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RESUMEN 

Se purificaron dos enzimas (Helodermatidinas) del veneno del -

Mounstro de Cuentas o Heloderma horridum horridum, con actividad fi-­

brinol!tica indirecta o de activador de plasminógeno. 

La caracterizaci6n bioqu!mica de las mismas mostró que se tra­

ta de dos glicoprote!nas con un peso mole~ular aproximado de 27 000 y 
25 000 daltones. respectivamente. La comparación de su composición de 

aminoácidos, el patrón de sus péptidos generados Por digestión quimo­

tr!pica y el mismo tipo de actividad enzimática que comparten, permi­

ten postular que representan dos f onñas de una misma enzima. 

Los estudios sobre la actividad proteolítica de las Heloderma­

tinas mostraron que la misma está restringida en cuanto ~ sus sustra­

tos. ya que no digieren caseína ni hemog1obina. La conversión de una. 

molécu1a de plasminógeno la efectuan probablemente a través del mismo 

mecanismo que opera para 1a enzima urocinasa. y su Velocidad no se ve 

incrementada por la presencia de fibrina. 

La actividad específica de activador de p1asminógeno de las -­

Helodermatinas es demasiado baja si se compara con la de otros activ.!!_ 

dores de plasminógeno; esto sugiere que quizá existan otro u otros 

su~tratos fisiológicos para estas enzimas. cuya posib1e identifica­

ción se discute al final de este trabaj~. 



GLOSARIO 

AP: Activador de Plasminógeno 

AP-t: Activador de Plasminógeno Tisular 

AP-u: Urocinasa 

BAEE: a-N-Benzoil-L-Arginina Etil Ester 

DFP; Di-Isopropil-Fluorosfosfato 

LBTI: Inhibidor de Tripsina de Lima 

SBTI: Inhibidor de Tripsina de Soya 

TLCK: N-a-p-Tosil-L-Lisina Clorometil Cetona 



INTRODUCCION 

I: ENZIMAS PROTEOLITICAS EN LOS VENENOS DE REPTILES. 

El veneno de los reptiles está compuesto de aproximadamente un 90% 

de proteína; en la mayoría, su toxicidad depende de la acción sinerg!sti­

ca de diferentes enzimas y proteínas no enzimáticas, cuya presencia, pro­

prociones y características varían entre las distintas especies. 

La presencia de enzimas proteolíticas en algunos venenos fue detes. 

tada hace varios años, los·que generalmente tienen más de un tipo. Se han 

caracterizado protcasas relativamente inespecíficas, así como actividades 

exopeptidásicas (empleando diferentes di y tripéptidos como sustratos), y 

proteasas altamente específicas (como son los factores liberadores de ci­

ninas, los que activan complemento, las que poseen activida~ coagulante ó 

anticongelante, y otras). 

La actividad de proteasas en los venenos juega un papel muy imPor­

tante, tanto en la fisiopatología producida por la mordedura de alguno de 

estos ~eptiles, como en la dispersión de los demás componentes de los ve­

nenos en diferentes órganos y tejidos. En general, ello se debe a: 

1) El efecto necrótico de algunas proteasas. 

2) La presencia de proteasns con actividad autof armacológica. Este 

efecto se refiere a la liberación en el organismo de sustancias. 

no presentes en el veneno,· como las cininas. 

3) La acción.de algunas proteasas sobre componentes del sistema i~ 

mune. Por ejemplo, su efecto en la activación de la v!a alterna 

del complemento, y la formación de complejos intermediarios que 

producen. la lisis de eritrocitos. 

4) La participación de ciertas proteasas en el proceso de la coag~ 

lación sanguínea y/o sus efectos anticoagulantes. 
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I.A: ACTIVIDADES COAGULANTES Y ANTICOAGULANTES EN VENENOS DE REPTILES 

Muchos venenos tienen pronunciados efe_ctos en la coagulación, -

ya sea acelerando o retardando este proceso; en los mismos, pueden pr~ 

sentarse al mismo tiempo factores coagulantes y anticoagulantes. 

Efectos Coagulantes. 

Para la formación de un coágulo se requiere de una cascada de -

eventos en la cual, mediante la activación secuencial de zimógenos, y 

a· través de un proceso amplificador delicadamente regulado, se con­

vierte al f ibrinógeno en fibrina. 

En algunos venenos, ciertas proteínas inducen la coagulación --

sanguínea porque: 

1) Activan a los factores x. V 6 protrombina. 

2) Tienen actividad tromboplastínica. 

3) Poseen actividad directa de trombina. 

Efectos Antihemostáticos. 

Los venenos pueden interferir en dos niveles distintos alteran-

do la coagulación: 

.l) Evitando la formación del coágulo sanguíneo, al inhibir o -­

destruir específicamente algún factor que preceda a la formación 

de fibrina, i.e., actividad fibrinogenolítica, e inhibidores de 

troobina y del activador de trombina. 

2) Destruyendo el coágulo formado directamente (actividad de -­

plasmina), o directamente al producir plasminá a partir de pla.!!_ 

minógeno. 

Fibrinolisis.- Este proceso se refiere a la disolución de coág_!! 

los de fibrina, por un sistema enzimático presente en la sangre. En el 

sistema fibrinolítico participan la plasmina, su zimógeno o plasminóg~ 

no, los activadores de plasminógeno, e inhibidores tanda de estos últ! 

mos~ como de plasmina. Su interrelación para lograr la destrucción de 

fibrina se es.quematiza a continuación: 

• - 2 -



ACTIV ADORES DE PLASHINOGENO 

PLASHINOGENO 

j.,_---INllIBIDORES l FIBRINOPBPl'IDOS 

PLASHINA ~-----i 
FIBRINA 

Corno se ha mencionado anteriormente, en los venenos de reptiles es 

común en~ontrar presentes simultáneamente,· factores coagulantes y 

anticoagulantes que actúan a varios niveles, lo cual dificulta su 

estudio cuando se emplea el veneno crudo. De aquí la importancia del 

aislamiento y. caracterización de los factores responsables de estas 

actividades, asi como su ensayo y reconstitución en sistemas definidos 

"in vitre" e "in vivo". 

Una de las actívidades de las proteasas purificadas en este 

trabajo, es la conversión de plasminÓgeno en plasmina (con la 

subsecuente fibrinolisis). Por ello, a continuación se describirá este 

proceso, haciendo mención de los activadores de plasminógeno más 

estudiados, sus características y los papeles que se les han asignado en 

otros procesos fisiológicos, ademas de1 fibrino1{tico. 

II:ACTIVADORES DE PLASMINOGENO(AP) 

Históricamente, el interés en la plasmina y en los AP se ha 

derivado de su papel en la fibrinolisis. Los primeros estudios a 

principios de este siglo, verificaron la existencia de una proteína 

plasmática inactiva 

(estreptocinasa) era 

última es, a la vez, 

Los estudios 

(plasminógeno), 

convertido en una 

responsable de la 

iniciales en este 

que por un factor estreptococal 

proteasa activa (plasmina). Esta 

degradación de fibrina. 

el papel 

principal de la plasmina era la lisis de 

campo, asumieron que 

fibrina; sin embargo, también 

se recono.c:iÓ que, de las muchas enzimas proteolÍticas ·generadas en el 

plasma, aquélla es ~nica por su amplia especificidad. En la actualidad, 

se reconoce que la proteÓlisis catalizada por plasmina, es capaz de 
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alterar la función de los sistemas efectores de proteínas plasmáticos 

mas importantes: coagulación y fibrinolisis, activación de complemento y 

liberaci&n de cininas (Barret,A.T., 1977). 

Con el descubrimiento de los inhibidores plasmáticos de plasmina, 

se postuló la existencia de otros factores que regularían la 

fibrinolisis, es decir, AP endo&enos. A la fecha, su presencia se ha 

detectado en casi todos los tejidos estudiados, en el plasma, en el 

endotelio vascular y en varios fluÍdos corporales {incluyendo la orina). 

También se ha verificado que la actividad fibrinolítica de células en 

cultivo, está mediada por AP's sintetizados y secretados por ellas 

mismas. 

La distribución ubicua de tales activadores, y la ~sociación de su 

actividad con procesos de vascularizaciÓn durante la cicatrización de 

heridas, procesos inflamatorios(Unkeless, J.,et.al., 1974¡ Reich,E., 

1978), e infi1tración de cé1ulas tumorales (Dano, K.,et.al.,. 1985: 

Mignatti,P.,et.al., 1986), llevó a la hipótesis de que la. deposición de 

fibrina y su subsecuente lisis, juegan un pape1 muy importante en la 

homeostasis de los organismos. 

Asimismo, se ha sugerido que estas enzimas tambieñ participan en 

otros procesos, ademas del fibrinol{tico y de la coagulaciort; entre 

éstos se mencionan: la involución de la glándula mamaria 

(Ossowski,L.,et.al., 1979), la ovulación (Strickland,S. y Beers,W.H., 

1976), y la implantación del blastocisto en el Útero (Strickland,S. y 

Mahdavi,V., 1978), 

:II. A. CARACTERISTICAS DE LOS aJMPONENTFS -ºª'. SISTl'J!A DE ACTIV ACIOH M 
PLASl!lllOGEHO. 

