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ABREVIACIONES UTILIZADl\S EN EL TEXTO 

- RAEE 
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Benzoil Argini1 Etil Ester 
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Factor secretorio Pancre&tico 

P~ptido Histidin Isoleucina 

Colecisto cinina 8 

Fenil Isotiocianato 

Fenil Tiohidantoina 
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NOMENCLATURA DE LOS AMINOACIDOS COMUNES 

A Alanina A1a 

e Ciste1na Cis 

D Acido asp:i.rtico Asp 

E Acido glut~ico G1u 

F Fenilalanina Fen 

G Glicina GU 

H Histidina His 

I Isoleucina Ile· 

K Lisina Lis 

L Leucina Leu 

M Metionina Met 

N Aspargina Asn 

p Prolina Pro 

o Glutamina G1n 

R Arginina Arg 

s Serina ser 

T Treonina Tre 

V Valina Va1 

" Triptofano Trp 

y Tirosina Tir 

X Desconocido 
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RESUMEN 

El estudio del veneno del Heloderma horridum horridum mues

tra que esta compuesto principalmente de prote!nas, de las 

cuales la mayoria presentan actividades enzim~ticas. Las 

actividades enzimáticas detectadas son de tipo L-amino-ox,! 

dasa, fosfolipasa, hialuronidasa y proteinasas. Las enzi-

mas en conjunto ocasionan los efectos del veneno del sau-

rio. 

En esta tesis se demuestra la presencia de un -

componente tóxico "per se" en el veneno del Heloderma !:!2,-

~ horridum que ocasiona la disminucid'n de la tempera

tura en ratones de experimentaci6n. 

Por medio de cromatograf!a en Sephadex G-75, se

guida por intercambiadores i6nicos de celulosa, se encon-

tr6 un componente polipeptídico de aproximadamente 2s,soo 

de peso molecular: la to~ina se comporta homogénea por 

electroforesis en geles de poliacrilamida y por irununodif~ 

si6n. La toxina prcocnta un punto isoe1~ctrico de 6.a±o.2 

por electroenfoque. 

'El an:ilisis de aminoácidos mostr6 que la toxina 

contiene 221 residuos de aminoácidos. La secuencia N-ter-

minal de la misma es; N-Glu-Ala-ser-Pro-Lis-Leu-Pro-Gli-
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_Leu~Met-Tre-ser-Asn-Pro-X-Gln-Gln-Tre-Gli-Fen ••• La ca~ 

paraci6n de esta secuencia de aminoácidos con las demás 

conocidas (diccionario Dayhoff l no present6 semejanza 

significativa. 

Con respecto a la actividad biol6gica se enea~ 

tr6 que los ratones de experimentaci6n al morir muestran 

disminución paulatina y constante de su temperatura cor

poral, por lo que se propone que se trata de una toxina 

hipot~rmica 

Para determinar el mecanismo de acción se pro

baron varios sistemas electrofisiol6gicos, en donde se -

encontró que la toxina ocasionaba disminución de la ten

sión activa en ~1 músculo papilar del ventriculo izquieE. 

do de corazón de rata. 

Para verificar la posible acción de la toxina 

en la permeabilidad i6nica a trav~s de canales de Na+,K+ 

y ca++ de membranas excitables se probÓ su efecto en si.!!. 

~ema~ de voltaje sostenido 6 pinzas de voltaje, en donde 

los resultados fueron negativos. 

La toxina es diferente a todas las toxinas co

nocidas a la fecha, incluyendo a la gilatoxina reportada 

por h.Tu (1981). 
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I. INTRODUCCION 

l. Generalidades 

El estudio de venenos animales muestra que éstos son 

una mezcla de diversos tipos de substancias, principalmente prg_ 

te!nas, las cuales tienen diferentes funciones biol6gicas, y -

que actuan sinerg!sticamente sobre la victima. 

Los venenos de los animales tienen como funci6n de -

obtenci6n de alimento y son a la vez un mecanismo de defensa. 

Esto ha sido el producto de un largo proceso de convergencia -

evolutiva que se ha llevado en la naturaleza, corno una respue~ 

ta adaptativa de varias especies biol6gicas a los retos del -

medio ambiente. 

El estudio de los venenos animales, fue en un princ.!, 

pie enfocado al aspecto m~dico y ~ate fue el principal motivo 

de su caracterizaci6n sin embargo tambi~n, se fueron descubri

endo paulatinamente los componentes de los venenos, y de su -

funci6n biol6gica. Esto despert6 el interés de la comunidad -

cienttfica, hacia la utilizaci6n de tales componentes como 

herramientas en el avance del conocimiento de mecanismos biol~ 

gicos normales (Zlotkin, 1973). 
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Los venenos animales se han estudiado con diferen-

tes enfoques, desde un punto de vista bioqu!mico, fisiol6gico, 

inmunol6gico y farmacol6gico. Esto ha hecho que el nfunero de 

publicaciones anuales relacionadas a este campo se incremente 

en forma considerable, por lo que se hace dificil la revisi6n 

detallada de toda la informaci6n. 

Para describir en forma general a los venenos se pu~ 

de afirmar, por ejemplo que en el caso de los venenos de ala-

cr4n y de los venenos de serpiente de la familia Elapidae 

(cobras, marnbas, coralillos) e Hidrofidae (serpientes marinas), 

su letalidad se debe a toxinas polipept!dicas, puesto que es-

tos venenos no poseen actividades enzim~ticas proteol!ticas -

predominantes (Tu, 1977). 

Por otra parte, los venenos de las familias Crotali

da (serpientes de cascabel) y Viperidae, tienen una acci6n 

principalmente debida a enzimas, muchas de las cuales partici

pan activamente en la coagulación sanguínea, en fen6menos de -

anticoagulaci6n, en procesos hemorr§gicos y hemolíticos, otras 

acciones farmacol6gicas y fen6mcnos líticos de membranas celu

lares y rnitocondriales (Tu, 1977). 

Existen otras especies animales productoras de vene

no como peces, anfibios, y an~monas de mar. 
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Los trabajos realizados con las toxinas encontradas -

en estas especies, como la tetrodotoxina, batracotoxina, y los 

p~ptidos t6xicos de an~mona de mar, han permitido utilizarlas -

como herramientas en estudios que han facilitado la caracteri-

zaci6n funcional del canal de sodio (Narashi 1974, Caterall, -

W.A., 1977). 

Por otra parte, con respecto a los saurios, s6lo se -

conoce un g~nero venenoso, el del heloderma, cuyo veneno se re

porta como principalmente enzimático (Tu, 1977). 

La complejidad de los venenos limita sus estudios, a 

enfocarse en un solo aspecto. 

En la actualidad todav1a no es posible dar una expl~ 

caci6n satisfactoria, del efecto integral de los venenos en -

los tejidos de los organismos afectados, por lo que las inter

pretaciones del mecanismo de acci6n se limitan a las condicio

nes experimentales usadas. 

El estudio de los venenos muestra: 

a) Poseen componentes po1ip6ptidicos t6xicos de natura

leza ~uy variada que son capaces de interferir y a~ 

terar diversos procesos biológicos dentro del orga

nismo. 
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b) Constituyen una de las fuentes m&s ricas de enzimas -

que existen en la naturaleza, (fosfolipasas, protea-

sas, hialuronidasas, nucleasas, etc.). 

e) La estabilidad de la mayor!a de los diversos componen 

tes del veneno suele ser elevada, lo cual facilita su 

estudio. 

2. El Heloderma 

Los saurios venenosos conocidos en el mundo pertene

cen al 9~nero Heloderma, el cual se encuentra en el orden 

Squamata, el mismo orden al cual pertenecen las serpientes ve-

nenosas. Los saurios venenosos comprenden s61o dos especies, 

el Heloderma suspectum, el cual es conocido comtinmente con el 

nombre de "monstruo de gilaª. El Heloderma suspectum tiene 

dos subespecies el Heloderma suspectum suspecturn y el Heloderma 

suspectum cinctum. El monstruo de gila es la especie m&s estu-

diada y se encuentra loc~lizada principalmente en los Estados -

Unidos, en las regiones del suroeste de Utah, sureste de Utah, 

sureste de Nevada, en Arizona, y el desierto de Sonora en M6xico. 

Por otra parte la otra especie conocida, es el 

Heloderma horriaum. El Heloderma horridum tiene tres subespe

cies el Heloderma horridum horridum, el Heloderma horridum 

alvarezi, y el. Ueloderma horridum exasperatum. 
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El Heloderma horridum se encuentra distribuido en --

toda la costa del Pacifico en México y se le conoce con el nom. 

bre coman de monstruo de cuentas y de escorpi6n en algunas 

zonas. Las especies estudiadas eh esta tesis pertenecen a la 

especie Heloderma horridum horridum, y fueron colectadas de la 

regi6n de Chamela, Jalisco, en la RepGblica Mexicana. 

3. Caracterizaci6n del Veneno del Heloderrna 

A) TOXICOLOGIA 

a) Heloderma suspectum 

La LD50 del Heloderma suspectum ha sido determinada 

por varios investigadores, con los siguientes resultados: 

Animal vra de L.D. (ug/g) Referencias 
usado ensayo 

Rat6n Intravenoso 2.0 Tu y Murdock (1967) 

Rat6n o.a Mebs y Raudonat (1967) 

Rat6n Intraperito 3.D Patterson (1967) 
neal -

Rat6n subcutli.nea 4.D Styblova y (1967) 
Kornalik 

Rat6n Intravenoso D.4 Styblova y (l.967) 
Kornalik 

Rata subcuttinea 14.0 Stanhenke et al. (1970) 

Rata rntracardial 1.0 Paterson (1967) 
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b) Heloderma horridum 

Para la especie Heloderma horridum horridum se repo~ 

tan las siguientes LD 50 • 

Anitnal 

Ratones 

Ratones 

V1a de 
ensayo 

L. D. (ug/g) 

Intraperitoneal 

o.e 

2.0 

Referencia 

Mebs y Raudonat (1967) 

Al.ag6n et al. (1982) 

B) CARACTERIZACION BIOQUIMICA DEL VENENO 

a) El Heloderma suspectum 

El veneno del "monstruo de gil.a" consiste principal

mente de prote1nas y de principios t6xicos que estAn en las --

fracciones no dializables. El veneno del. Jteloderma suspectum 

contiéne actividades de hial.uronidasa, fosfolipasa A2 , activi

dades liberadoras de cininas y actividades proteoltticas a 

pH 8.5 (Mebs y Raudonat 1967, Mebs, 1968), tambi~n contiene 

sodio, potasio, calcio, magnesio, trazas de aluminio, zinc y 

cobre (Mebs y Raudonat 1967). 

