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RESUMEN

Se purificaron dos enzimas (Helodermatidinas) del veneno del —

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

brinolftica indirecta o de activador de plasmindpeno.

La caracterizacidn bioquimica de las mismas mostrd que se tra-—
ta de dos glicoproteinas con un peso molecular aproximado de 27 00C y
25 000 daltones, respectivemente, La comparacidn de su composicidn de
aminodcidos, el patrdn de sus péptidos generados por digestidn quimo-
tripica y el mismo tipo de actividad enzim@tica que comparten, permi-—
ten postular que representan dos formas de ura misma enzima.

Los estudics sobre la actividad proteolitica de las Heloderma-—
tinas mostraron que la misma estd restringida em cuanto a sus sustra—
tos, ya que no digleren casefna ni hemoglobina. La conversifn de una,
melécula de plasminagenorla efectuan precbablemente a través del mismo
mecanismo que opera para la enzima ﬁrocinasa. y su ;elocidad no se ve
incrementada por la presencia de fibrina.

La actividad especifica de activador de plasmindgeno de las —~-—
Helodermatinas es demasiado baja si se compara con la de otros activa
dores de plasmindgeno; esto sugiete que quizid existan otro u otros -—
sustratos fisiplagicos para estas enzimas, cuya posible identificaf -
cidn se discute al final de este trabajo.
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INTRODUCCION

I: ENZIMAS PROTEQLITICAS EN LOS VENENOS DE REPTILES.

El veneno de los reptiles estd compuesto de aproximadamente un 90%
de proteina; en la mayoria, su toxicidad depénde de la accidn sinergisti-
ca de diferentes enzimas y proteinas no enzimfdticas, cuya presencia, pro-
prociones y caracteristicas varIlan entre las distintas especles,

La presencia de enzimas proteoliticas en algunos venenos fue detec
tada hace varios afios, los que generalmente tienen mds de un tipo. Se han
caracterizado proteasas relativamente inespecificas, asi como actividades
exopeptiddsicas (empleando diferentes di y tripéptidos come sustratos), ¥y
proteasas altamente especificas (comoc son los factores liberadores de ci-
ninas, los que activan complemento, las &ue poseen actividad coagulante &
anticongelante, y otras). )

La actividad de proteasas en los venencs juega un papel muy imbor—
tante, tanto en la fisiopatologia producida por la mordedura de alguno de
estos ?eptiles, como en la dispersidn de los demfs componentes de los ve-

nenes en diferentes drganos y tejidos. En general, ello se debe a:

.1) El efecto necrdtico de algunas proteasas.

2) La presencia de proteasas con actividad autofarmacoldgica. Este
efecto se refiere a la liberacidn en el organismo de sustancias,
no presentes en el veneno, como las cininas.

3) La accidn.de algunas proteasas sobfa componentes del sistema in -
mune. Por ejemplo, su efecto en la activacidn de la via alterna
del complemento, y la formacién de complejos intermediarics que
producen la lisis de eritrocitos. _ )

4) La participacidn de ciertas proteasas en el proceso de la coagu

lacidn sanguinea y/o sus efectos anticoagulantes.

-1 -



I.A: ACTIVIDADES COAGULANTES Y ANTICQAGULANTES EN VENENOS DE REPTILES

Muchos venenos tienen pronunciados efectos en la coagulacidn, -
ya sea acelerando o retardando este proceso; en los mismos, pueden pre

sentarse al mismo tiempo factores coagulantes y anticeoagulantes.

Efectos Coagulantes.

Para la formacidn de un colguleo se requiere de una cascada de -
éventos en la cual, mediante la activacidn secuencilal de zimGgenos, y
a- través de un proceso amplificador delicadamente regulado, se con- ‘=
vierte al fibrindgeno en fibrina.

En algunos venencos, cilertas proteinas inducen la coagulacidn ——
sanguinea porque:

1} Activan a los factores X, V 8 protrombina.

2) Tienen actividad tromboplastinica,

3) Poseen actividad directa de trombiﬁa.

Efectos Antihemostiiticos.

Los venenos pueden interferir en dos niveles distintos alteran—
do la coagulacidns

.1) Evitando la formacidn del codgulo sanguIneo, al inhibir o ——

destruir especificamente algin factor que preceda a la formacidn

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

trombina y del activador de trombina.

2) Destruyendo el coldgulo formado directamente (actividad de ——

plasmina), o directamente al producir plasmina a partir de plas

mindgeno.