La interacción del plasminÓgeno con diferentes AP's se hn estudiado 

desde hace ya varios años¡ una vez que las secuencias amino-terminales 

del plasminÓgeno y la plasmina generada fueron descifradas, los eventos 

moleculares que comprenden esta reacción de activación comenzaron a 

conocerse. Para su descripción, es necesario mencionar las propiedades 

mas relevantes de sus componentes. 

Plasminógeno. 

- 4 -
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Esta molécula se encuentra a una concentración relativamente alta 

(180 ~g/ml) en el pl5sma humano; en el mismo, aproximadamente un 40% es 

extravascular. También se ha detectado su presencia en: fluído folicular 

bovino, yema de huevo, fluído de ascitis tumoral murino, líquido uterino 

humano y porcino, saliva, membrana basal de epidermis humana e hígado de 

rata, entre otros. 

El plasminógeno humano consiste de una sola cadena polipeptídica 

con un PM de aproximadamente 95 000 daltones; este último varía, depen-­

diendo de la presencia de ciertos carbohid~atos en la molécula. El resi­

duo de aminoácido en el extremo amino-terminal de todas las formas de -­

plasminógeno es ácido glutámico, y el carboxilo terminal es nsparngina -

(Castellino,F.J., 1981). Debido a la presencia de proteasas en la fuente 

de la cual se obtiene el plasminógeno, cuando éste se purifica pueden -­

presentarse formas alternativas de la molécula, con diferentes residuos 

de aminoácido en el extremo amino-terminal. 

Plasmina. 

La forma nativa de plasmina se genera como consecuencia de, al m_!. 

nos, la hidrólisis de dos enlaces peptídicos en la molécula de plasminó­

geno. Uno de ellos (Arg560-Va1561), es escencial para la generación de -

la actividad catal{ticrl. El otro resulta de la autólisis en el enlace -­

Lis76-Lis77, con la subsecuente liberación de un péptido de 76 residuos 

de aminoácido del extremo amino-terminal. La molécula de plasmina cansí~ 

te entonces, de dos cadenas polipeptídicas unidas por puentes disulfuro, 

cuyos pesos moleculares aproximados son: 63 000-58 000 daltones, para la 

cadena pesada, y 25 000 da1tones. para la cadena ligera. 

Esta serina proteasa es sensible a inhibición por: LBTI, SBTI, -­

Aprotinina, Trasilol. DFP y TLCK¡ también existen importantes inhibido-­

res de su actividad eii el plasma (a-2-macroglobulina y a-2-antiplasmina) ~ 

Su especificidad es semejante a tripsina, hidrolizando enlaces pept{di­

cos con lisina y arginina¡ también posee actividades csterásica y amido 

lítica, sobre ésteres y amidas de aminoácidos básicos, respectivamente. 

El sitio activo de la molécula se localiza en la cadena ligera¡ 

como ya se ha mencionado, esta proteasa hidroliza enlaces peptídicos en 
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una gran variedad de proteínas, con excepción de la colágena nativa; 

entre sus sustratos se cuentan: caseína, protamina, proteínas meno-­

res de membranas celulares, inmunoglobulinas, hormonas peptídicas, 

algunos componentes del sistema de complemento y del sistema de la 

coagulación. 

··Activadores de Plasminógeno (AP) 

Dentro de los AP de vertebrados descritos a la fecha, y para 

los cuales se han asignado posibles papeles en procesos relacionados 

con la generación de plasmina, se encuentran: 

1) Urocinasa (AP-u).- Esta enzima se purificó por primera vez 

de la orina humana (Lesuk,A., et.al., 1965). La enzima cristalizada 

posee un PM aproximado de 54 000 dnltones, existiendo una variante -

enzimática producida por protcólisis, cuyo PM es cercano n 30 000 -­

daltones. Hasta la fecha, se han descrito otras formas de urocinasa 

en la orina (Stump,D.C., et.al., 1986) y formas precursoras··produci­

dns por células en cultivo (Kohno,T. et.al., 1984 y Stump,D.C. et.al. 

1986). 

La literatura que existe actualmente sobre urocinasa es exte.!! 

sa, abarcando estudios relacionados con la regulación de su síntesis 

(Queenan,J.T., 1987), la clonación de sus genes y su expresión en -­

Escherichia coli (Holmes,N.E., 1985), la purificación de inhibidores 

de urocinasa en orina humana (Stump,D.C., et.al., 1986), y la des- -

cripción de formas inmunológicament,e relaéionadas, en plasma y flui­

do seminal humanos (Dano,K. et.al., 1985). 

La cinética de activación de plasminógeno por urocinasa, ha -

sido ampliamente estudiada (Peltz,S.W., et.al., 1982; Lijnien,H.R.,­

et.al., 1986¡ Collen,O., et.a1., 1986). Se ha sugerido que, ademas -

de plasminógeno, esta enzima podría tener otros sustratos celulares, 

aunque existen evidencias muy escasas al respecto. 

,La actividad esterolítica de urocinasa sobre ésteres de argi­

nina y lisina, y la activadora de plasminógeno, no son inhibidas por 

Trasilol, Aprotinina, SBTI 6 LBTI; DFP, p-aminobenzamidina y algunos 

péptidos sintéticos de arginina sí la inhiben. 

2) Activadores de plasminógeno tisulares (AP-t).- Se han pur.!, 

ficado una serie de activadores de plasminógenode diversos tejidos, no 
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relacionados inrnunológicamente con urocinasa: de corazón y glándula S!!, 

lival porcinas: riñón, ovario y útero humanos; tejido endotelial, eri­

trocitos, leu_cocitos y fluído de cultivos celulares condicionados; lí­

neas tumorales y líneas celulares transformadas por virus oncogénicos 

(Dano,K. et.al., 1985). 

El PM aproximado de estos AP es de 70 000 daltones; son glico-­

proteínas con una o dos cadenas polipeptídicas unidas por puentes di-­

sulfuro. Su único sustrato protéico conocido es el plasminógeno, y su 

mecanismo de activación es semejante al de urocinasa, excepto por su -

alta dependencia por fibrina para llevar a cabo CJ:lte proceso (Hoylaerts, 

M. et.al., 1982). 

Su actividad es inhibida por los mismos inhibidoreS sintéticos 

empleados por la urocinasa, aunque su susceptibilidad a los mismos, es 

diferente. 

Los estudios estructurales con estas proteasas, han sugerido la 

presencia de tres dominios involucrados en su interacción con fibrina, 

lo que explica su gran afinidad por la misma (Van Zonneveld,A.J., et.­

al.~ 1986 y 1986a; Verheijen,J.H., et.al., 1986; Holveet,P., et.al.., -

1986). 

Existe también una extensa literatura relacionada con la carac­

terización de distintos AP-t, la cual incluye: su actividad en difereE 

tes tejidos, estudios de cinética, de activación en presencia de fibr! 

na, .tanto para.formas endógenas como recombinantcs (Zamarron,c., et.al., 

1984), la purificación de inhibidores protéicos (Wagner,O.F. y Binder, 

B.R., 1986), y el diseño de proteína~ de fusión, conteniendo dominios 

tanto de urocinasa como de AP-t (Pierald,L., et.al., 1987; Gheysen, D., 

et.al., 1987). 

3) Desmocinasa.- En 1966, Hawkins y Hel1erman reportaron la pr~ 

sencia de AP en las secreciones digestivas de algunos animales hemató­

fagos. El más potente de ellos, se describió en la saliva de1 vampiro 

Desmodus rotundus, y se conoce como Desmocinasa (Hawkey,C.M., 1966). 

La disolución de coágulos de fibrina por esta enzima, es mucho 

más efectiva que la producida por estreptocinasa ó urocinasa, lo cual 

se debe quizá a una gran afinidad por fibrina. Por lo mismo, se espec.!!_ 

la que estructural.mente esté relacionada con los AP-t. 
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La Dcsmocinnsa ha sido parcialmente purificada y caracterizada 

{Cartwright,T., 1974). Su PM es de aproximadamente 150 000 daltones, y 

su actividad es inhibida por DFP, acido ~-aminocaprÓico y BAEE, además 

de ser completamente dependiente de fibrina. 

II. B. MECANISMO DE ACTIVACION DEL PLASMINOGENO 

El mecanismo de activacion del plasminÓgeno humano se ha estudiado 

con varios activadores. En general, se describe de la siguiente manera: 

AP 

Glu-PLG(95 000) ----'1"-----4 Glu-PL(70 000+25 000) 

p::;.u .. " .,,,, F::;·"'"" 000) 

Lis-PLG(BB 000) Lis-PL(63 000+25 000) ·. 

La mayoría de los activadores, incluyendo a la urocinasa y los 

AP-t, se inscriben dentro de este mecanismo; la cin~tica de esta 

activación, sin embargo, es diferente debido a la estricta dependencia 

de estos Últimos por fibrina. Asimismo, se conoce que la liberación del 

p¿ptido amino-terminal en el Glu-plasminó'geno, mediada por plasmina, 

regula la velocidad de conversioñ de dicha molécula¡ esto se debe a un 

cambio conformacional, que también puede ser inducido por ácido 

~-aminocaprÓico o lisina en el medio de reacción, y que facilita la 

hidrólisis del enlace Arg560-Val561 en el plasminÓgeno. Aparentemente, 

el ión Cl tiene un efecto inhibitorio en esta activación 

(Urano,T.,et.al., 1987). 