No se detect6 actividad hemo11tica contra eritroci--

tos en este veneno. E1 He1oderma suspectum suspectum muestra 

actividades del tipo ar9inina esterasas, as! como peptidasas -

(Tu y Murdock, 1967)1 el veneno hidroliz6 Ala-Gli, Ala-Fen, --
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Ala-Ala, 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 páptidos 

no hidrolizados fueron Gli-Asp, Gli-Glu, Leu-Val. 

b) El veneno del Heloderma horridum horridum 

El veneno del monstruo de cuentas se compone princi

palmente de prote!nas; 6stas se encuentran a una concentraci6n 

de ea mg/ml y ·con un pH de 6. 7 a 7. O (Alag6n et al., 1982). 

El veneno contiene las siguientes actividades enzim&ticas: 

fosfolipasas A2 , hialuronidasas, y benzoil-arginil-etil-6ster 

(BAE~) hidrolasas, as1 como benzoil tircsil 6ster hidrolasas. 

Las enzimas encontradas en este veneno son sanejantes 

a las reportadas por Mebs (1972), Tu y Murdock (1967) y 

Styblova y Kornalik (1967} para el Heloderma suspectum. El v~ 

n8
4

n~ del Heloderma horridum horridum presenta una propiedad 

muy interesante, puesto que conserva su actividad t6xica aün ~ 

despufis de ser llevada a l20°C durante varios minutos (Alag6n 

et al., 1982). 

C) ACTIVIDAD FISIOLOGICA 

a) Heloderma suapectum 

Los primeros estudios fisiol6gicos datan d~sde 1897, 

Cuando Santenson (referido por A. To, 1977) inyect6 el veneno 
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en ranas, ratones y conejos. En ranas observ6 una acci6n cur!!_ 

remim~tica en el centro respiratorio. En los ratones ocurri6 

disnea e insuficiencia respiratoria. Loeb et al. (1913), ta:m 

bi~n report6 que la principal causa de muerte era insuficien--

cia respiratoria. Adem4s mostr6 que el veneno causaba hemorr_!. 

gia en el tracto gastrointestinal. congesti6n y edema pulmonar. 

Los perros y las ratas inoculadas con el.veneno de 

Heloderma suspectum desarrollaron hipotensi6n, taquicardia y 

dificultad respiratoria. Tambi~n se observ6 una reducci6n en 

el flujo carot1deo, que era seguido de hipotensi6n y cambios -

en las presiones intrator4cicas postcavales {Patterson, 1967). 

Se determin6 que el veneno contiene un factor estim_y 

lante del mGsculo liso no histam!nico, y relativamente termo-

estable (Patterson, 1967). Por otra parte el veneno no tuvo --· efecto sobre el sistema de coagulaci6n en gato y conejo 

(Patterson y Leen, 1969) • La fracción con actividad hemorrág!, 

ca present6 actividad de arginina ~ster hidrolasa (Mebs, 1972)1 

la hemorragia ocurr!a en los intestinos, riñones y pulmones; ~ 

la necrosis tubular observada parec!a afectar a los túbulos 

contorneados distales y proximales. También se encontr6 en el 

lumen de los tGbulos y de las cápsulas de Bowrnan, un llenado -

de substancia hialina o granular. 
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b) El veneno del Heloderma horridutn produce los si9uientes -

s1ntomas de envenenamiento! 

Disnea, convulsiones espor6dicas, hemorragias en los 

ojos, el tracto digestivo, los pulmones, y final.mente produce 

falla respiratoria. Esta sintomatolog!a fue descrita inicial

mente por Loeb (1913). 

4. caracterizaci6n de los Componentes del Veneno del Heloderma 

Recientemente se ha incrementado el inter6s en la -

purificaci6n de los componentes de los venenos de los Heloderma. 

Algunos grupos de trabajo se han enfocado en la caracteriza-

ci6n de las enzimas, otros en los componentes del veneno y fi-

nalmente otros grupos, como el nuestro, en la bGsqueda de toxi

nas. 

El primer trabajo de la purificaci6n de una enzima -

del veneno fue hecha por Mebs (1969), en donde describe el ais

lamiento de una Kalikreina, la cual libera cininas de plasmagl2 

bulinas e hidroliza ~steres de arginina. La esterasa y la ac-

tividad liberadora de cininas es bloqueada por Di-isopropil

fluoro-fosfato (DFP), adem&s de que la liberaci6n de cininas 

es bloqueada por Benzoíl-arginil-etil-éster (BAEE) y Tosil-Ar-

ginil-Metiléster (TAME). El peso molecular reportado para esta 

enzima fue de 76, 000 (d) (Mebs, 1969) • 
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a) Actividad Esterasa: 

En el veneno del Heloderma horridum se encuentran -

actividades de ester4sas detectadas con substratos sint~ticos 

del tipo de Benzo11-Arginil-Etil-Ester (BAEE) y Benzo~l-Tiro-

sil-Etil-Ester (BTEE) ; de estas actividades se ha purificado una 

de ellas (Alag6n y col. 1982). 

La enzima purificada tiene un peso molecular de 

65,000d. La purificaci6n se ha llevado a cabo por procedimien 

tos cromatogr~ficos 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 inhibidores de la Tripsina, de la familia Kunitz, tambi~n 

produce la liberaci6n de cininas. La enzima ha sido denominada 

recientemente como Helodermatina (Alag6n y col. , 1987). 

b) La Hialuronidasa: 

La hialuronidasa es una enzima presente en la mayo-

ria de los venenos de serpientes y de escorpiones. La funci6n 

biol6gica de la enzima se ha planteado como un factor para peE 

mitir la difusi6n (spreading factor) de los dem&s componentes 

t6xicos y enzimSticos de los venenos. Esta teor1a fue propue~ 

ta, por el grupo de Duran Reynals (1913). 
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La hialuronidasa, a pesar de ser un componente comün 

en venenos de serpientes, solo cuenta con un reporte de puri--

ficaci6n hasta el presente (Xu et al., 1980). 

La hialuronidasa del veneno del Heloderma horridum 

horridum est4 constituida por una cadena polipept!dica de peso 

molecular de 63,000 y con un punto isoelActrico de 5.0 y se re 

porta como termoscnsible (Tu, 1983). Adicionalmente se ha pr2 

bada que la enzima promueve el efecto hemorrAgico de algunas -

prote~sas cuando se aplican conjuntamente por v!a intradArmica 

en ratones de experimentaci6n. 

e) La Fosfolipasa A2 : 

Los intentos de purificaci6n de la actividad de fos-

folipasa reportan que la enzima posee caracter!sticas que la h~ 

cen diferente de las enzimas reportadas a la fecha, y que hacen 

dif1cil su aislamiento (Sosa et al., 1986). 

La enzima presenta un peso molecular mayor que las -

fosfolipasas conocidas, la comparaci6n de la estructura prima

ria con m§s de 30 fosfolipasas muestra un alto grado de simil~ 

tud. La regi6n N-terminal tiene un 56\ de homolog1a con las 

fosfolipasas de los venenos de abejas. Pero es diferente en 

su punto isoel~ctrico 6cido (4.25), en comparaci6n con el de 

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

secuencias pepttdicas relacionadas al sitio de en1ace para el 

ca++ involucrado en la funci6n. 

Debido a la naturaleza de f6sil viviente del saurio, 

la fosfalipasa revela una singularidad que puede ser un punto 

clave para entender las caracteristicas de estas enzimas, du

rante la evoluci6n de1 reino animal (Sosa et a1., 1986>. 

d) La Gilatoxina: 

La gilatoxina fue una toxina descubierta en el ven~ 

do del Heloderma horridum, y Heloderma suspectum lTu 1 1981). 

El reporte de la toxina se hizo poco tiempo despu~s de que 

nuestro grupo propusiera la existencia de un componente .t6xico 

•per se" (Machea y Possani, 1980). La gilatoxína es un nuevo 

tipo de toxina comparada con otras toxinas bien caracterizadas 

como de ocrpientes, escorpiones y abejas. 

La gilatoxina es una prote!na de 35,000 de peso mo-

lecular y con un punto isoeléctrico de 4.25, el procedimiento 

de purificaci6n ~nvolucra cromatoqraf1a de filtraci6n molecu-

iar e intercambio i6nico. Fina1rnente la purificaci6n a homo-

geneidad es lleVada a cabo por isotacosforesis (Tu, 1981). 

La gilataxina se describe como similar a la toxina -

hemorr4gica G de Crota1us ~, (Bjarnoeony Tu, 1978) y a la 



crotoxina de crotalus durissus terrificus (Hendan, Frankel

Courat, i97ll en que son de peso mo1ecular mayor de 20,000 y 

tienen un punto isoeláctrico Acido. 

S. Componentes pept1dicos del Veneno del Helodertna: 

En 1982 lRaufman, 1992) se observ6 que el veneno del 

monstruo de gila produc!a un efecto secretorio en acinis pan-

cre4ticos dispersos del cuyo y que ademAs, causaba un ~ncremen 

to hasta de so veces de AMPc, e inhib!a en forma dependiente -

de la dosis y competitivamente el enlace del p6ptido intesti-

nal vasoactivo (VIP). 

