

+

¢} Efecto negativo en canales de ca*t de c&lulas -.

de miocardio de rata (" Whole cell patch").

68



VI. PERSPECTIVAS

Entre las perspectivas gque se abren con respecto a -

este trabajo, algunas de las cuales son motivo de proyecto

continuo en este grupo, tenemos:

a}

b}

c)

d}

a)

£)

a)

Determinar la estructura primaria completa de la to-

xina hipot8rmica.

Buscar posibles correlaciones filogeneticas de la to
¥ina con algunas proteinas similares en otroes orga--

nismos.

Generar anticuerpos contra la toxina para estudios

inmunolSgicos.

Estudicos fisiclbgicos de la toxina para encontrar el

mecanismo de accifn, a nivel molecular.

Utilizar la toxina como herramienta en estudiocs del

fenomeno de hipoté&rmia.

Clonacisn de la toxina, ccn el objeto de iniciar es-
tudios ligados de ingenieria genetica y guimica de -

proteinas.

En casc de encontrar algln receptor, en €l sistema -
afectado por la toxina, proceder al aislamiento y la

caracterizacifn del receptor especifico.
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