En la actualidad, se conocen otras proteasas que también activan al 

plasminógeno; en muchos casos, el mecanismo de este proceso se 

desconoce, aunque se postula que los sitios de hidrólisis en la molécula 

de plBsminÓgeno, sean análogos a los que ya se han descrito. Entre las 

serina-proteasas que se sabe activan al plasminÓgeno, se encuentran: 

calicreína (Colman,R.W., 1969), trombina (Engel,A.et.al., 1966), y los 

factores de la coagulaci&n XIIa y XIa (Goldsmith,G.H.,et.al., 1978; 
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Maude,R.J. y Kaplan,A.P., 1979). Sin embargo, la velocidad de conversión 

de 1a molécula en plasmina, es extremadamente baja cuando se compara con 

la de urocinasa (aproximadaraente 10-
4 

veces). 

III: EL VENENO DE Hclodcrma horridum horridum 

El Monstruo de Gila (Heloderma suspectum) y el. Monstruo de Cuen-­

tas (Heloderma horriUum), representan a la única familia de lagarto~~ 

venenosas que actualmente existe. La distribución de estos animales se 

limita a: el Sur de los Estados Unidos y Norte de México, para la especie 

!!.:.. suspectum. y la costa Occidental de México hasta la frontera con -

Guatemala, para la especia ~ horridum. 

En estos saurios, la glándula venenosa se localiza .en la mandíbu­

la inferior. La toxicidad del veneno que secretan es relativamente alta 

(i.p. LD 50 en ratón = 2 mg/kg), y en él se han detectado varias activi­

dades enzimáticas y una toxina. 

Los primeros estudios sobre los efectos fisiológicos producidos -
11 in vivo" por mordedura de este reptil, se realizaron con la· especie !!:_­

suspectum. En ellos se reporta que la administración del veneno en perros 

producía: vasodilatación general, inhibición de 1a coagulación y falla -

progresiva de la coordinación muscular {Patterson,R.A., 1967). El sumin~ 

tro de dosis letales del veneno en ratones, ocasionaba hemorragias masi­

vas en varios tejidos (Styblova,z. y Kornalik,F., 1967). En estos estu-­

dios, el reporte de los efectos de este veneno sobre e1 sistema de coag.!!. 

!ación es contradictorio, sugiriéndose que la extensa hemorragia podría 

ser consecuencia de una interferencia con el sistema de la coagulación, 

o bien, por un efecto en el sistema.vascular periférico. 

' La caracterización bioquímica de algunos de los componentes del -

veneno de ambas especies, sugiere la composición de los mismos es práct_! 

camente igua1 (Mebs,D., 1968). 

En 1982, A1agón et.al. reportaron la caracterización bioquímica -

parcial del veneno de .!!.:.. h.horridum; en ésta se incluye la cuantificación 

de actividades de: fosfo1ipasa A, hialuronidasa y BAEE-esterasa. En dicho 

trabajo, se dis~inguen dos actividades esterásicas: la minoritaria ha si 

do caracterizada como una enzima con actividad liberadora de cininas - -

(Alagón,A. et.al., 1986). La actividad esterásica mayoritaria fue parcia! 

mente purificada y descrita en otro trabajo de este mismo grupo (Go.nzález, 

- 9 -



, J.C., 1983) en el cual se reporta que, la fracción aislada poseía act,! 

vidad fibrino1ítica únicamente si había plasminógeno presente, y era -

debida a la presencia de dos enzimas en el veneno con un PM de aproxi­

madamente 25 000 daltones. 

El objetivo de este trabajo, consistió en la purificación de 

las enzimas responsables de la actividad fibrinolítica indirecta o de 

activador de plasainógeno en el veneno de Helodcrma horridum horridum, 

y su caracterización parcial. 
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MATERIAL Y METODOS 

A: FUENTE DEL VENENO 

El veneno de!!.:. h.horridum se obtuvo de ejem!=plnres adultos, man­

tenidos en cautiverio en el laboratorio. El mismo, ifue pipeteado direc­

tamente de su boca, mediante la técnica descrita porr Loeb, L. (1983). -

El veneno recién extraído, fue centrifugado a 10 0000 rpra durante 15 mi­

nutos (centrífuga Sorvall; rotor SS-34; rmax=l0.8 c=:n). El sobrenadante 

o veneno soluble, fue liofilizado y guardado a -22ªr'C hasta el momento -

de su uso. 

B: MATERIALES 

El Sefadex G-75, la Sefarosa CL-4B 200 y la :Fenil-Sefarosa CL-4B 

de Pharmacia. La Aminocnproil-p-aminobenzamidina-Sesíarosa 4B, de Picrcc. 

La Sefarosa CL-4B activada con bromuro de cianógeno~, fu~ de pigma. La -

DE-32 Celulosa, fue de Whatman. La resina de afinid=.ad empleada para pu­

rificar la Fosfolipasa (PC-Sefarosa), se preparó en.:: un trabajo descrito 

anteriormente (Sosa,B.P. et.al., 1986). El fibrinóggeno bovino; trombina 

y urocinasa humanas; tripsina, quimotripsina, pepsi::...na y hemoglobina; el 

a -N-benzoil-L-arginina etil éster (BAEE), p-aminob~enzamidina, ácido 

E; -aminÓcaprónico, L-fenilalanina, L-tirosina-HCl y-.· la l-etil-3(3 dime­

tilaminopropil-carbodiimida)-HCl, fueron de Sigma. ::_La L-lisina-HCl fue 

de Merck. El bromuro cianógeno fue de Aldrich. Como.::, sustrato para case! 

na, se empleó leche en polvo descremada comercial (•~Carnation). El inhi­

bidor pancreático bovino de tripsina (BPTI) fue de Sigma. Los demás - -

reactivos y solventes empleados, fueron de gradO an.::::::.alítico. 

C: METODOS 

C.l: PREPARACION DE RESINAS DE AFINIDAD. 

La preparación de L-fenilalanina Sefarosa cr.=..-4B, se llevó a cabo 

empleando la resina comercial activada, siguiendo e=l protocolo descrito 
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por el fabricante. El gel seco (4 g), fue resuspend:i.ido y lavado con HCl 

l mM. La L-fenilalanina (82.6 mg), fue disuelta en : 8 ml de ctilenglico1 

50%, en NaHC0 3 0.1 M, pH 9.3. La resina_ se rcsUsper-ndió._en 20 ml "de é~­

te misíno amortiguador, y se mezcló con -el liga.ndo, :~agitando suav~inente 

durante dos horas, a 25°C. El rendimiento final fue-:: de aprox.imadamente 

35 µmoles L-Fen/ml resina. 

1.a preparación de Aminocaproil-p-aminobenzam:=:.idina-Sefarosa se -­

llevó a cabo en dos etapas: 

Primero, se acoplaron 20 g de ácido E;-aminoc=apr6ico con 20 ml -­

de Scfarosa CL-4B, activada con bromuro de cian6genc:::.o, según el método -

descrito por Cuatrecasas,P. et.al. (1966). 

Después, la misma resina fue lavada con NaCl- 0.5 M y agua bides­

tilada; se rcsuspendió en una solución de p-amino-b~cnzamidina (312 mg), 

en 20 ml de agua bidestilada. El pH se ajustó a 4.5· con HCl 0.1 N, y se 

añadieron 288.4 mg de l-ctil-3(3-dimetil-aminopropiI.J.-carbidiimida)-HCl. 

El pH se mantuvo cm 4.5 por 24 horas, a 25ºC y en a~gitación.constante. 

Se lavó la resina con NaCl 0.5 M y amortiguador de f fosfatos 20 mM, pH -

7.2. La titulación de la misma mostró que tenía 41 \Jmoles de p-nminobe.!!, 

znmidina/ml, por lo que se diluyó con Scfarosa CL-4E.3, hasta obtener una 

concentración final de aproximadamente 12 µmoles de ligando/ml. 

C.2: DETERMINACION, CONCENTRACION Y DIALISIS DE PRO'!:!EINAS. 

La cuantificación de la concentración de pror~eína se hizo espec­

trofotométricamente, asumiendo que l A280 = l mg/m1~-· Las soluciones de 

proteína fueron concentradas por ultrafi1traci6n COt=l membranas PM-10 de 

AMICON. Para diá1isis se empleó membrana Visking 8/Z32 (corte 8 000 da1-

tones) •. 

C.3: ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA. 

La electrofofesis se llevó a cabo en geles (l.12.S y 20%) en placa_ 

de poliacrilamida (O.lxlOxlO cm), en presencia de lé...Suril sulfato de - -

sodio (SDS), según Laemli, U.K. (1970), y empleando a-mercaptoetano1, -

para reducir 1os puentes disulfuro. Los geles fueror:::i teñidos con Azul -

Ilrill~nte de Comassie R-250, de acuerdo a Swank, R.T:l'. y Munkres, K.D. -

(1971). 
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Para la electroelución de enzimas, se emplca~on dos sistemas de 

electroforesis: el primero consistió en un gel (7.5%) en placa de pol!_ 

acrilamida (0.2xl0xl0 cm), en amortiguador de Tris (Jovin,T., et.al •• -

1964); para el segundo, se emplearon geles (7.5%) en tubo (7.0 x 0.7 -

cm) de poliacrilamida, en el mismo amortiguador; los mismos tenían una 

membrana de diálisis (Visking 8/32; corte 8 000), atada en el extremo 

inferior para retener las proteínas eluídas del gel. 