· Los autores de tales trabajos postularon que e1 ven2 

no contiene factores que interactGan con receptores a VIP y -

que activan 1a enzima adenil ciclasa, por 1o tanto se estimul~ 

ba la secreción enzim&tica de c~1ulas acinares pancreSticas, -

sin embargo se han encontrado cuatro compO.Qentes bien c~racte

rizados, a los cuales se les ha denominada: 

a) Helodermina, con un peso molecul~ de 5,900 d, un po

tente activador de la actividad adenilciclasa (corno -

el VIP y la secretina) en membranas plasmáticas de 

ratas, incrementa los niveles de AMPc e inhibe 1a 

uni6n de l 25I-VIP en forma competitiva~ La he1oderm!. 

na es un p6ptido de la familia de ia eecretina, VIP, 

p~ptido histidin-isoleucina (PHI) {Hoshino, 1984). 
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b) El PSF o factor secretorio pancreático con peso mole-

cular de 17,500 d. La funci6n del PSF es la de esti-

mular la secreci6n de la amilasa de acinis pancreáti

cos de rata en una forma más eficiente que CCK-8, bo.m 

besina, el carbacol y la secretina, pero sin incremen 

tar la salida de 45ca++ y los niveles de AMPc (Deha~e, 

1984). 

La acci6n secretoria fue dependiente de la pres~ncia 

de calcio extracelular y aleatoria a la secreci6n ~n

ducida por agentes como AMPc o por salida de ca++ 

(Vandermeers, 1984). 

e) Las helospectinas I y II son péptidos que tienen 38 -

y 37 residuos de aminoácidos, y cuya funci6n es simi-

lar a la del VIP y a otros miembros de la familia del 

glucagcn. La comparaci6n de las helospectinas con el 

VIP muestra una homolog!a del residuo 1 al 28, pero -

debido a que los miembros de la familia del glucagon 

tienen estructuras similares pero diferentes funcio-

nes biológicas, es posible que las helospectinas ea-

t~n m6s cercanamente relacionadas a un p~ptido de ma-

m!feros (Parker, 1984). 
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S. ProJ?6sito de esta tesis 

Como todos los trabajos bioqutmicos realizados ant~ 

riormente con el veneno del Heloderma horridum horridum repoE 

taban 1a peresencia de enzimas hidrol!ticas• ( Tu y Murdock, -

1967; Mebs y Raudonat, 1969; Tu, 1977: Alag6n et al., 1981 )

nosotros propusimos buscar en este veneno otros componentes 

proteinicos que pudieran actuar como tdxicos "per se" y que 

por reconocer ciertos receptores especificas fueran capaces 

de ser utilizados como herramientas para estudios de relación 

estructura funci6n ( toxinas y receptores) • 

Durante el desarrollo de este trabajo de tesis, dos 

nuevos tipos de substancias fueron reportadas en el veneno de 

Heloderma, por otros autores trabajando en el mismo campo: pg, 

lipdptidos de bajo peso molecular, con efecto sobre p~ncreas 

( Dehaye J., 1984) y la gilatoxina una proteina con un peso -

molecular de 35 000 con efecto t6xico "per se" (Tu, 1981). 

Esto reforzo nuestro inter~s por la caracterizaci6n de 1a to

xina hipotérrnica que habiamon descrito con anternioridad al -

trabajo de J\. Tu, 1981. 

De esta forma, el proposito del trabajo experimen-

tal, objeto de esta tesis fuA: 
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a) Aislamiento a homogeneidad del componente t6xico del 

veneno del Heloderma horridum horridum. 

b) Caracterizaci6n qu!mica de la toxina en cuanto a pe

so molecular, propiedades electrocin~ticas, composi

ci6n de aminoácidos y secuencia de aminoácidos de la 

regi6n N-terminal de la mol~cula. 

e) Comparaci6n de la estructura primaria con otras pos.!, 

bles prote1nas conocidas. 

d) Estudio o descripci6n de algOn tipo especifico de 

efecto farmacol6gico tóxico (en este caso hipotér-

mia}. 
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II. MATERIAL Y METODOS 

l. Extracci6n del Veneno 

El veneno fue extraido de animales en cautiverio de 

la especie Heloderma horridum horridum, los cuales fueron cap

turados en la regi6n de Chamela (Jalisco). Se realizaron va-

rias extracciones cada dos meses, durante un año, a los anima

les considerados como adultos. 

El procedimiento de extracci6n fue de acuerdo al m6-

todo descrito por Leob (1913), el cual consiste en sujetar al 

animal por la cabeza y hacerlo morder un tubo de goma. El ªª.!:! 
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 cm., en este paso el prop6sito es el de eliminar c~lulas 

de descamaci6n presentes en el veneno y materiales no solubles. 

El sobrenadante se liofiliza directamente. 

2. Reactivos Y Resinas 

Todos los reactivos fueron de grado anal!tico. 
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Las resinas cromatográficas provinieron de Pharmacia 

Fine Chemical, Upssala, Suecia (Sephadex G-75) y de Whatman 

Inc. Clifton, New Jersey (Carboximetil-Celulosa, CM-32, Dietil

amino-etil celulosa DEAE-32). LoB tubos de di~lisis Spectrapor 

Type 3 M (l!mite de exclusi6n de 3,500) fueron de Spectrum Me

dica! Industries (Los Angeles, CA., u.S.A.). 

3. Pruebas de Toxicidad 

La determinaci6n de toxicidad de las diversas frac-

cienes a lo largo del proceso de purificaci6n se hizo por in-

yecci6n intraperitoneal de diferentes cantidades de prote!na -

en 0.1 a 0.4 ml de agua o de soluci6n amortiguadora de acetato 

de amonio(0.05 M pH 7.00) 

4. Purificaci6n de la Toxina 

El veneno se solubiliz6 en 5 ml de amortiguador ªº!! 

tato de amonio O.OS M pH 7.00 (en cada preparaci6n se utiliz~ 

ron 0.5 g de veneno). El veneno diluido se aplic6 a una col~ 

na de Sephadex G-75 (medio) (0.9 x 200 cm) equilibrada previ~ 

mente con 1500 ml del mismo amortiguador. Las condiciones de 

la cromatograf!a fueron a temperatura ambiente, presi6n hidro~ 

tática, flujo de 40 ml por hora, y se ~olectaron fracciones de 

6 ml. 
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La fracci6n nllmero dos (Fracci6n II) se aplic6 a una 

columna de DEAE-32 (0.5 x 10 cm). Las condiciones cromatogr&

ficas fueron: temperatura ambiente, presi6n perist&ltica de -

aproximadamente 40 psi y flujo de.40 ml por hora. La columna 

se equilibr6 previamente con 500 ml de amortiguador acetato de 

amonio O.OS M pH 7.00. En este paso se obtuvieron dos fracci2 

nes: la primera fracci6n no se adsorbe a la columna en estas 

condiciones, la segunda fracci6n es elu!da de la columna con un 

cambio en la molaridad del amortiguador de O.OS M a O.SO M de -

acetato de amonio pH 7·. 00. La fracci6n t6xica se dializó en -

membranas Spectrapor 3 M, contra amortiguador acetato de amonio 

pH 4.7 con cuatro cambios de 30 min de intervalo cada uno. 

La fracci6n t6xica una vez dializada se ajust6 a 

pH 4.7 y se aplic6 a otra columna de CMC-32 1.0 x 20 cm de 

amortiguador acetato de amonio pH 4.7. La eluci6n de la colu~ 

na se llev6 a cabo con un gradiente de O a 0.3 M de NaCl, con 

250 ml para cada recipiente del sistema. Las recuperaciones -

cromatográficas se midieron espectrofotom~tricamente con base 

a la absorbencia a 280 nm. Para fines prScticos se asume que 

l unidad de absorbencia a 280 nm es equivalente a una concen-

traci6n de prote1nas de l m9/ml1 

l. cm 
E 

280 nm 
1.0 mg/ml 
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S. Purificaci6n de la Toxina. por Cromatoqraf!A Liquida de -
Alta Presi6n (HPLC). 

Un m~todo distinto tambi~n fue utilizado para la pu

rificaci6n final de la toxina. Este se llev6 a cabo en un cr2 

mat6grafo liquido de alta presi6n Hewlett Packard, utilizándo

se una columna Waters I-125 en amortiguador trietielilamina

fosfato pH 2.25 en presencia de acetonitrilo al 10\, la colum

na se eluy6 con un flujo de 1 ml y se monitorizo a 280 nM, las 

fracciones se colectaron de acuerdo a su orden de eluci6n. 

6. Electroforesis 

El peso molecular y el punto isoel~ctrico de la tox! 

na, se determin8 por medio de electroenfoque. El peso molecu-

lar se determin6 en geles de poliacrilamida al 12.5%, 15% y en 

gradiente de 10% a 20% en presencia de SOS. (Laenunli, 1.970). 

Los geles se tiñeron durante 6 hrs. con azul brillante de 

Coomassie al 0.2%, isopropanol al 25% y Scido acático al 10%. 

· También se analizaron las distintaa fracciones crom!! 

togr&ficas por electroforesis en condiciones &cidas y en pre-

sencia de urea BM, utilizando la técnica descrita por neisfeld 

(1962). En esta técnica cada gel consta de una porci6n concen 

tradora y una porci6n separadora, la primera est~ constituida 

por un gel. con una concentraci6n de 3% de acrilamida y un pH 

de S.55, mientras que la otra, la mSs larga tiene una caneen--
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traci6n de 6Í de acrilamida y de un pH de 4.B. Ambos geles --

contienen urea en concentraci6n de SM. 