Fibrinolisis.- Este procesd se refiere a la disolucidn de codgn
los de fibrina, por un sistema enzimitilco presente en la sangre. En el
sistema fibrinolitico participan la plasmina, su zimbgeno o plasmindge
no, los activadores de plasmindgeno, e inhibidores tando de estos dlti
mos, como de plasmina. Su interrelacidn para lograr la destruccidn de

fibrina se esquematiza a continuacidn:



ACTIVADORES DE PLASMINOGENO
«<————INHIBIDORES
FIBRINOPEPTIDROS

PLASMINOGENO ————> PLASMINA ——8M——>»

FIBRINA

Como se ha mencionado anteriormente, en los venenos de reptiles es
comin encontrar presentes simultdneamente, factores coagulantes ¥y
anticoagulantes que actdan a varios niveles, lo cual dificulta su
estudio cuando se emplea el veneno crudo. De aqui la importancia del
~ aislamiento y .- caracterizacién de los factores responsables de estas
actividades, asi como su ensaye y reconstitucidn en sistemas definidos

"in vitro" e "in viwvo".

Una de las actividades de las proteasas purificadas en . este
trabajo, es 1la conversidn de plasmindgenc enrn plasmine (con la
subsecuente fibrinoligis). Por ello, a continuacidn se describird este
proceso, haciendo mencidn de 1los activadores de plasmindgeno mds
estudiados, sus caracteristicas y los papeles que se les han asignado en

otros procesos fisiolggicos, ademas del fibrinolitico.
IT: ACTIVADORES DE PLASMTNOGENO(AP)

Histdricemente, 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 proteins
plasmdtica inactiva  (plasmindgeno), que por un factor estreptococal
(estreptocinasa) era convertide en una protemssa activa (plasmina). Esta
tiltima es, a la vez, responsable de la degradacicn de fibrina.

Los estudios iniciales en este campo, asumieron que el papel
principal de la plasmina era la 1lisis de fibrina; sin embargo, tambieén
se reconocid que, de las muchas enzimas proteolfticas ‘generadas en el
plasma, aquélla es ﬁnica por su amplia especificidad. En la actualidad,
se reconoce que la protedlisis catalizada por plésmina, es'capaz de
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alterar la funcidn de los sistemas efectores de proteinas plasmaticos
mas importantes: coagulacidn y fibrinolisis, activecidn de complemento y
liberacidn de cininas (Barret,A.T., 1977).

Con el descubrimiento de los inhibidores plasmdticos de plasmina,
se postuld la existencia de otros factores que regularf{an la
fibrinolisis, es decir, AP endopenos. A la fecha, su presencia se ha
detectado en casi todos los tejidos estudiesdos, en el plasma, en el
endotelic vascular y en varios flufdos corporales (incluyendo la orina),
También se ha verificado que la actividad fibrinolftica de cdlulas en
cultivo, estd mediada por AP's sintetizados y secretados por ellas
mismas.

La distribucidn ubicua de tales activadores, y la asociacidn de su
actividad con procesos de vascularizacion durante 1la cicatrizacidn de
heridas, procesos inflamatorios(Unkeless, J.,et.al,, 1974; Reich,E.,
1978), e infiltracidn de células tumorales (Dano, K.,et.al.,. 1985;
Mignatti,P.,et.al., 1986), llevd a la hipdtesis de que la deposicicn de
fibrina y su subsecuente lisis, juegan un papel muy imﬁortﬂnte en 1la
homeostasis de los organismos, '

Asimismo, se ha sugerido que estas enzimas tambieh participan en
otros procesos, ademas del fibrinolitico y de la coagulacidh; entre
éstos se mencionan: 1la involucién de 1la glendula mamaria
(Ossowski,L.,et.al., 1979), 1la ovulacion (Strickland,S. y Beers,W.H.,

1976), y la implantacidn del blastocisto en el dtero (Strickland,S. ¥y
Mahdavi,V., 1978).

IX.A,CARACTERISTICAS DE LOS COMPONENTES DEL SISTEMA DE ACTIVACION DE
PLASMINOGENO.

La interaccidn del plasmindgeno con diferentes AP's se ha estudiado
desde hace ya varios ahos; una vez que las secuencias amino-terminales
del plasmindgeno y la plasmina generada fueron descifradas, los eventos
moleculares que comprenden esta reaccicn de activacion comenzaron a

conocerse. Para su descripcidn, es necesario mencionar las propiedades
mas relevantes de sus componentes.