C.4: CUANTIFICACION DE HEXOSAS Y PENTOSAS. 

El contenido de carbohidratos en las glicoproteínas, excluyendo 

amino-azúcires, se determinó por el método del. Orcinol.".""Acido sulfúrico, 

descrito por Tsugitn, A. y Akaboni, S. (1959)._ 

C,5: COMPOSICION DE AMINOACIDOS. 

La composición de aminoácidos, se llevó a cabo por el método de 

hidrólisis de 1:foore, S. y Stein, W.H. (1963). Duplicados de. las mues-­

tras de proteína se hidrolizaron al vacío, en tubos sellados indivi- -

dualmente, con CHl 6 M conteniendo fenal 0.5%, a llOºC durante 24 ha-­

ras. No se determinaron ácido cistéico ni triptofano. El análisis de -

los hidrolizados se llevó a cabo en un analizador de aminoácidos -

Durrum, D-500. 

C.6: MAPAS PEPTIDICOS CON QUIMOTRIPSINA, TRIPSINA Y PEPSINA. 

En el. ensayo de digestión con tripsina· y quimotripsina, se em-­

pleó un amortiguador de Tris-HCl 20 mM, pH 7.95. conteniendo CaCl2 5 mM. 

Con pepsina, el amortiguador fue glicina 20 mM, pH 3.~ {ajustado con -­

ácido ac~tico). La concentración final de c3da proteasa en el ensayo -­

fue de 0.1 mg/ml. Para control de la digestión, se empleó una caseína 

como sustrato. Brevemente, la mezcla de proteasa y sustrato se incubó 2 

horas a 37ºC; después de ello, se añadió el amortiguador de muestra para 

la electroforesis (Tris-HCl 20 mM, pH 6.8, conteniendo S-mercaptoctano­

lal 1%, c.f.), con lo cual se detuvo la reacción. Esta mezcla fue caleE 

tada 5 minutos a 90°C, antes de aplicarse en el gel de poliacrilamida,­

preparado para analizar los productos de digestión. 

C. 7: ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASA. 
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Se empleó el método titulom5trico de Shiloah J., et.al. (1973), 

C!mpleando yema de! huC!vo como sustrato, y titulando la liberación de -­

ácidos grasos con una solución de NaOH O. 05 M. Se añadiC!ron diferentes 

cantidades de enzima a la mezcla de incubación, manteniendose a·25ºC,­

en agitación constante y bajo atmósfera de nitrógeno. 

Una unidad de actividad enzimática se define como: la cnntidad 

de enzima que libera 1 J,Jmol de ácido/minuto, a pH 8 y 25ºC, en 3 ml de 

una solución al 10% (p/p) de yema de huevo, en NaCl 0.1 M. 

e.a: ACTIVIDAD ESTEROLITICA MEDIDA CON BAEE COMO SUSTRATO. 

Esta actividad se mid~ó ~spectrofotométricamcnte con un aparato 

Gilford-250. Los ensayos se hicieron a 25ºC, añadiendo la solución de 

enzima a una celda de cuarzo.conteniendo 1 ml de a-N-bcnzoil-L-argini­

na etil éster (BAEE) 1 rnM, en amortiguador de Tris-HCl 0.1 M, pH 7.95, 

y midiendo el cambio en .'.lbsorbancia a 255 nm por 5 minutos •. Una unidad 

de actividad enzimática se define como la cantidad de proteína que se 

requiere para hidrolizar 1 J,Jmol de sustrato/minuto, bajo las condicio­

nes descritas previamente. 

C.9: ACTIVIDAD PROTEOLITICA MEDIDA CON HEMOGLOBINA COMO SUSTRATO. 

Esta actividad se determinó midiendo la cantidad de tirosina S.2_ 

luble, liberada despu'és de la digestión de hemoglobina por una protea­

sa (Rick, w., 1965). Se incubaron diferentes cantidades de enzima con 

0.5 ml de una solución de hemoglobina (5 mg), en amortiguador de Tris­

HCl 0.1 M, pH 7.95, conteniendo CaC1 2 10 mM, durante 10 minutos y en -

agitación constante. Después, se añadió 1 ml de ácido tricloroacético 

al 5%, incubándose la mezcla 30 minutos a 25°C. Se tomaron alícuotas -

· (1.5 ml) de cada· tubo, que se centrifug.?.ron 10 minutos en una microfu­

ga Beckman. El precipitado se descartó, y se añadieron al sobrenadante 

(0.5 ml) 10 ml de NaOH 0.5 N y 300 µl de reactivo de fenal. Esto se i!!_ 

cubó 10 minutos a 25ºC, y fue centrifugado 5 minutos. La absorbancia a 

750 nm del sobrenadante fue determinada. Para cuantificar la actividad, 

se ·constrüyó una curva estándar con tirosina-HCl, incubada como se ha 

descrito con NaOH 0.5 y reactivo de fenol. Como proteasa control se -­

empleó tripsina. 

C.10: PURIFICACION DE FIBRINOGENO SIN PLASMINOGENO. 
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El fibrinógcno bovino fue precipitado con sulfato .de amonio (Laki, K. • 

1951), y vuelto a precipitar dos veces con etanol en presencia de lisina, -

para remover el plasminógeno Contaminante (Moscssonm N~W.; 1962). Brevemen­

te: 2 g de fibrinéigcno comercial (coagulante en 88%) o fibrinógeno O, se d! 

solvicron en LOO ml de amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M, pH 6.4. lle­

vándose el volúmcn al doble con agua bidcstilada; la solución se dejó repo­

sar a 4ºC durante la noche. El precipitado que se form15 fue removido por -­

filtración. Al filtrado (fibrinógeno I), se le añadió 1/3 de volúmcn de una 

solución saturada de sulfato de amoni?· El fibrinógcno precipitado se recu­

peró por ccntrifueación, y fue rcsuspendido en 50 ml de NaCl 0.3 M; ésto se 

dializó contra la misma solución (3 cambios de l hora cada uno; fibrinógcno 

11). A la solución se le añadieron 250 ml de L-lisina 0.12 M, en amortigua­

dor dC fosfatos 5 mM, pH 7 .o, y se dejó enfriar en hielo por 30 minutos. Se 

añadieron, lentamente y bajo agitación constante, 22 ml de etanol abso1uto -

frio. Después de 10 minutos, el fibrinógcno precipitado fue recuperado por 

centrifugación, y resuspendido en 33 ml de NaCl 0.3 M (fibrinógcno 111), r~ 

pitiéndose la precipitación etanólitica en presencia de lisina. El fibrinó­

geno precipitado se resuspendió en 30 ml de amortiguador de fosfatos 15 mM, 

pH 7.2 conteniendo NaCl 0.15 M (PBS), dializándose exhaustivamente conti.:a 

esta mism·a solución amortiguadora (fibrinógeno IV, sin plasminógeno). 

La concentración final del fibrinógeno empleado en los experimentos de 

fibrinolisis fue 4.3 mg/ml para el fibrinógeno I, y 1,0 mg/ml para fibrinó-

( 1 mg/ml ) geno IV E 280 = 1. 59 • 

C.11: PURIFICACION DE PLASMINOGENO DE PLASMA HUMANO. 

Para purificar plasminógeno, se empleó cromatografía de afiniqad, según 

el método de Deutsch, D.G., y Mertz, E.T. (1970). Esta resina se preparó en 

el laboratori~, acoplando 7 g de L-lisina-HCl con 50 g de Sefarosa.CL-4B 

200, activada con bromuro de cianógeno (Cuatrecasas, P. et.al., 1968). 

El plasma humano (250 ml) se diluyó-con el mismo volumen de amortigua­

dor de fosfatos 0.1 m, pH 7.4, y se centrifugó a 7 000 rpm (centrífuga Sor­

vall; rotor GSA) durante 10 minutos, para remover la proteína precipitada.­

El sobrenadante se aplicó a una columna (12 x 2 cm) de L-lisina-Sefarosa -­

CL-4B. Los contaminantes fueron lavados con 0.1 M del mismo amortiguador, -

conteniendo O. 2 M NaCl y 3 mM EDTA, hasta obtener una lectura .A280=0. 01. E1 
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p1asminógeno fue eluído con el misma' amOrí:iguador,".-,_contcniendci o.i -M :~- -· 

ácido .;-aminocaprótico. Finalmente,- C1 -plitsmÍ.~-5gó·ri·~{~ s:_~-=:·~e-¡,-~;r-6!·.d~--~,_~\;t·~--~.-úl -
timo por una cromatografía en Sefad'ex ·c.:.:75 (54.·:~ --i--:·-~)-~~);_.;,-¡;~]:'~-Í~-~;;-:¿ori·~ _:· :: 
amortiguador de fosfatos 5 ml>t, pH 7.2. El .-- rcridiriiiCn:t·O:"-r"iil~i-:_'.;-:_f ¿;~' Jd C' :.·D_pro 

. . - .-;~:.-;~--3·.c~_.""B-~:,"-. ::;~-_;;;,.::·:~-,:: · .-·. · --

ximndamcnte 40 mg de plusminógeno. ~-;·_~;~:~r;/~.::'.:~·'.·fi/:;~~~f:=~~-¡·J~f ,;;\:f~,~~~~~ 

C.12: GELES DE AGAROSA CON FIBRINA PARA LA DETECCION-,DE,L,A-~CTIVIDAD, FI'-
:---· 

BRINOLITICA. 