Las prote1nas migran hacia el cátodo en un amortigu~ 

dar def1-alanina-acético pH 4.42 (9 mA/gel 100 V). Las bandas 

de prote!na se tiñen con azul de Coomassie G-250 (0.04%) en -

una soluci6n de &cido perc16rico al 3.8% durante 40 min., con 

un cambio, para después desteñir el gel con ácido acético al 

10% y finalmente es fotografiado. Asimismo tanto el veneno, -

como la toxina fueron separados en geles a pH básico segGn 

Jovin et al. (1968). 

El punto isoeléctrico se determin6 bajo las condici~ 

nes descritas por ~1riley (1971). Efectuando el procedimiento 

a corriente constante de 2 mA incrementando el voltaje hasta -

350 V, durante 3 hrs, a 20DC. Se utiliz6 mioglobina (pI = 6.B) 

como ret'erenc'ia, (rango ñe anfolinas 3 a 9 ) • 

7. Análisis de Aminoácidos 

Las muestras destinadas para análisis de aminoácidos 

se procesan de la siguiente manera; despu~s de ser evaporadas 

y concentradas en un aparato Savant, se hidrolizaron con 200 pl 

de HCl por 24, 48 y 94 hrs. (Moore et al., 1963). El hidroli-

zado seco se redisolvi6 en amortiguador citrato de sodio 0.1 N, 

pH 2.2 (amortiguador de cargado) en 60 pl y se transfiri6 a 

los cilindros de aplicaci6n de la muestra. Los análisis se 
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llevaron a cabo en un analizador de aminoficidos automático 

Durrum D-500, en la Unidad de Análisis de Amino§cidos y Estru~ 

tura de Proteínas del Instituto de Investigaciones Diom~dicas, 

U.N.A.M. La resoluci6n de los amino§cidos (ácidos neutros y -

bfisicos) se realiz6 en una columna de intercambio i6nico con -

una resina sulfonada. Los aminoácidos se detectaron colorim~

tricamentc a 570 nm despu~s de reaccionar con ninhidrina a 

lOOºC (la prolina se detect6 a 440 nm). La graficaci6n e int~ 

graci6n de los picos cromatográficos fue realizada por una c2m 

putadora PDP-8. 

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 relaciones molares. 

B. Reducci6n y Vinilpiridilaci6n 

La reducci6n de la toxina se llev6 a cabo con ditio~ 

treitol {DDT) {B.33 x sobre n moles de Cis presentes) en amor

tiguador Tris IICl plI B. 6 y cl.orhidrato de guanidina 6 M y con 

una concentraci6n de EDTA de l mg/ml. Se añadi6 a la mezcla 

de reacci6n una gota de octanol como agente antiespumante para 

evitar la p~rdida de la toxina durante el burbujeo con nitr6-

geno por 10 min. La muestra se incub6 2 hs. a 40ªC. Despu~s -

se añadi6 el agente alquilante {4-vinil-piridilo) en un exceso 
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de 1 a 10, se dej6 por 30 min a temperatura ambiente. 

La toxina ya reducida y vinilpiridilada se cromato

grafi6 en unn columna de Sephadex.G-50, usando ácido acAtico 

al 20% como eluyente. 

9. Secuencia de AminoScidos 

La secuencia de amino5cidos se rcaliz6 en un secuen

ciador automático Beckman 890 M segün el sistema de Edman y -

Begg (1967). El aparato realiza en la copa giratoria la rec-

ci6n de Edrnan, la cual incluye tres etapas: 

la. Acoplamiento, la prote!na o pAptido previamente 

secado se disuelve en amortiguador quadrol (pH 9.0-9.S) y es 

acoplado por su extremo amino terminal con fenilisotiocinato -

para formar un derivado fenil tiocarbamilo del pfiptido. La -

reacci6n tiene lugar a 54ºC. El benceno precipita la prote1na 

y lava el exceso de fenilisotiocinato (F.I.T.C.) mientras que 

con acetato de etilo se arrastra el quadrol y los productos de 

degradaci6n del F.I.T.C. 

2a. Ruptura, por la acci6n del ~cido heptafluorobu

t1rico anhidro se separa el amino~cido N-terminal en forma de 

derivado anilinotiazolinona. 



Ja. Conversi6n, las tiazolinonas de amino4cidos se 

convierte en sus respectivas feniltiohidantoinas (PTH) por 

reacci6n con HCl 1 N bajo atm6sfera de N durante 10 min a 

BOºC. 

Finalmente se procedi6 a identificar a los PTH: 

amino4cidos por cromatograf!a liquida de alta presi6n. 

10. Inmunodifusi6n 

Para inmunodifusi6n se utiliz6 un gel de agarosa al 

1%. La agarosa se fundio a 60ºC en amortiguador de fosfato 

salino (PBS) (O.OS M pH 7.00) y se aplico en una placa de 7 x 

11 cm, posteriormente se dej6 gelar la soluci6n, para luego -

continuar con las correspondientes perforaciones en el gel. 

La aplicaci6n de la toxina II.1.4 (1.3 pg y 10 pg) 

se hizo en los pocillos centrales y los sueros de las ovejas 

denominados O, 145, 265 en los pocillos circundantes (las ov~ 

jas fueron previamente inmunizadas contra el veneno total de 

Heloderma horridum horridum de acuerdo al reporte de Alag6n -

et al. (l.982)). 

Al finalizar la inmunodifusi6n se lava la placa en 

una soluci6n de PBS durante 10 min, y se seca por presi6n con 

papel filtro Whatman No. l. El proceso se efectGa tres veces, 
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y luego se deja secar completamente. La placa se tiñ6 en una 

soluci6n de negro amida lOB (amida black) al 0.5% durante 6 min. 

Para fijar y desteñir se utiliza una solución 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 precip! 

tado con un contraste adecuado. 

11. Ensayos EnzimSticos 

a) La actividad de esterasa fue medida espectrofot2 

m~tricamente con Benzoil-arginil-etil-~ster-hidrolasa. Estos 

ensayos fueron llevados a cabo a 25ºC por la adición de la 

fracción a analizar {Enzima) a una celdilla que contiene 50 mM 

Cac1 2 , 1 rnM s 2-Arg-0Et, (BAEE) y 0.5 mM de amortiguador Tris

HCl pH 7.8 y registrando el ~ambio de absorbencia a 255 nm a -

intervalos de 10 segundo, por un periodo de 2 minutos en un v2 

lumen total de 1.5 ml, en donde una unidad de ac~ividad enzimA 

tica es definida como la cantidad necesaria para hidrolizar 

lpmol de sustrato en 1 min. en tales condiciones (Alag6n, 

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 ~cido hialur6nico por 

minuto a 25°C en 200 pl de una soluci6n de 200 pg/ml de ~cido 
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hialur6nico en amortiguador de fosfato de sodio pH 5.3. 

e) La actividad de fosfolipasa A2 fue determinada -

por el procedimiento que usa yema.de huevo como sustrato 

(Shuloah, et al., 1973). Una unidad de actividad de fosfolipa

sa es definida como la cantidad de enzima necesaria para libe

rar 1 umol de ácido graso por minuto a pH e.oo y 25ªC en 3.0 

ml de una soluci6n de yema de huevo al 10% en O.l M de NaCl. 

12. Determinaci6n del Efecto HipotArmico en Ratones 

La fracci6n II.1.4 (toxina) fue ensayada en una se--

rie de ratones. Se tomaron 10 ratones albinos y se les inyec-

t6 SO pg de toxina por v!a intraperitoneal. La temperatura de 

los ratones fue medida como control antes de ser inyectados. 

Y se encontr6 que la temperatura media normal era de aproxim!!, 

damente 39.SºC. (V1a rectal). La temperatura despu~s de in-

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

13. Los Efectos en la Tensi6n Activa de Mfisculo Papilar Car-

d1aco de rata 

Los experimentos se llevaron a cabo en m6sculo papi

lar del ventr!culo izquierdo de rata, el cual se obtuvo con -

una disecci6n rápida, colocSndolo en un baño a 29ºC que cante-

n!a 1 ml de soluci6n modificada de Krebs-Henselet con burbujeo 
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continuo de o 2 al 95\ y co2 al 5%. 

El músculo es puesto en forma vertical en el baño, 

un extremo es unido a la base de la celda de ensayo y la otra 

a un transductor ("strain-gauge"). La preparaci6n es estimul~ 

da el~ctricamente con un pulso cuadrado de 0.16 Hz y 2 ms de -

duraci6n. El músculo es continuamente estimulado hasta obte-

ner un per1odo de estabilizaci6n antes de aplicar la muestra -

por cerca de una hora (la t~cnica usada es de acuerdo a los -

procedimientos desarrollados por el Ing. Cruz Mart1nez del Ba~ 

lar College of Medicine, Houston, Tx). 

El voltaje estimulatorio se ajusta ligeramente m~s -

alto que el umbral, y se permite otro periodo de estabilizaci6n 

para obtener una meseta de tensi6n activa (respuesta al est!m~ 

lo). Esta tensi6n activa desarrollada es la referencia 6 el -

control designado en la curva de dosis-respuesta de la gr4fica4 

Asimismo para el caso de mfisculo liso de aorta de r~ 

ta, se utiliz6 soluciones de potasio en diferentes concentra-

ciones para despolarizar la preparaci6n {colaboraci6n del Dr. 

Tom Poder, del Baylor College of Medicine, Houston, TX). 
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III. RESULTADOS 

1. caracterizaci6n General del Veneno 

El veneno del Heloderma horridum horridum produce -

síntomas de disnea, convulsiones esporádicas, hemorragias en 

el. tracto intestinal, congesti6n, edema pulmonar, finalmente 

paro respiratorio, estos sintomas fueron ya descritos por -

Leob (1913). 