Plasmindgeno.
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Esta mol@cula se encuentra a una concentracidn relativamente alta
(180 ug/ml) en el plasma humano; en el mismo, apreoximadamente un 40% es
extravascular. También se ha detectado su presencia en: fluido folicular
bovino, yema de huevo, flufdo de ascitis tumoral murino, lIquido uterino
humano y porcino, saliva, membrana basal de epidermis humana e hIgado de
rata, entre otros,

El plasmindgeno humano consiste de una sola cadena polipeptidica
con un PM de aproximadamente 95 000 daltones; este ltimo varfa, depen—-—
didendo de la presencia de ciertos carbohidratos en la molécula. El resi-
duo de aminodcido en el extremo amino-terminal de todas las formas de —--—
plasmindgeno es Acido glutdmico, ¥ el carboxilo terminal es asparagina -
{Castellino,F.J., 1981). Debide a la presencia de proteasas en la fuente
de la cual se obtiene el plasmindgeno, cuando €ste se purifica pueden -~
presentarse formas alternativas de la mol&cula, con diferentes residuos

de aminoficido en el extremo amino-terminal.

Plasmina.

La forma nativa de plasmina se genera como consecuencia de, al me
nos, la hidrdlisis de dos enlaces peptidicos en la molécula de plasming-
geno. Uno de ellos {Arg560-ValS56l), es escencial para la generacidn de -
la actividad catalfticd. El otro resulta de la autdlisis en el enlace —
Lis76-Lis77, con la subsecuente liberacidn de un péptido de 76 residuos
de amincdcido del extremo amino-terminal. La wolécula de plasmina consis
te entonces, de dos cadenas polipeptidicas unidas por puentes disulfuro,
cuyos pesos moleculares aproximados son: 63 000-58 000 daltones, para la
cadena pesada, y 25 000 daltones, para la cadena ligera.

Esta serina proteasa es sensible a inhibicidn por: LBTI, SBTI, ~~
Aprotinina, Trasilol, DFP y TLCK; también existen importantes inhibido--
res de su actividad en el plasma {a-2-macroglobulina y a—2»antiﬁlﬂsm1na)£
Su especificidad es‘semajante a tripsina, hidrolizando enlaces péptidiﬂ
cos con lisina y argininaj también ﬁosea actividades esterisica y amido
litica, sobre Esteres y amidas de aminodcidos bAsicos, respectivamente,

El gitio activo de la molécula se 1ocaliza en la cadena ligera;

como ya se ha mencionado, esta proteasa hidreliza enlaces peptiIdicos en



una gran variedad de proteinas, con excepcidn de la coligena nativa;
entre sus sustratos se cuentan: casefna, protamina, proteinas meno——
res de membranas celulares, inmunoglobulinas, hormonas peptidiecas, -
algunos componentes QEl sistema de comﬁlemenno ¥ del sistema de la -

coagulacidn.

‘Activadores de PlasminSgenoc (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 generacidn de plasmina, se encuentran:

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

de la orina humana (Lesuk,A., et.al., 1965). La enzima cristalizada
posee un PM aproximado de 54 00CG dazltones, existiendo una variante —
enzimdtica producida por protedlisis, cuyo PM es cercano a 30 000 -
daltones. Hasta la fecha, se han descrito otras formas de urocinasa
en la orina (Stump,D.C., et.al., 1986) y formas precurscras produci-
das por c€lulas en cultive (Kohno,T. et.al., 1984 y Stump,D.C. et.al.
1986).

La literatura que existe actualmente sobre urocinasa es exten
sa, abarcando estudios relacionados con la regulacidn de su sintesis
(Queenan,J.T., 1987), la clonacidn de sus genes y su expresidn en ——
Escherichia coli (Holmes,N.E., 1985), la purificacién de inhibidores

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

cripcidn de formas inmunoldgicamente relacionadas, en plasma y flui-
do seminel humanos (Dano,K. et.al..'1985).-

La cingtica de activacidn de plasminfgeno por urocinasa, ha -
sido ampliamente estudiada (Peltz,5.W., et.al., 1982; Lijnien,H.R.,-
et.al., 1986} Gollen,D.,, et,al,, 1986). Se ha sugerido que, ademis -
de plasminSgeno, esta enzima podrfa tener otros sustratos celulares,
aunque existen evidencias muy escasas al respecto.

\La actividad esterolitica de urocinasa sobre £steres de argi-
nina y lisina, y la activadora de plasmindgeno, no son inhibidas por
Trasilol, Aprotinina, SBTI 6 LBTI; DFP, p-amincbenzamidina y algunos
péptidos sintéticos de arginina sf 1a inhiben.