Se siguió el método de Granelli-Piperno; A~-~ et~á.~i~-~ _(1978), cOn al-

gunas modificaciones. Se prepararon las s_igu:le'ni:.es,~-~~ol~cÍ.~n~s:· -Íl.) :J.gnro­

sa al 1% en amortiguador de Tris-HCl 25 mM, pH 7 .2. Ln agarosa se cliso_! 

vió en baño Haría, mnntenicndose a 42ºC; b) fibrinógeno I (11.3 mg/ml) ó 

IV (1.0 mg/ml) en PBS, calentado y mantenido a 42ºC.· Se mezclaron rápi­

damente 3 ml de cada una de esas soluciones, añadiendo n la mezcla 0.5 

unidades NIH de trombinn humana, en 50 tJl de NaCl 0.5 M y nmortiguador 

de citrato de sodio 50 rnM, pH 7.2. Con esta actividad enzimática, el f! 
brinógeno es convertido en fibrina en aproximadamente 5 minutos. En alg.!:!, 

nos casos, los geles fueron suplementados con plasminógeno purificado -­

( 10 µg/ml de solución). La mezcla fue distribuida homogéneamente sobre -

dos tiras de acetato de celulosa (7 x 5.5 cm, cada una) 1 evitando la fo.E. 

mación de burbujas. Después de la gelificación, las tiras se colocaron -

dentro de cajas de Petri conteniendo papel absorbente, para evitar su d~ 

secación. 

La actividad fibrinolític"a se detectó siguiendo la difusión radial 

de la actividad (lisis de fibrina) después de aplicar, por ~u~licado, -­

las muestras de enzima en pocillos ( 3 mm de cti.iimctro) hechos en el eel 

de agarosa; éstas se incubaron por 18 horas a temperatura ambiente. Para 

visualizar.mejor este efecto, las placas se lavaron con NaCl 0.15 M. y -

se tiñeron durante 5 minutos con Negro de Amido al 0.1% en metanol al 70% 

y ácido acético 10%. 

Para la cuantificación de la actividad, se compararon las áreas de -

lisis producidas en el gel, con las generadas por un estándar de AP-t en­

sayado bajo estas mismas· condiciones. 
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C.13. GELES 
CASEINOLITICA. 

DE AGAROSA CON CASEINA PARA DETECTAR ACTIVIDAD 

Se siguió e1 procedimiento de Granelli-Pipcrno 1 A. ct.nl.(1978), con 

algunas modificaciones. Los geles se prepararon con las siguientes 

soluciones: a) ngnrosa 1.5% en amortiguador de Tris-HCl 25 mn, pH 7.2; 

la agnrosa se disolvió en baño Mar:Ía, mantenie'ndosc a 42°C; b) solució'n 

de caseína, preparada a partir de una mezcla de leche evaporada al 8% 

{p/p), disuelta en agua bidestilada; la mezcla se calentó durante 30 

minutos en baño María, y fue centrifugada a 8 000 rpm (centrífuga 

Sorvall, rotor SS-34; rmax=l0.8 cm) durante 10 minutos. Al aobrcnadante 
se le añadió azida de sodio 0.02% (c.f), y se mantuvo a 4ºC hasta el 

momento de su uso. Antes de mezclarlo con la agarosa, se calentó y 

mantuvo a 42ºC. Para preparar los geles, se mezclaron 3 ml de la 

solución de agarosa y 1.9 ml 

de las placas, su tinción 

de la solución de caseína. La preparación 

y la 

similares que para los geles 

experimentos, las muestras con 

plasmin¿geno antes de ser aplicadas 

- 17 -
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RESULTADOS 

AJ. FRACCIONAMIENTO DEL VENENO SOLUBLE. 

A .1. Cromatografía en PC-Aminohexil-Scfarosa 4B. 

El veneno soluble se hizo pasar primero a través de una columna de 

afinidad para fosfolipasa A; la resina (PC-Aminohexil-Sefarosa 48) tiene 

como ligando un análogo· de fosfolÍpido [1-(11-carboxi) 

undecil-rac-2-hcxadecil-3 gliccrofosforilcolina o PC], acoplado a 

Aminohexil-Sefarosa 4B. 

El veneno liofilizado fue disuelto en amortiguador inicial de 

Tris-HCl 25 mM, pll 7 .95, conteniendo CaCI 2 25 mM, EDTA 1 mM y Tritón 

X-100 0.5%, centrifug¿ndose a 8 000 rpm (centrífuga Sorvall; rotor 

SS-34; rmax=I0.8 cm) por 10 minutos a 4 ºC. El sobrenadante o veneno 

soluble, fue aplicado a una columna (9xl.1 cm) de PC-Aminohexil-Sefarosa 

4B, la que fue elu{da sucesivamente con: amortiguador inicial, el mismo 

conteniendo NaCl 0.5 M, amortiguador de Tris-IICl 25 mM, pH 7.95 

conteniendo EDTA 50 mM, y ácido acético 0.1 M. Los tubos que recibieron 

e1 eluído con ácido acético contenían 500 µ1 de Tris-HCl lH, pH 7 .95, 

para neutralizarlo inmediatamente (Figura 1). 

La fracción que no se pegó a la resina (F.1) contuvo, además de la 

mayoría de los c_omponentes del veneno soluble (con excepción de la 

fosfolipasa), aproximadamente 69% de la actividad de BAEE-esterasa 

original. Esta misma fue concentrada y dializada (con recu.peraciÓn del 

45.3% de la actividad), y se aplicó a una columna de 

Benzamidina-Sefarosa (7.5xl.8 cm) que fue elu!da con: amortiguador de 

fosfato de sodio 20 mM, pH 6.8, el mismo amortiguador conteniendo NaCl 

0.8 M, y una solución de ácido ac~tico 0.1 M, neutralizada con 500 pl de 

Tris-HCl 1 M, pH 7.95 en cada tubo (Figura 2). Se colectaron tres 

fracciones con proteína; la &!tima (F.1.3), contenía aproximadamenmte 

85% de la actividad de BAEE-csterasa aplicada a la columna. 

Finalmente, la fraccio'n concentrada y dializada se cromatografiÓ en una 

columna (26xl.1 cm) de intercambio i&nico, DE-32 celulosa, que fue 

eluÍda con un gradiente salino lineal (Figura 3). Se colectó la fraccio'n 
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FIGURA l. Fraccionamiento del Veneno Soluble en una columna de 

afinidad para Fosfolipasas A. El veneno soluble (4.7 m1; 59.4. unidades 
A280) en amortiguador inicial de Tris-HCl 25 mM, pH 7 .. 95, contenien.do 

CaCl2 25 mM, EDTA l mM y Tritón X-100 0.5%, se aplicó a una columna de 

PC-Aminohexil-Sefarosa 4B (9.0xl~l cm), la que se e1uyó suces~vamente. 

con·. amortigtiador inicial,(S) el mismo conteniendo NaCl 0.5 M1 (E) 

amortiguador de Tris-HCl 25 mM, pH 7.95 conteniendo EDTA 50 mi!, y (A) 

ácido acético 0.1 M. Las fracciones (2 ml/tubo) se colectaron y juntaron· 
como se indica (barras horizontales; 1-3). La fracción 1 (con actividad 

de BAEE-esterasa) se dializó contr~ el amortiguador ~nicial de la Figura 
2, y fue concentrada por ultrafiltración. Sólo se muestran las activida--

·¡ 
des enzimñticas. 
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FIGURA 2. Cromatografía de afinidad de la fracción 1, en una 

columna (7.5xl.8 cm) de Benzamidina-Sefarosa. Se aplicaron 75.0 unidades 

de BAEE esterasa de la fracci&n 1 a esta columna, la cual file e1u!da 

sucesivamente con: amortiguador inicial de fosfato de sodio 20 mM, pH 

6.8, (S) el mismo amortiguador conteniendo NaCl 0.8 M, y (A) ~cido 

ac,tico 0.1 M. Se colectaron tres fracciones (3 ml/tubo), las que se 

juntaron como se indica (1.1-1.3). 

(1.3), conteniendo actividad de 

La fracción elu!da con ácido ac~tico 

BAEE-esterasa, fue concentrada y 

dializada contra amortiguador de fosfato de sodio 20 mM, pH 6.8. 
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FIGURA 3. Cromatograf!a de Intercambio Iónico de la Fracci&n 1.3, 

en una columna (26.0xl.1 cm) de DE-32 celulosa. Se aplicaron S.4 

unidades A2BO de la fracción 1.3 a esta columna, la que fue eluída con 

un gradiente salino lineal (0-0.5 M NaCl), en amortiguador de fosfato de 

sodio 20 mM, pll 6.8 (2 ml/tubo). Se colectó la fracción con actividad de 

BAEE-esterasa (1.3.1), la que fue concentrada y dializada contra 

amortiguador de acetato de amonio 5 mM 1 pH 8.3. 
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con actividad BAEE-csterasa (F.1.3.1) • que fue concentrada. dializada -

contr:a amortiguador de acetato de amonio 5 mM, pH 8.3 y mantenida a -22°C 

hasta el momento de su uso. : 

J~a electroforesis de la fracción F .1.3. l. en dos sistemas de ge­

les (SOS y amortiguador de Tris), mostró dos bandas conspicuas de pro-­

teína, prácticamente puras. El PM de las mismas. determinado por coMpa­

ración con estándares de peso molecular conocido. fue de aproxiraaáa~en­

te 27 000 y 25 000 daltones 1 respectivamente (Figura 4). 