El veneno fue estudiado por electroforesis en dife

rentes condiciones, el veneno presenta un patron el.ectrofor! 

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 t~nica descrita por Reis-

fel.d et al. (1962), en geles cilt.ndricos de poliacrilamida -

al 7.5% en condiciones de pH 4cido (4.7) y en presencia de 

urea mostr6 un contenido de 15 componentes (fig.B), finalmefr 

te se analiz6 el veneno en condiciones de pH bS:sico(B .2) ( JQ_ 

vin et al. 1964). En este ultimo sistema se puede apreciar 

una complejidad de por lo menos 18 componentes, estos datos 

confirman los descritos por Alag6n y col. (1982). Sin embar~ 

go, en este a1timo sistema, la toxina hipot~ica no es bien 

resuelta debido a su punto isoelectrico de 6.B, por lo que -

solo se tomar! como referencia. 

El veneno tuvo las ~iguientes actividades enzimati

cas, Benzoil-Arginil-Etil-Ester-hidrolasa, fosfolipasn, hial~ 
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ronidasa, sin embargo las fracciones correspondientes a la t2 

>tina hipotérmica no mostraron las actividades antes menciona

das (Tabla 1) • 

Tabla 1 

ACTIVIDADES ENZIMATICAS Y TOXICAS DEL VENENO DEL 

Heloderma horridum horridum 

Componente veneno total n II.l II.2 II. .l .4 II.1.5 

Toxicidad + + + + + 

Fosfolipasa + + + 

Bz-Arg-OE 
hidrolasa + + + 

Hial.uronidasa + 

2. Purificación de l.a Toxina Hieottkmica 

El primer paso en la purificaciOn de la toxina fue -

la separaci6n de los componentes del veneno total por fil.tra

ci6n en gel, utilizando una columna de Sephadex G-75, en don

de se resol.vieron S componentes (Fig. l) la fracci6n na.mero I 

contiene las actividades enzimáticas de Benzoil.-arginil.-etil

~ster-hidrolasa. La fracci6n II es la que contiene la mayor -

actividad esterasa y ún poco de 1as demas actividades. La ~ 

fracci6n II es la que contiene 1a toxina hipotérmica. 
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Fig. l.. cromatograf!a en Sephadex G-75 del veneno soluble de 
Heloderma horridum horridum. 

500 mg de veneno total se solubilizaron en amortiguador 
de acetato de amonio o.OS M pH 7.oo y se aplicaron a -
una columna de Sephadex G-75 medio de 0,.9 X 160 cm a -
temperatura ambiente, la columna se eluy6 con el amorti 
guador antes mencionado,. con un flujo de 40 ml por hor~ 
la fraccidn ~I se junto de acuerdo a la barra horizon-
ta1. 

Bl volumen de las fracciones fue de 6 ml y la densidad 
optica a 280 nanometros. 
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La fracci6n II se proces6 posteriormente en una e~ 

lumna de DEAE 32 (fig. 2) equilibrada a pH 7.00. En esta fi 
gura se muestra la separaci6n de las fracciones; F.II.l 

que contiene la toxina hipotermica y F. II.2, la cual con-

tiene las enzimas proteolíticas. 

1La fracci6n II.l se dializd y ajust6 a pH 4.7 en 

presencia de amortiguador de aceta to de amonio y se aplico i 

·a una columna de CMC 32 (fig, 3), en este paso se obtuvo -

un perfil cromatografico en el que el componente II.1.4 co

rresponde a la actividad t6xica hipot~mica. El componente 

~s básico (II.1.5) no mostr6 ninguna actividad biol6gica 

positiva (toxicidad) en los sistenas que hemos estudiado. -

Las fracciones procesadas en las columnas, muestran la rec~ 

peracidn cercana al 100% en Sephndex y de 93% de la co1umna 

de DEAE 32, sin enbargo la recuperacidn bajd para el caso 

de 1a co1umna de CMC 32, a 84t como se muestra en la tabla 

II • 
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Fig • 2 

DEAE-32 

pH 7 .DO 

:c:c. 2 

O.lM O.SM 

20 so 
FRACCION (ml) • 

2. La Íraccidn de Sephadex G-75 se aplic6 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 juntaron de acuerdo a las barras horizon 
tales, obteniendo las fracciones 11.1 y rr.2. -

La columna fue tratada de acuerdo a las condicion
es descritas en el texto. 
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3. La fracci6n II.l se aplic6 a una columna de CMC 32 

(0.5 x·10 cm) a temperatura ambiente y con un flujo 
de 40 ml/hr. Se eluy6 la columna con un gradiente 

salino de O a 0.3 M en amortiguador de acetato de 

amonio 0~05 M pH 4.7, la grafica muestra el com~ 
nante 4 y 5 como principales, la fracci6n II.I.4 
muestra toxicidad hipotérmica (++) (4). 
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3. Purificaci6n por Cromatografia Liquida de alta Presi6n 

La fracci6n II.1.4 de la columna de CMC-32 es -

procesada a trav~s de una columna de cromatograf!a liqu1 

da de alta presi6n de tipo filtraci6n en gel, en las con

diciones que se describen en material y metodos, con el. o~ 

jetivo de quitar los pequeños contaminantes que aun se oE 
servan en la fracción por criterios electroforeticos. En 

estas condiciones, la toxina se comporta como una proteína 

de peso molecular entre el citocromo e y la albumina bav1 

na, con un tiempo de retencion de 7 .45 min. (Fig. 5) • 

4. An6lisis ElectroforAtico 

El an~lisis electroforético en presencia de s.o.s. 

(Fig. 6) mostr6 una sola banda en el componente II.1.4 de 

CMC-32, la toxina migra entre los marcadores de peso molecu

lar : anhidrasa carbonica de 31000 y el inhibidor basico de 

tripsina 21500 por lo que aparenta un peso molecular aproxi

mado de 26000. 

De acuerdo a la t~cnica de Reisfeld (1965) se ana

lizó la pureza del componente II.1.4, en estas condiciones 

se observo una sola banda que migra como un componente basi

co {Fig. 7). 
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TABLA II 

RECUPERACION Y TOXICIDAD DE LOS COMPONENTES CROMATOGRAFICOS 

Columna Fracci6n • Rccuperaci6n Toxicidad 

Sephadex G-7 5 I 41.4 Tdxico 

II 39.2 Letal 

III 9.8 Negativo 

IV 2.6 Negativo 

V l. 3 Negativo 

Tubos 1ateral.es 5.7 Negativo 

Total 98.0 

DEAE - 32 II.1 21.. o Letal. 

II.2 69.0 Letal 

Tubos laterales 3.9 Negativo 

Total. 93.9 

CMC - 32 II.l.l 4.2 Negativo 

II.1.2 2.8 Negativo 

II.1.3 4.3 Negativo 

II.1.4 36.0 Letal 

II.1.5 38.7 Negativo 

Total. 84.0 

T6xico Produce manifestaciones cl.ínicas de envenenamien-
to. 

Letal Produce la muerte en un periodo de 2 hrs. 

Todos los cal.culos se hicieron por absorbencia a 2eonm 
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4. curva de calibraci6n (en HPLE) de una columna de ex 
clusi6n molecular, uz~da para purif'icar finalmente
la toxina de Heloderma. 

La columna es de tipo Whaters I-125. Los marcado-
res usados son BSA, (Albúmina) (Cit e (Citocromo) -
NTX (Noxiustoxina). Bac (Bacitracina) y (los nG
meros indican los fragmentos pept~dicos de la 
Noxiustoxina). 

Las condiciones de corrida se describen en la si-~
quiente .figura. 
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Fig. s. Cromatograf!a líquida de alta presi6n de la toxina -
II.1.4. 

Se nplic!S ·. 50 pl. de una soluci6n con A280 = 1.0 en 
una columna Whaters I.125 usando amortiguador de -
trietilamina-fosfato pH 2.25 con acetonitrilo en una 
relaci6n 2:1 V/V. Se us6 un aparato Hewlett Packard 
con un flujo de 1 ml/min. La toxina eluy6 a 7.45. 
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0 
C.I. 

Fig. 6. Electroforesis de las fracciones del veneno de 
Heloderma horridum horridum. En el carril 5 se en
cuentra el veneno total (50 pg), el carril. 4 es la 
fracci6n II de Sephadex G-75 120 pg) y el carril 3 
la fracci6n II.l de DEAE-32 110 pg) y en el carril 
2 la fracci6n II.l. Toxina (10 pg) de CMC-32, y -
en el carril l la fr.:i.cci6n II.l. 4 (l.0 Jl9} de la -
misma· columna. <'P.A. significa punto de aplicaci6n 
c.1. indica el colorante indicador ) • 

El gel contiene acrilamida al 15~ y SDS. 



1 2 
P, A, G 1 _;.;.._ 

2 ./~;~ 

~k, 5~:,,-. 
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c. I. G • 

Fig. 7. Elcctrofores:ls del veneno total. de Heloderma 

horridum horridum, y la toxina ~I.1.4 en.con 

diciones ácidas segun Reisfeld (1962) • 
Se aplicarlSn 100 ug de veneno total y 10 ug 
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de toxina II.1.4 de acuerdo a las condiciones 
descritas en el texto. 
(P.A. punto de aplicaci~n, C.I. colorante i~ 
dicador}. 
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l 2 3 4 5 l 2 3 4 5 

e -· ... __ ..... ~ 

Electroforesis de las fracciones cromatograficas del 
veneno del Heloderma horridum horridum en presencia 
de s.n.s. 

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

Para los carriles2 ~·Sde izquierda y derecha respect! 
vamente contienen marcadores de peso molecular que -
son; 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 y. derecha) estan 20 pg de veneno 
total, asimismo en 4 y 3 corresponden a 5 pg de la -
toxin~ II.1.4, para los carriles 5 y 2 se coloco fra 
cci6n 11.1.s. 