Cuando esta fracción se ensayó para fibrinolisis se observó act! 

vidad Únicamente en los geles con fibrina I y con fibrina IV suplement_!. 

da con plasminógeno; esto también sucede cuando se ensaya el veneno so­

luble, y corrobora las observaciones de González (1983) ,_ sobre la pre-­

sencia de actividad fibririolítica indirecta o de activador de plnsminó­

geno en este veneno, debida a estas dos enzimas. 

En la Tabla I se resumen los distintos pasos cromatográficos del 

veneno de H.h.horridum, empleados para purificar la fracción con activ,.! 

dad fibrinolítica indirecta, así como la recuperación de proteína yac­

tividad enzimática en cada uno de ellos. Se ha decidido llamar a estas 

isoenzimas proteolíticas Helodermatidinas, aludiendo a la familia a la 

que pertenecen los Heloderrna (Helodennatidae). Los nombres Helodermi- -

na y Helospectinas designan a los péptido secretagogos (Hoshino, et.al., 

1985; Parker, et.al., 1984) y Helodermatina a la .calicreína (Alagón, et. 

al., 1986) presentes en el veneno de estos saurios. 

A.2; Electroelución de las He1odermatidinas 1 y 2. 

LS electroelución se llevó a ~abo empleando dos sistemas de geles, 

con el objeto de separar las dos isoenzimas de la fracción F.1.3.1, y 

hacer un análisis comparativo de las mismas. La fracción F.l.3.1 (360 

µg) liofilizada, se resuspendió en 200 µ1 de amortiguador de Tris-HCl 

20 mM, pH 7.95; se añadieron 200 µl más de amortiguador de electrofore­

qiq, y la muestra (400µ1) se aplicó a lo ·largo de un gel en placa (2 mm 

rlc ".!spesor) de acrilamida (7.5%) en amortiguador de Tris (Jovin, T. et. 

Hl •• 1964). La electroforesis se corrió a 150 V (voltaje constante), -­

hasta que la distancia entre el borde inferior del gel y el. colorante fue de 

- 22 -
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FIGURA 4. Electroforesis en gel (12.5%) en placa de poliacrilemida 

en presencia de SDS (Laemmli,U.K., 1970), emplea_ndo (J-mercaptoetanol 

para reducir los puentee disulfuro. A: Veneno soluble de H.h.horridum 

(126 pg). B: fracci&n.F.1.3.l (10.5 µg), mostrando las dos bandas de 

. proteína purificadas a partir de este veneno. El gel fue teñido con azul 

brillante de coomassie R-250. La posíciÓn de los estándares de peso 

molecular conocido se encuentra indicada a la derecha de la figura. 
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TABLA I 

RESUMEN DE LA PURIFICACION DE HELODERMATIDINA. 

u RENDI- PURIFI-
FRACC!ON* mg TOTALES U/mg MIENTO CACION 

Veneno 100.0 165.6 2.s 100.0 1.0 

F.l ** 75.0 ** 45.3 ** 

F.1.3 9.1 63.9 7.0 38.6 2.5 

F.1.3.l 2.7 71.3 26.4 43.0 9.4 

* Los valores, con excepcicfn del veneno, se refieren a la muestra 

respectiva dializada y concentrada. 

** No fue cuantificada la prote!ne, debido a la presencia de Tritón 

x-100. 
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aproximadamente 5 mm. 

brillante de coomassie 

Se hizo una tinción r~pida del mismo con azul 

G-250, siguiendo el método de Resnier,A.H.,et.al. 

(1975); las bandas de proteína se cortaron y, por separado, se lavaron 

en un tubo con 3 ml de amortiguador del gel concentrador, haciendo 4 

cambios de este cada 10 minutos. 

Para electroelu!r las prote~nes, se prepararon dos geles de 

poliacrilamida (7.5%) con el mismo amortiguador de Tris, en tubos de 

vidrio (7.0 x 0.7 cm); el volÚmen del gel concentrador fue de 200 µ1, y 

el del separador, 1 ml. En In parte inferior de cada tubo se ató una 

membrana de diálisis, formando bolsa de aproximadamente 500 µl de 

elu{das. Sobre el gel concentrador 

gel (lxlxl mm) con la proteína 

pl del amortiguador de muestra. La 

mA/gel (gel concentrador), y 3 m.A/gel 

una 

volumen, para retener las proteínas 

se colocaron los pedazos del 

correspondiente, bañados 

electroforesis se corri& 

con 200 

a 1.5 

(gel separador), a corriente constante. Después de que el colorante 

(azul de bromofenol) salió del gel, se contaron 15 minutos, 

revirtiéndose la polaridad 15 segundos. 

Las muestras se dializaron exhaustivamente durante 5 horas (7 

cambios/45 minutos cada uno), contra amortiguador de acetato de amonio 

5 mM, pH 8.3. Por cada 360 µg (cuantificados por absorbencia) separados 

por electroforesis preparativa, se obtuvieron 67 y 50 pg (cuantificados 

por an~lisis de amino~cidos) de Helodermetidina 1 y 2, respectivamente. 

La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS, mostró una 

banda d~ proteína prácticamente pura con la enzima de mayor PM aparente 

(Helodermatidina 1), mientras que la que migra mas r"ápidamente 

(Helodermatidina 2) present& un contaminante de alrededor ~el.10% de la 

otra forma (Figura 5). 

B: CARACTERIZACIO!i BIOQUIMICA DE LAS HELODERKATIDINAS. 

B.1. Determinación de Carbohidratos. 

El análisis del contenido de hexosas y 

F.l.3.1 (Helodermatidinas juntas), fue de 59 

decir. aproximadamente 5.9% del peso total. 

B.2. An~lisis de AminoJcidos. 

- 25 -
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FIGURA. s.·Electroforesis en gel (12.5%) en placa de poliacrilamida, 

en presenc!..ia _de SJ?S, preparado y teñido según las cond~ciones de~c.rit.as 

para la Fi~gura 4. A: Fracción F.1.3.1 (7.8 µg), con las dos Helodermat_! 

dinas preseentes. B: Helodermatidina l (5 µg), electroelu{da .como se ha 

descrito e~n la sección de Métodos. Se observa una ba~da de proteína 

práéticame::.nte puia cuyo peso molecular se calculó en este sistema en -­

aproximadan.mente 27 000 daltones. C: Helode~matidina 2 (5 µg) electro- -

elu{da, co=n Un p~so molecular aproximado a 25 000 daltones; en ésta se 

observa un pequeño contaminante (menos del 10%) de la otra isoenzima. 
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La composición de aminoácidos de las Helodermatidinas 1 y 2, se muestra 

en la Tabla II. La comparación de las mismas muestra que se trata de prote! 

nas muy similares. El PM calculado a partir de este análisis fue de: 25 990 

y 23 575 daltones, respectivamente, y es cercano al determinado por la ele~ 

troforesis en gel en presencia de SDS (27 000 y 25 000). 

B.3: Mapas Peptídicos de las Helodermatidinas 1 y 2. 

Se hizo una digestión proteolítica parcial de las Helodermatidinas 1 y 

2 con el objeto de comparar el patrón electroforético de los péptidos gene­

rados. Se hicieron digestiones con tres proteasas: tripsina, quimotripsina 

y pepsina, bajo las condiciones descritas previamente. Los productos de di­

gestión se analizaron en un gel en placa de poliacrilamida (20%), en prese~ 

cia de SDS. Unicamente·se observó proteólisis de las Helodermatidinas con -

quimotripsina. Sin embargo, bajo' idénticas condiciones caseína fue digerida 

completamente. En la Figura 6 se muestran los resultados del experimento en 

el que 15 µg de cada una de las Helodermatidinas fueron incubadas a 37°C 

con 0.3 µg de quimotripsina, bajo las condiciones descritas en la sección -

de Métodos. El patrón cualitativo de los productos de digestión fue casi -­

idéntico para ambas proteínas, siendo la única diferencia un péptido adici~ 

nal de alto peso molecular en la Helodermatidina l. Sin embargo, la abundaE 

cia relativa de los péptidos fue diferente entre ambas. 

e: CARACTERIZACION ENZIMATICA DE LA FRACCION F.1.3.l. 

Los resultados del análisis de aminoácidos y la comparación de los pro­

ductos de digestión quimotríptica, junto con la demostración. inicial de que· 

las dos proteínas en la fracción F.1.3.1 comparten un mismo tipo de activi­

dad enzimática (fibrinolítica indirecta), nos permiten postular que éstas -

representan formas alternativas de una misma enzima. Por esta razón, y dado 

que su separación por electroforesis preparativa es laboriosa, se procedió 

a hacer el análisis algunas de sus propiedades enzimáticas, empleando la -­

fracción con las dos Helodermatidinas. 