(En el carril 1 de ambos geles se tomo como referen-
cia con marcadores de peso molecular alto). 
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S. Composici6n de Funina&cidos 

Can este objeto se dializaran las fracciones ha

mogeneas contra agua y finalmente se liofilizaron, prace~

di~ndose a caracterizar1as qu!micamente por an&1isis de a

mina4cidas. Las resultados del aa&lisis de aminaacidos de 

este componente componente toxico se muestra en la tabla -

III, el an&lisis indica que se trata de un polipeptido de 

caracterizticas ácidas que poseé aproximadamente 221 resi

duos de amino&cidas con un peso molecular de 25,600 d. La 

campasici6n de aminoScidas indica un contenido de mas del 

25% de &cides ap&rtico y glutámico (en la molécula) asi

mismo un alto contenido de prolina 25, por otra lado se 

cuenta con 20 cisteinas y 5 metioninas. 



TABLA :III 

Aminoácido 

Asp 

Tre 

Ser 

Glu 

Pro 

Gli 

Ala 

Val 

Met 

Ile 

Leu 

Tir 

Fen 

His 

Lis 

Arg 

Cis 

Trp 
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Composici6n de aminoácidos de la toxina II.1.4 

del veneno de Hel.oderma horridum horridum. 

Hidr6lisis a 48 hr. Residuos 

29.82 30 

20.03 20 

12.36 12 

26.26 27 

24 .96 25 

13 .se 13 

11.16 11 

6 .so 7 

5.52 5 

7 .93 e 
4.03 4 

6.98 7 

2.35 2 

4.22 4 

16.40 16 

10.35 lO 

20.00 20 

N.O. 

Total. 221 

Peso molecul.ar aproximado * 25 415 

a) N. º·""no determinado 

b) •e Peso mol.ecul.ar calculado sin t.ript:ofano. 
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6. Determinaci6n de la Secuencia N-Terminal de la Toxina 

Para la determinación de la secuencia N-terminal 

de la toxina,se utiliz6 un aparato Beckman 890 M, como se 

mencion6 en la sección de material y m~todos. La fracci6n 

II.1.4 de la columna de CMC 32 pura se procedio a reducirla 

y vinilpitidilarla,la separación de los productos colatera

les de la reacción se muestra en la figura 9, posteriormen

te se tomar6n aproximadamente 2 nmolas y se a plicar6n al mi

cro secuenciador Beckman 890M, el aparato realiz6 20 ciclos 

los cuales se identificar6n como se muestra en la figura 10. 
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Fig. 
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FRACCION 

9. Filtración en Gel de la toxina II.I. de Heloderma 
horridum horridum reducida y vinilpiridilada. 

En una columna de Sephadex G-50 de 0.9 x 60 cm se 
apl.ic6 l.O mg de toxina { 39 runo les) redu
cida y vinilpiridilada, en un volumen de l ·D ml 
de mezcla de reacci6n. Se eluy6 con AcOH al 10% 
con un flujo de 20 ml/hora, colect4ndose fraccio-
nes de 2.0 ml. Se eluy6 en primer t~rmino la tox~ 
na y en segundo los reactivos excedentes. 
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1 5 10 
N-Glu-Ala-Ser-Pro-r~is-Lcu-Pro-Gli-Leu-Met-Trc-SeD-Asn-Pro-

15 20 
X -Gln-Gln-Trc-Gli-Fen ••• 

Fig. 10. Secuencia de aminolicidos de la regi6n N-terminal de 
la toxina II.I. 4.· de Heloderma horridum horridum. 

La secuencia se llev6 a cabo con 50 p.g de toxina 
equivalente a 2 n moles, con el procedimiento de -
Edman, en· un microsecuenciador Automático Bcck-
man 890 M. X significa aminoácido no identificado. 
(Ver detalles en el· texto) .. 
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7. Oeterminaci6n del Punto Isoelectrico 

Para encontrar el punto isoeláctrico de l.a toxina, 

se utiliz6 el.ectroenfoque anal1tico en geles cil1ndricos,de 

acuerdo a la tecnica descrita por Wringley, (19751.. En donde -.~ 

se aplicarón 20 .ug de toxina II.1.4 a un gel. de poliacrilam! 

da al 7. 5% y una mezcla de anfolinas de un rango de pH de 3 

a 9, como referencia se utilizó a Mioglobina ( P.I. 6.B~ los 

resultados mostraron que la toxina tuvo un enfoque en el 

gel similar a la Mioglobina, es decir aparent6 un punto iso

el~ctrico de 6.B. 

Para lograr el enfoque en el gel, se aplicó corrie!!. 

te constante de 2 mA, y se incremento el Voltaje hasta 350 V, 

durante 3hr a 20 ºC. ( Fig. 11). 
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Pig. ll. Electroenfoque anal~tico de la toxina 1r.l.4 de 
Heloderma horridum horridum. 

se utilizaron geles cilíndricos, en un gel se a
plicaron 20 .ug de toxina y en otro 10 pg de 1·1lo
giobina como referencia, para los dos geles se -
utilizcS un gradiente de anfolinas de 3 a 9 y una 
concentrací6n de acrilamida de 7.5 1 

Para establecer el gradiente de pH se establecí~ 
el procedimiento a corriente constw.nte de 2 rnA, 
incrementando el Voltaje hasta 350 V, durante 3 
hr .• , a 20 ºC. 

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

47. 
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8. Inmunodifusi6n de la Toxina 

Para obtener un criterio inmunol6gico de pureza de 

la toxina se utiliz6 inrnunodifu5i6n. Mediante el uso de sue-

ros inmunes provenienten de tres ovejas (numeradas O, 145 y 

264). Estas ovejas fueron inmunizadas previamente en el lab.Q. 

ratorio, en contra de veneno soluble total de Heloderma 

horridum horridum (Alag6n y col. 1982). En el centro se col2 

c6 la toxina de Heloderma horridum horridum y en los pocillos 

circundantes los sueros, segGn se describe en la figura. 

Una vez llevada a cabo la inmunodifusi6n,( 12 horas} 

se observo una sola banda de precipitado en los pocillos 1,-

2, y 3, el pocillo numero l correspondiente a el suero de la 

abeja O mostro la banda mas intensa de precipitado,. 



.. ~ ...... 10 ...... 

• 

Fig. 12. In:munodifusi6n·con suero anti-veneno de Heloderma 
horridum horridum. 
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En los pocillos centrales se aplicaron lO p.l de -
toxina, correspondientes a 1.3 y lO pg. 

En los pocillos circundantes s~ aplicaron las ni
guientes muestras de izquierda a derecha, 1 suero 
de oveja O, 2 oveja 145, 3 oveja 254, en todos se 
util2d 10 pl y un contro1 de PBS. 

Se dejo la inmunodifusi~n durante 12 horas a tem
peratura ambiente. Se tiñ6 con Negro J'unido al -
o. 5%. .. .. 
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9.- Efecto hipot~rmico de la Toxina 

El efecto hipot~ico de la toxina se verific6 por 

medida directa de la temperatura en ratones de experirnenta-

ci6n, mediante la introducci6n de un termometro cl!nico en -

el recto de los animales. El tiempo de respuesta del termo

metro utilizado fue del orden de 60segundos. 

Inicialmente se tomaron 10 ratones albinos adultos 

de la cepa Balb/C, que en promedio, mostraron un valor de --

39.S ºC, este valor se tomo como control de temperatura cor

poral para el ensayo. 

Antes de medir el efecto causado por 1a toxina se 

inyectaron ratones con varias dosis de toxina pura (de 30 a 

100 µg por rat6n). Se verific6 que la dosis de SO pg de tox! 

na por 20 gramos de peso corporal de rat6n, corresponde a-

proxirnadamente a la dosis letal media (L.o. 501. Por esta r~ 

~n, a un nuevo grupo de l.O ratones se l.es inyectaron SOpg de 

toxina y se midio el abatimiento de l.a temperatura corporal .~ 

con intervalos de 10 min,. para cada rat6n, 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 disminucil5n de l.a temperatura en funci6n del tie!'lpo 

para los ratones inyectados con toxina. se indica tambi&n en 

1a grafica un promedio de la medida. La variaci6n de temper!. 

tura es bastante homogenea en l.a poblaci6n inyectada y el. a~ 



timiento de la temperatura corporal fue reproducible para 

la misma poblaci6n estudiada. 
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Cuando la temperatura alcanz6 valores alrededor de 

35 ºC se observ6 la muerte algunos ratones, pero hubo an!_ 

males que resistieron hasta temperaturas inferiores a 34°C 

en donde la precisidn del term6metro utilizado no permitid 

continuar midiendo la temperatura. 
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Fig. 13. Curva de disminucidn de la temperatura en ratones 
causada por la toxina II.1.4. 

Se utilizaron SO p.g de toxina de Heloderma 
horridum horridum en cada raton albino (cepa Balb 
e,). se midid la temperatura por vta rcctnl, cota 
bleciendo primero el promedio de temperatura basal° 
, y posteriormente se les tom6 la temperatura, a 
intervalos de lo· a 20 min. 
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10. Efeetos Sobre Mdsculo Papilar de corazdn de Rata 

La toxina fue probada en mdsculo cardiaco de -

rata, mediante la ap1icaci6n defracci!Sn II .1.4, a una -

celdil1a que contenia un múscu1o papilar de ventrículo 

izquierdo de rata disecado y en una so1uci6n Kinger, -

como se describe en la secci6n anterior, el ensayo se 

hizo con dos concentraciones dieferentes de toxina de 

136 y 408 nM. 