C.l: Actividad esterásica y proteo1ítica de la fracción F.1.3.1. 
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FIGURA 6. Mapas PeptÍdicos de las Helodermatidinas 1 y 2. Para su 

comparación se empleó la electroforesis en gel (20 ·%)·en.· placa de 

poliacrilamida, en presencia de SDS y con jJ -me~captoetanol. A y D: 

Helodermatidinas 1 y 2, respectivamente (3 pg de cada una), _sin digerir. 

By C: Helodermatidinas 1 y. 2 (15 pg de cada una), digeridas con 

quimotripsina bajo las condiciones descritas Las flechas indican la 

posición de los péptidos generados por la digestión proteolÍtica. 

Asimismo, se indica la migración de los marcadores de peso molecular 

empleado:5• 
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TABLA II 

COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LAS HELODERMATIDINAS 1 .I. b.. 

AMINOACIIXJ llEWDERMA TIDINA 2 llELODERMATIIJINA 1 

Asx 26 27 
Tre 14 14 
Ser 26 28 
Glx 22 25 
Pro 12 12 
Gli 33 39 
Ala 15 19 
1/2 Cis n.c. n.c. 
Val 7 7 
Met 6 6 
!le 9 10 
Leu 11 13 
Tir 4 5 
Fen 3 3 
His 7 8 
Lis 6 .7 

Arg 4 3 
Trp n.c. n.·c. 

PM 23 575 25 990 
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La actividad específica de esterase (empleando BAEE como sustrato) 

de la fracción PC.1.3.1 se cuantificó, siendo la misma de 26.4 U/mg. 

Asimismo, se cuantific& su actividad fibrinolÍtica en geles de agarosa 

con fibrina I en relación a un estándar de AP-t, dando una actividad 

específica del orden de 30 IU. 

Para 

proteol!tica 

delimitar aún más la especificidad de la actividad 

de las Helodermatidinas, se emplearon también otros 

sustratos protéicos. 

Para el ensayo con caseína como sustrato, 10.5 pg (27.BxlO exp-2 U 

BAEE esterase) de la fracción F.1.3.1 fueron preincubados durante 24 

horas a 25ºC, en amortiguador de Tris-HCl 20 mM: pH 7.95, con o sin 15 

µg de plasminÓgeno. Después de ello, las muestras se aplicaron a un gel 

de caseína-agarosa, el cual se incubó 18 horas, a 25°C. Como controles 

se ensayaron: la fracci6n F.1.3.1 y tripsina (0.2 pg) sin preincubar, y 

plasminÓgeno (15 pg) preincubado en las mismas condiciones. Se 

observaron halos de proteÓlisis ~nicamente cuando la muestra de 

Helodermatidina fue preincubada con plasminÓgeno; esto indica que la 

actividad caseinol{tica se debió a la plasmina generada durante dicha 

preincubación. Con plasmin6geno solo, la actividad caseinol!tica 

endógena fue précticamente nula, y el control con tripsina fue positivo 

como se esperaba. 

Cuando el sustrato ensayado fue hemoglobina, no se observó 

digestión del mismo hasta con 1.3 U BAEE esterase (50 pg) de la fracción 

de HelodermatidinBs. Una actividad esterá'sica equivalente de tripsina 

did una liberación correspondiente a 0.32 pmoles de tirosina, bajo las 

mismas condiciones. 

Los resultados anteriores con cas~fna y hemoglobina sugieren que la 

especificidad de la actividad proteolÍtica de las enzimas de esta 

fracci&n es muy restringida. 

C.2.ANALISIS DE LA CONVERSION DE PLASMINOGENO EN PLASMINA. 

Para analizar el patrón electrofor~tico 

digestión generados el activar plasminÓgeno con le 

emple& electroforesis en gel de poliacrilamida 

-~-

de los productos de 

fraccio'n F.1.3.1, se 

(10%) con SDS. Estos 



patrones se compararon con los producidos por la activación de plasminógeno 

por urocinasa. 

Se prepararon las siguientes mezclas de reacción: 12.9 µg (40.6x10 exp-

2 U de BAEE csterasa) de fracción F.l.3.1. o 0.5 µg de urocinasa humana, -

disueltos en amortiguador de Tris-HCl 20 mM, pH 7.95 (30 µl v.f.) contenie~ 

do L-lisina ( 10 mM e. f.), en tubos con 30 µ g de plasminógeno liofilizado. -

En algunos casos se añadió BPTl. 10 µM, c.f.• para inhibir la actividad de 

la plasmina generada. Los tubos se incubaron 48 horas, a 25°C y bajo agita­

ción constante. La reacción fue terminada por la adición de amortiguador de 

muestra con SDS, conteniendo 6-mercaptoetanol 1% (c.f.). Lns muestras se Cl! 

lentaron 5 minutos a 90ºC, antes de ser aplicadas en el gel. 

Bajo- estas condiciones, parte del plasminógeno fue convertido en plasm! 

na, cuyas cadenas se separaron por la electroforesis en condiciones reduct.2_ 

ras (Figura 7) • Tanto para urocinasa como para las Helodermatidinas del ve­

neno de H.h.horridum, el resultado fue el mismo: la cadena pesada de plasm! 

na aparece mayoritariamente como una especie con un PM aparente de 62 500 

daltones. Cuando a la mezcla se le añadió BPTl, el PM de la misma aumentó a 

aproximadamente 67 500 daltones; bajo estas dos condiciones, no se alteró 

el PM aparente d~ la cadena ligera de la molécula de plasmina (aproximada-­

mente 25 000 daltones). 

Los resultados de este experimento, sugieren que el mecanismo de activ~ 

ción del plasminógeno por los AP del veneno de H.h.horridum, es semejante -

al producido por su activación con urbcinasa. 
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FIGURA 7. Comparación de 10s productos de digestión producidos al 

activar plasminógcno humano .• Se incubaron 30 µg de plasminógeno humano 

"con urocinasa (0.5 µg) o fracción F •. 1.3.1 (12.9 µg), bajo las condici.Q 

nea descritas. Las cadenas de la plasmina generada se separaron ~n un 

gc1. (10%) en placa de poliacrilamida, en presencia de SOS y con 13-mer­

captoetanol como agente reductor. A: Plasminógeno humano sin digerir.­

mostrando una especie mayoritaria con un peso molecular cercano a 

82 000 daltones. B y C: plasminógeno incubado con urocinasa y fracción 

F.l.3.1, respectivamente. D y E: plasmin.ógeno incubado con urocinaSa y 

fracción F.l •. 3.1, respectivamente, en presencia de BPTI 10 }JM. Las - "": 

f1cchas ( + ) indican las.posiciones de las cadenas de plasmina gener~ 

das en· cada una de estas reacciones. La posición de los marcadores de 

peso molecular se encuentra indicada. 
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DISCUSION 

Los resultados del trabajo de tesis de González, J.C. (1983) sobre la 

caracterización de las actividades coagulantes y anticoagulantes del ven~ 

no de H.b.horridum, reportan que la primera se debía a una enzima con un 

PM aproximado ,a 65 000 daltones. La actividad anticoagulante por fibrino­

lisis se producía únicamente en presencia de plasminógeno, y era debida a 

dos enzimas en el veneno, cuyo PM aproximado se calculó en alrededor de 

25 000 daltones. Esto suponía que posiblemente el papel fisiológico de -­

las mismas era a través de la activación de plasminógeno. 

En d1cho trabajo, se describe un método cromatográfico para la obten­

ción de una fracción de proteína conteniendo a estas dos enzimas en forma 

bastante pura. En el mismo se reporta como paso cromatográfico inicial. 

el uso de una columna de Fenil-Sefarosa, ya que se deseaba separar a la 

enzima fosfolipasa con el objeto de purificarla y caracterizarla como Pª.!. 

te de otro proyecto. La fracción de proteín~ que no se pegaba a esta res! 

na, contenía la actividad esterásica medida con BAEE como sustrato, y se 

cromatografió en una columna de afinidad de.Benzamidina-Scfarosa; la fra~ 

ción que se pegó más fuertemente a la resina fue eluída con ácido acético 

O.l M, y contenía, además del 80% de la actividad esterásica inicial, a -

las dos proteínas con actividad fibrinolítica indirecta. 

En este trabajo iritentamos una primera estrategia de purificación que 

consistió en cromatografiar directamente el veneno a trav~s de una colum­

na de Sefarosa 4B con p-aminobenzamidina. Siri embargo, la fosfolipasa A2 

del veneno también interaccionó con la resina y eluyó bajo las mismas ca.!! 

diciones que las Helodermatidinas (ácido acético O.l M). No Se exploró e~ 

te resultado inesperado; lo único que puede decirse es que la actividad -

fosfolipásica, medida titulométricamente, no es inhibida aún con 25 mM de 

p-aminobenzamidina libre. La inclusión de una cromatografía en Fenil-Sef~ 

rosa, tampoco sirvió para remover a la enzima fosfolipasa de la fracción 

con las Helodermatidinas. 

\ 
Por lo anterior, decidimos primero separar 

una resina de afinidad para fosfolipasas A 

la fosf olipasa empleando 

(PC-Aminohexil-Sefarosa);-

así, esta última actividad ·se removió efectivamente del resto de los 

- 33 -



... 

componentes del veneno y está siendo caracterizada como parte de otro 

proyecto. El uso de dos cromatograf{as adicionales (Benzamidina-Sefarosa 

y DE-32 celulosa), llevó a la obtención de una fracción con las dos 

proteínas con actividad de AP, prácticamente puras. 