Una vez aplicada la toxina se observo el efecto 

sobre la terision activa del md'.scul.o durante 40 minutos 

, el cambio que se observo en estas condiciones, fue -

la disminucí~n'de la tensi6n activa del mOsculo en.un 

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

El efecto que produce la nimodipina en este ti

po de preparaciones. es la disminuci6n de la tensl.6n a:, 

tiva en un 100'r La nimodipina es un derivado de 1a -

nifedipina y ambos son inhibidores del canal de ca++. 
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Esta grafica muestra e1 resultado de dos prepara
ciones mu~culares, de mdsculo papilar de ventr!c~ 
lo izquierdo de rata. 

Las lecturas fueron tomadas 10, 20, 30 minutos 
despues de la aplicaci6n de la muestra, las lectu 
ras de ambas preparaciones fueron un promedio en
los puntos 10, 20 y 30 minutos y graficadas. 

Ambas preparaciones presentaronuna meseta de 21% d~ 
bajo del control. 

(Para este experimento cont6 con la ayuda del Dr. 
Tom poder del Departamento de Fisiolog!a del del 
Baylor College of Medici~e de Houston Texas E.U.) 
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IV. DISCUSION 

La mayor!a de los estudios en venenos de animales -

se han concetrado en las serpientes venenosas, especialmente 

aquellas que poseen neurotoxinas poderosas, as! como citotoxJ:. 

nas, miotoxinas, y toxinas hemorr~gicas (Tu, 1977, 1981). 

Debido a la enorme cantidad de trabajos relacionados con los 

venenos de serpientes y alacranes, la inform.!ci6n con respec

to al veneno del Heloderrna horridum horridum es relativamente 

escasa. Una de las razones por las que el veneno de este sa~ 

ria no ha sido bien estudiado es la dificultad para conseguir 

cantidades suficientes de veneno (Tu, 1987, 1981, 1983), y -

por estar su distribuci6n geogr~fica limitada a Am6rica del -

Norte. Probablemente el hecho de que este animal es lento y 

causa pocos accidentes por modedura tambi~n ha ayudado a que 
#""-éu 111!heno sea poco estudiado. 

El Veneno del Heloderma horridum horridum 

El estudio del veneno del Heloderma horridum horridum 

se ha incrementado en los últimos años, los trabajos que se -

han publicado se enfocan en su mayor!a, a la caracterizaci6n de 

los componentes pept!dicos del veneno. Debido a la naturaleza 

f6eil del saurio es posible hacer correlaciones filogen~ticas 

de los p~ptidos con actividades secretadoras y de activaci6n 

de AMPc que se encuentran en el veneno (Vandermeers, 1987). 
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Sin embargo, tambi6n en el curso de los G1timos años, se ha iE 

crementado el inter6s en la purificaci6n de las principales 

actividades enzimSticas detectadas en el veneno, como son: 

Una esterasa, fosfolipasa A2 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 neurociencias •. De los venenos 

estudiados, el del Heloderma mostraba posibilidades de conte-

ner toxinas, por lo que se desarrol16 una estrategia de purif.! 

caci6n para toxinas, que consiste en fraccionar el veneno ini

cialmente por peso molecular, y posteriormente remover las en

zimas presentes en las fracciones por cromatograf!a de inter-

cambio i6nico, (DEAE-32). En estas condiciones, la mayor!a de 

las enzimas proteol!ticas por tener puntos isoel~ctricos &cides 

quedan adsorbidas a la resina y las toxinas son eluidas en el -

volumen de cargado debido principalmente a su naturaleza en -

general ~4sica, como discutiremos adelante. 

En esta tesis se muestra la existencia de una nueva -

toxina presente en el veneno del Heloderma horridum horridum. 

Esta produce hipotérmia al ser inyectada en ratones albinos, -

tiene un peso molecular de 26,000 daltones, y un punto isoel~c

trico de 6.8 ± 0.2. 
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Purificaci6n de 1a toxina de Heloderma horridum horridum 

La estrategia básica que se utiliza para la obtenci6n 

de la toxina en este trabajo, consta de cromatograf1a de fil

traci6n en qel, seguida de intercambio ani6nico e intercambio 

cati6nico. 

El fraccionamiento del veneno muestra patrones cro

mato9ráficos constantes, que solo var1an en proporci6n de 

acuerdo al estado de preoervaci6n del veneno. 

La toxina se encuentra en 1a fracci6n 11 de la colum 

na de Sephadex G-75 (Fiq. 1), la cual eluye en un peso molecu

lar similar a la albtlmina bovina cuando esta Qltima se utiliza 

como marcador de la columna. 

Con objeto de remover las proteasas de la fracci6n -

II ae utiliza DEAE-32 (Fi9. 2), las proteasas de esta fracci6n 

son 1os componentes de mayor proporci6n (70\) de la protctna 

presente. 

Ona vez libre de proteasas, la fracci6n II se frac

ciona en CMC-32, en donde el componente II,l,4 contiene la -

actividad t6xica hipotérmica (Fig. 3), as!mismo el componente 

II,1,5 se muestra t6xico, sin embargo esto es debido aparent~ 

mente a contaminací6n con la fracción anterior~ 
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Finalmente para remover los pequeños contaminantes 

de la fracci6n t6xica, se utiliz6 cromatoqraf1a l!quida de a~ 

ta presi6n. La recuperaci6n de la toxina al final de la puri 

ficaci6n es aproximadamente de 1% con respecto al veneno to-

tal. 

La fracci6n I corresponde aproximadamente al 40% del 

veneno total: esta proporci6n es variable dependiendo de la -

preservaci6n del veneno. Esta fracci6n contiene principalmen

te enzimas del tipo de fosfolipasas, hialuronidasa y esterasa. 

Esto es [importante puesto que debido a la presencia de enzimas 

proteol!ticas en el veneno se esperar!a cambios· del patr6n, -

cromatográfico, dependiendo del estado de preservaci6n del --

veneno. 

Esta fracci6n es t6xica en ratones solo en cantida

des elevadas (200 pg de prote!na). De esta fracci6n se ha -

llevado a cabo la purificaci6n de la esterasa, la cual se ha 

denominado como helodermatina, por el grupo de Alag6n y col. 

(1986). Esta enzima pertenece a la familia de las serinpro-

teasas, y es una enzima semejante a kalikre!na ("Kallikrein 

like"). 

Por otro lado la actividad de fosfolipasa A2 , que -

se encuentra en esta fracci6n, se ha logrado purificar (B. 

Sosa (1986). La fosfolipasa tiene un peso molecular de 



59 

19,600 d y posee cierta homologia (56%) de la regi6n N-termi

nal con la fosfolipasa de abejas. Sin embargo, difiere en -

que tiene un punto isoel~ctrico que es ácido, en vez de bási-

co como en las fosfolipasas de las abejas. Además, la fosfo

lipasa de Heloderma tiene un peso molecular mayor. La fosfo

lipasa del Heloderma horridum horridum es del tipo A2 con -

dependencia de ca++. 

Por otro lado, tambi~n se estudiO la fracci6n II.2, 

se proces6 en una columna de DEAE-32 de donde se obtuvieron -

dos fracciones principales, de las cuales la m4s ácida mostr6 

las actividades esterásicas detectadas de la fracci6n II. 

Este pico cromatográfico ocasiona la muerte a ratones albinos, 

con la caracter1stica de producirles hemorragia en el tracto -

digestivo, y exoftalmia. De acuerdo a los datos reportados en -

la literatura, esta fracci6n corresponder1a a la que A. Tu 

{1981) emplea para obtener la gilatoxina. 

An4lisis Electrofor~ticos 

El an~lisis electroforático de los componentes lle

vado a cabo en diferentes condiciones, muestra un patr6n con

sistente. Los primeros estudios al respecto fueron hechos por 

A. Alag6n (1992). En este trabajo se concluye, una compleji

dad del veneno de 18 componentes¡ este estudio fue hecho en -

condiciones b&sicas con geles TRIS-glicina a plt 8. 3. El ven!!_ 
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no muestra cambios en su patr6n electrofor6tico, bajo estas 

condiciones, en diferentes etapas del año y se compara con -

extracciones de veneno de animales reci4n capturados. Esto -

es importante porque se hab!a planteado la posibilidad que 

algunos componentes t6xicos disminuyeron su producci6n de 

acuerdo al medio ambiente del animal (A. Tu (1977) referido -

por Alag6n (1902}). 

En este trabajo se analizaron tambi4n las fraccio-

nes del veneno por técnicas electroforéticas que incluyen 

condiciones de pH ácidos y b~sicos, no desnaturalizantes. El 

an4lisis del veneno en condiciones nativas b~sicas muestra 

similaridad al descrito por A. Alag6n (1982). Por otra parte 

en condiciones de pH 4cidas, el patrón presenta una comp1aji

dad de por lo menos 15 componentes (Fig. 7) • Una vez purifi

cada, la toxina hipot€rmica se define bien en el sistema 'ci

do en donde se comporta como una sola banda. No se encentra-

ron diferencias importantes cuando e1 gel contuvo SM de urea. 

En el caso de la electroforesis en condiciones de 

SDS se uti1izaron geles de 12.5% y en gradiente de 10 a 20\ 

{concentraci6n de acrilamida). En estos geles el veneno total 

se separa mejor, mostrando una mayor complejidad, con aproxi

madamente 21 componentes. La toxina hipot~rmica se comporta 

como una sola banda que migra entre la anhidrasa carb6nica de 

peso molecu1ar de 31,000 y el inhibidor b4sico de tripsina de 
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soya de 21,500 por lo que la toxina presenta un peso molecular 

aparente de 26,000 d. 

Análisis de Aminoácidos 

La composici6n de aminoácidos de la toxina muestra -

un contenido de 221 residuos de aminoácidos, de ios cuales los 

más abundantes son aspártico y glut&nico, los de menor propor

ci6n son la leucina, fenilalanina, histidina, además contiene 

5 metioninas y 20 ciste1nas (Tabla III). El contenido de res! 

duos ácidos es claramente mayor con respecto a los básicos, 

sin embargo la toxina se comporta como un componente básico en 

los cromatogramas (CMC-32). La causa de esta aparente contra

dicci6n puede ser explicada por la presencia de grupos amida-

dos en los carboxilos de los grupos R de los aspárticos y glu

t.1micos, lo cual evitarla su contribuci6n a la carga global de 

la prote!.na. 