El análisis de la composición de aminoácidos de ceda una de las 

Helodermatidinas indica que se trata de dos enzimas muy similares: 

prácticamente son idénticas, teniendo la de mayor peso molecular cuando 

menos, 21 residuos de aminoécido adicionales (cisteina y triptofano no 

fueron cuantificados); siete de los mismos son hidrofÓbicos. Le 

diferencia en el peso molecular de ambas prote!nas,cuantificada a partir 

de este anAlisis, fue de 2 415 da1tones; por electroforesis en presencia 

de SDS, la misma es de aproximadamente 2 000 daltones, y podría verse 

alterada debido a la presencia de carbohidratos en la(s) mol~cula(s). 

Como el contenido de éstos se cuantific& empleando la fraccio'n .F.1.3.1 

con las dos proteínas, no es posible saber cuál es su contribución en la 

diferencia en el PM total. 

Una alternativa para explicar el origen de las dos isoenzimas, es 

que la de menor peso molecular sea un derivado proteolÍtico de la mayor, 

lo que es consistente con el hecho de que el Único p~ptido quimotrÍptico 

diferente aparecid en la especie de mayor peso molecular. La secuencia 

de las Helodermatidinas esclarecerá esta pregunta. 

La capacidad de estas enzimas para convertir a1 plasminJgeno en 

plasmina se ensay& en dos sistemas diferentes: en geles de 

fibrina-agarosa y de case!na-agarosa. El primer sistema se emplea 

comúnmente para asignar actividades fibrinolÍticas directas o 

indirect~s, debido a ·. la facilidad de obtener formas de fibrin&geno 

libres o contaminadas con plasmin&geno. Sin embargo, la identificaci&n 

de la especificidad de dichas actividades puede verse alterada, debido a 

la presencia de otros contaminantes provenientes del suero. Para 

corroborar que 1a actividad fibrinolÍtica indirecta se debe a la 

plasmina generada por activación del plasmin&geno, se empleó un segundo 

sistema, cuyos componentes son mas definidos. En estos ge1es, el 

sustrato de caseína es digerido por la plasmina generada cuando las 

muestras se han incubado previamente con plasmin&geno. Una de las 

ventajas del empleo de ambos sistemas en conjunción, radica en la 

identificación de actividades de AP estrictamente dependientes de 
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fibrina. Aparentemente, las Helodermatidinas del veneno de H.h.horridum 

no dependen de fibrina para convertir al plasminÓgeno en plasmine, ya 

que en ambos sistemas se observó digestión equivalente del sustrato. 

La comprobació'n de que los sitios de hidrÓlisis en la molécula de 

plesmincfgeno por las Helodermatidinas son aparentemente los mismos que 

los generados por urocinasa, demuestra que son enzimas con una gran 

especificidad. Sin embargo, para que una enzima proteolÍtica califique 

como un verdadero AP debe, además, mostrar una actividad específica muy 

alta en el proceso de activación. 

La actividad fibrinol!tica de las enzimas, 300/mg, es muy baja si 

se compara con la de otros ~P's: 2 400, 29 000, 104 000 y 200 000, para 

AP-t de gléndula salival porcina, AP de saliva de vampiro, AP-u y AP-t 

de células HeLa, respectivamente. Esto sugiere que quiz~ debiera 

descalificarse a las Helodermatidinas.como AP's, aun siendo capaces de 

convertir específicamente al plasminÓgeno en plasmina. 

Se han descrito otras proteasas semejantes a tripsina capaces de 

activar al. plasminÓgeno, con una actividad específica extremadamente 

baja. De acuerdo con Ichinose,A.,et.al. (1986), la observació'n de que 

enzimas tan específicas como la calicreÍna, adem¿s de hidrolizar a sus 

sustratos naturales activen otros zimÓgenos como prourocinasa o el 

plasmin&geno, puede tener un significado biológico si se considera que 

formen parte de una cadena amplificadora de eventos, que sirve para 

mantener y regular sistemas tan complejos como el fibrinol!tico. 

Es factible que el plasminÓgeno no sea el ~nico sustrato protéico 

hidrolizado por las dos enzimas estudiadas en este trabajo¡ sin embargo, 

el hecho de que per se no digieran fibrina, casefna o hemoglobina, 

implica que se trata de 

limitados y, por lo 

enzimas espec!ficas cuyos sustratos pueden ser 

tanto, difícilmente identificables. En 1971, 

Birdsey,V.et.al. observaron que el veneno total de H.h.horridum consumía 

grandes cantidades de los factores Cl, C4 y C3-9 del sist'ema de 

complemento; si este efecto está relacionado con la actividad de estas 

proteasas, es algo por estudiar. 

Uno de los síntomas mas notorios asociados con la mordedura de 

H.h.suspectum y H.h.horridum, es la producción de hemorragias masivas 

tanto localmente como en varios Órganos de la economía. El 

fraccionamiento del veneno soluble de H.s.suspectum por Mebs,D. (1970), 

- 35 -



llevó a la obtención de una fracción de proteína con actividad de BAEE­

esterasa, separada de otra BAEE-esterasa con actividad de calicreína; 

dicha fracción produc!a fuertes hemorragias cuando era inyectada por vía 

subcutánea en ratones. En su reporte sin embargo, no menciona el grado 

de pureza de la fracción, ni se muestra algún gel o datos de composici6n 

de aminoácidos que permitan compararla con las enzimas purificadas en este 

trabajo. Por lo tanto, resulta atractivo ensayar este efecto con las 

Helodermatidinas purificadas del veneno de H.h.horridum, con el objeto de 

obtener mBs información acerca de otras posibles actividades biológicas 

relacionadas con las mismas. De hecho, se conocen varias pretensas pre-­

sentes en los venenos de algunas serpientes capaces de producir hemorra­

gias, sobre todo, de tipo local Por acción directa sobre endotelios capi­

lares y existen modelos experimentales para ensayar dicha actividad. 

(Friederich y Tu, 1971) 

Algunos experimentos preliminares, realizados con muestras que 

contentan solamente las dos isoenzimas (Alagón, C.A.Comunicac.ión Personal) 

indican que las Helodermatinas inyectadas a ratones por v!a intraperito-­

neal a dosis de hasta 50 µg/20.g, son incapaces de matar a los animales; 

sin embargo, algunos desarrollaron hemorragias de los plexos suboculares, 

·semejantes a las ·que ocurren en algunos ratones inyectados con dosis sub­

letales de veneno crudo, y que fueron descritas inicialmente por Loeb 

(1913). Las Helodermacidinas tampoco tienen actividad semejante a trom-­

bina, es decir, son incapaces de co~gular fibrinógeno, directamente; (A1a­

gón, C.A., Comunicación Personal); ~sta accividad está ampliamence distri­

buida en varios venenos. 

El uso de algunos Substratos sintéticos específicos tampoco ha 

servido para definir la.posible actividad de la Helodermatina. Así, su 

accividad fue extremadamente baja con los tripéptidos croinogénicos S-2160, 

S-2266 y S-2302, que sirven para medir actividad de trombina, de calicrein~ 

glandular y de preclaricreína, respectivamente. (Alagón C.A.• C0municaci6n -

Personal). Su accividad con el substrato S-2227, específico para urocinasa, 

fu~ un poco mayor pero significativamente menor comparada con la enzima ho­

móloga. BAPNA (benzoil-L-arginina, p-nitroanilida) fue totalmence inactivo 
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como substrato de est~ enzima (Alagón, C.A. Comunicación Personal). 

Otras actividades biológicas que han sido atribuidas ~ proteasas 

purificadas de venenos de serpientes y que ser{a dese~ble experimentar con 

las helodermatidinas, aparte de la inactivación de componentes del sistema 

de complemento mencionado anteriormente, son'la activación de los factores 

11 (protrombina) y X(Factor de Stewart) del .sistema de coagulación (Denson 

et al, 1972) y la actividad de colagenasa verdadera. (Simpson, et al, 1971). 

Una última hipótesis que resulta muy atractiva, esta relacionada -

con otra de las grandes funcioneS que cumplen los venenos de los reptiles: 

la de ayudar en la digestión de sus alimentos. Se conoce que la dieta de -­

los Heloderma comprende, principalmente, huevos de ave (Bogert, C.M ... y Mar­

tín del Campo, R., l956); asimismo, se ha reportado que la y~ma de estos -­

huevos es rica en plasminógeno (Valinsky, J.E. y Reich, E., 1981). Por lo -

tanto, podríamos sugerir que quizás estas Helodermatidinas son en realidad 

activadores de plasminógeno aviario, y que ayudan a la digestión de las pr~ 

teínas de los huevos que ingieren. Esta hipótesis se apoya también en el h~ 

cho de que los AP's de mamífero pueden activar muy lentamente al plasminóg~ 

no de aves, lo que igualmente sucede para los AP's que funcionan en el sis­

tema aviario con la activación de plasminógeno de mamíferos (Cartwright, T., 

1974; Alagón, A.C., resultados no publicados). La activación de plasminóge­

no purificado de la yema de huevo de aves. su cuantificación y comparación 

con los resultados obtenidos en este trabajo, comprenden algunos de los ex­

perimentos inmediatos que nos interesa realizar con las Helodermatidinas 

purificadas del veneno de H.h.horridum. 
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