En comparaci6n con la mayor!a de las toxinas conoci

das (en general) el peso molecular es muy diferente por ejem-

ple, las toxinas de alacranes, algunas serpientes y anemonas -

de mar contienen de 60-74 residuos de aminoácidos (L. Possani, 

1984) (A. Tu, 1977) (H. Okamoto, 1977). En el caso de toxinas 

de aracnidos y algunas bacterias. el nlltnero 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 toxi

na hipot4rmica, con la gilatoxina (toxina reportada por A. Tu 

(1981)) • 

Se observa diferencias marcadas en 1a proporci6n de 

los residuos en ambas toxinas, lo que hace poco probable el~ 

caso de que la toxina hipot4rmica sea producto de degradaci6n 

de 1a gilatoxina. 

Secuencia de Amino6cidos de 1a Toxina 

con objeto de determinar la secuencia de la toxina 

hipotérmica del Heloderma horridum horridum, se tuvo que abrir 

la cadena polipepttdica rompiendo los puentes disulfuro; para 

lo cual se redujeron éstos con ditiotreito1 y se vinilpiridi

laron las ciste!nas para evitar la reoxidaci6~ y tener deriv~ 

das las ciste!nas haciéndose m&s fficil su identificaci6n. 

Luego se deterrnin6 la secuencia N-terminal mediante un proce

dimiento autom~tico. Con la secuencia N-terminal se hicieron 

comparaciones con otras proteínas con el objeto de encontrar 

a1guna homolog!a que ayude en la interpretaci6n de su funci6n 

bioliSgica. 

A continuaci6n se muestran algunas comparaciones: 



1 5 10 15 20 

E AS P.K L P G L M .T S N P -X- Q Q T G F 

A S P 

R L P G 

M T S 

63 

Toxina de Heloderma 
horridum horridum 

Prote~na ribosomal 
de ~· .E2l:.! 
Antitrombina III 
(factor hepar!nico) 

Lipotropina 

La comparaci6n de la secuencia N-terminal no muestra 

una clara semejanza con otras proteínas. Las similitudes en-

centradas no fueron estad!sticamente significativas. 

Propiedades Inmunol6qicas 

Con el objeto de obtener un criterio adicional de p~ 

reza y caracterizar las propiedades inmunol6gicas de la toxina, 

se realiz6 un experimento de inmunodifusi6n con sueros de ove

jas, las cuales se hab!an inmunizado previamente contra el ve-

nena total del Heloderma horridum horridum (Alaq6n y col. 1982). 

La inmunodifusi6n se llev6 a cabo con tres sueros de 

ovejas que se denominaron O, 145, y 264. En los tres se obse.!:, 

varon bandas de precipitado, lo cual indica que la toxina es -

reconocida por los sueros, a pesar de ser un componente minar.,! 

tario del veneno e~ 1%). sin embargo, de los tres sueros en-
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sayados, uno di6 una respuesta mayor al presentar una banda -

muy intensa (oveja, O) esto fue al parecer debido a un exceso 

de ant!geno en el ensayo. 

Propiedades Hipot~rmicas 

En el curso de los ensayos biol6gicos para encontrar 

la actividad t6xica de las fracciones cromatogr&ficas en proc~ 

so, se verific6 que los ratones inyectados con la fracci6n t6-

xica mostraran un comportamiento caracter!stico, el cual con-

siste en; parSlisis fl~cida, convulsiones esporSdicas y mue~ 

te por falla respiratoria. Sin embargo, durante el curso de -

estas manifestaciones el animal mostraba un descenso evidente 

de la temperatura corporal. Por ello se decidi6 caracterizar 

este efecto con un lote de 10 ratones, a los cuales se 1es to

m6 la temperatura basal corporal, antes de inyectarles una do

sis ünica de toxina de 50 pq. Posteriormente se fue tomando -

su temperatura a intervalos de tiempo subsecuentes. 

La temperatura basal de los ratones fue en promedio 

de 39.SºC, la cual fue descendiendo hasta menos de 35°C en un 

per!odo de aproximadamente de 40 minutos. Si bien el efecto -

de disminuci6n de temperatura corporal es evidente, se torna 

extremadamente "complejo y al mismo tiempo difícil proponer el 

mecanismo molecular de acci6n de la toxina. No se puede afir-

mar a que nivel est4 actuando la misma. No serta sorprendente 
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si el efecto, cuando sea mfis profundamente estudiado, revele 

que el efecto hipot~rrnico, sea secundario al de la toxina so

bre ciertos 6rganos 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 como bioensa

yo, para curvas de dosis-respuesta, cuando se ensayan compue~ 

tos que alteran los factores que mantienen la tensi6n activa 

del huso muscular (como se describe en texto). Las drogas que 

afectan la permeabilidad membrana!, como los inhibidores del -

canal de ca++, cambian el estado de tensi6n y producen relaja

miento. 

La fracci6n II.1.4 ocasion6 una disminuci6n de la -

tensi6n activa en un 21%, efecto parecido al de la Nimodipina 

(la cual produce 100% de relajamiento). Sin embargo, como la 

tensi6n activa est3 influenciada por varios factoren, e~ ne

cesario rea1izar otros ensayos mSs precisos para determinar -

si e1 efecto es debido a la inhibici6n de algGn canal i6nico. 

otros ensayos electrofisiol6qicos 

Finalmente, se busc6 determinar su efecto en los s.! 

guientes sistemas: 
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a: Ax6n gigante de calamar mantenido en voltaje sosten! 

do. NingGn efecto en ambos canales (Na+) y (K+). 

Experimentos realizados por Carbone y Possani, con -

toxina purificada por nosotros • 

b: Células de la ra!z ganglionar dorsal de embri6n de -

pollo en un sistema de "patch-clamp". NingGn efecto 

visible en los canales de Na+, K+ 6 ca++. (Yatani y 

Brownl. (En el Baylor College of Medicine, Houston, 

Texas, E.U.A.). 

d: También se tuvo un efecto negativo al ensayar el si~ 

tema de transporte de electrones de la mitocondria. 

(Dr. E. Chlivez, de el Instituto Nacional de Cardiol2 

g!a) • 

El efecto hipotérmico se ha buscado en- varios sist~ 

mas fisiol6gicos sin determinar hasta la fecha el mecanismo -

de acci6n, por lo que no. se puede afirmar si el efecto es so

bre algún sitio especifico, o atrav~s de algún efecto indi-

racto, l?sta es una de las preguntas cJUe se intentar.ín resol-

ver en un futuro trabajo. 



V. CONCLUSIONES 

El estudio del veneno del Heloderma horridum ~

~ mostr6: 

l. Una composici6n principalmente de prote!nas. 

2. Comportamiento cromatográfico y electroforético con 

un patr6n constante, por lo que se puede decir que -

este veneno no tiene variaciones significativas en 

sus componentes de acuerdo a diferentes épocas del -

año, y que tampoco depende del medio ambiente. 

J. La caracterizaci~n de una toxina del veneno del~ 

~ horridum horridum,. la cual muestra que se tra

ta de una prote!na de 25 500 de peso molecular con -

un contenido de por lo menos 221 residuos de aminoá

dos 

4. La toxina muestra en su porción aminoterrninal la se

cuencia¡ N-Glu-Ala-Ser-Pro-Lis-Leu-Pro-Gli-Lf!U-Met

Tre-ser-Asn-Pro-x-Gln-Gln-Tre-Gli-Fen ••• 

S. La toxina presenta homologta (no significativa) en -

porci6n N-terminal, con una proteína ribosomal de E. 

coli,¡.3-lipotropina y, el factor antitromb!nico II. 

6. La toxina produce un patr6n.caracterrstico de dismi

nuci6n de la actividad motora, convulsiones espor~d! 

67. 



cas (de tipo espástico) , disnea y muerte, ademas de 

producir un efecto constante de disminuir la tempe

ra tura corporal de los ratones inyectados, tal efe~ 

to se desarrolla en un promedio de 30 minutos. 

7. El anSlisis de la toxina en diferentes sistemas fi

siol6gicos mostr6: 

a) La toxina produce relajamiento del músculo pap!_. 

lar de ventrículo izquierdo (coraz6n)de rata. 

b) Efecto negativo en canales de Na+ y K+ de ax6n 

de calamar(en técnicas de voltaje sostenido en 

membran~s excitables) y en celulas de la ra!z ga!!. 

glionar dorsal del embrión de pollo ("patch. 

clamp"). 

c) Efecto negativo en canales de Ca++ de c~lulas 

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

68 



69 

VI. PERSPECTIVAS 

Entre las perspectivas que se abren con respecto a -

este trabajo, algunas de las cuales son motivo de proyecto 

continuo en este grupo, tenemos: · 

a) Determinar la estructura primaria completa de la to

xina hipotArmica. 

b) Buscar posibles correlaciones filogeneticas de la t~ 

xina con algunas proteinas similares en otros orga-

nismos. 

e) Generar anticuerpos contra la toxina para estudios 

inmunol6gicos. 

d) Estudios fisiol6gicos de la toxina para encontrar el 

mecanismo de acci6n, a nivel molecular. 

e) Utilizar la toxina como herramienta en estudios del 

fenomeno de hipot6rmia. 

f) Clonaci6n de la toxina, con el objeto de iniciar es

tudios ligados de ingenieria genetica y química de -

proteinas. 

g) En caso de encontrar algGn receptor, en el sistema -

afectado por la toxina, proceder a1 aislamiento y la 

caracterizacidn del receptor especifico. 
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