2) Activadores de plasmindgeno tisulares {AP-t).- Se han puri

ficado una serie de activadores de plasmindgenoc de diversos tejidos, no
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relaclonados inmunelagicamente con urocinasa: de corazdm y glindula sa
lival porcinas: rifidn, ovario y fitero humanos; tejido endotelial, eri-
trocitos, leucocitos y fluido de cultivos celulares condicionados; if-
neas tumorales y lineas celulares transformadas por virus concogénicos
(Dano,K. er.al., 1985). . |

El PM aproximado de estos AP es de 70 000 daltones; son glico—-
proteinas con una o dos cadenas polipeptidicas unidas per puentes di—--
sulfuro. Su iinico sustrato protéico conocido es el plasmindgeno, ¥y su
mecanismo de activacidn es semejante al de urocinasa, excepto por su -
alta dependencia por fibrina para 1llevar a cabe este proceso (Hoylaerts,
M. et.al., 1982).

Su actividad es inhibida por los mismos inhibidores sint&ticos
empleados por la urocinasa, aungque su susceptibilidad a los mismos, es
diferente. . '

Los estudios estructurales con estas proteasas, han sugerido la
presencia de tres dominios involucrados en su interaccidn con fibrina,
lo que explica su gran afinidad por la misma (Van Zonneveld,h.J., et.—
al., 1986 y 1986a; Verheijen,J.H., et.al., 1986; Holveet,P., et.al., -
1986). .

Existe tambi&n una extensa literatura relaciconada con la carac-
terizacidn de distintos AP-t, la cual incluye: su actividad en diferen
tes tejidos, eétudios de cinética, de activacidn en presencia de fibri
na, .tanto para formas endSgenas como recombinantes (Zamarren,C., et.al.,
1984), la purificacidn de inhibidores proté&icos (Wagner,0.F. y Binder,
B.R., 1986), y el disefic de proteinas de fusidn, conteniendo dominiocs
tanto de urocinaéa como de AP-t (Pierald;L.. et,al., 1987; Gheysen, D.,
et.al., 1987).

3) Desmocinasa.— En 1966, Hawkins y Hellerman reportaron la pre
sencia de AP en las secreclones digestivas de algunos animales hematé=-
fagos. E1 m3s potente de ellos, se describid en la saliva del vampiro

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

La disolucidn de cofgulos de fibrina por esta enzima, es mucho
mis efectiva que la producida por estreptocinasa & urocinasa, lo cual
gse debe quizd n una gran afinidad por fibrina. Por leo mismo, se especu

la que estructuralmente est& relacionada con los AP-t.
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La Desmocinnsa ha sido parcialmente purificada y caracterizada
(Cartwright,T., 1974). Su PM es de aproximadamente 150 000 daltones, vy
su actividad es inhibida por DFP, acido §-aminocaproico y BAEE, ademds
de ser completamente dependiente de fibrina.

IT.B.MECANTSMO DE ACTIVACION DEL PLASMINOGENO

El mecanismo de activacion del plasminogeno humano se ha estudiado
con varios activadores. En general, se describe de la siguiente manera:

AP
Glu-PLG(95 000) ‘L > Glu-PL{70 000+25 Q00)
PL PL
péptido(7 000) péptido(7 000)

Lis—-PLG(88 000)

~

Lis-PL(63 000+25 000) -

La mayorfa de los activadores, incluyendo a 1la urocinasa y los
AP-t, se dinscriben dentro de este mecanismo; la cinética de esta
activacidn, sin embargo, es diferente debido a la estricta dependencia
de estos wltimos por fibrina. Asimismo, se conoce que la liberacidn del
pébtido amino-terminal en el Glu-plasmindﬁeno. mediada por plasmina,
regula la velocidad de conversion de dicha mole¢cula; esto se debe a un
cambio conformacional, que también puede ser inducido por " deido
q}aminocapréico o lisina en el medio de reaccicn, ¥y que facilita 1la
hidrélisis del enlace Arg560-ValS56l1 en el plasmindgeno. Aparentemente,
el idn C1°~ tiene un efecto inhibitorio en esta activacidn
{Urano,T.,et,al,, 1987)}.

En la actualidad, se conocen otras proteasas que tambien activan al
plasmindgeno; en muchos casos, el mecanismo de este proceso Be
desconoce, aunque se postula que los sitios de hidrélisis en la molecula
de plasmindgeno, sean andlogos a los que ya se han descrito. Entre 1las
serina—prbteasas que se sabe activan al plasmindgenc, se encuentran:
calicrefna (Colman,R.W., 1969), trombina (Engel,A.et.al., 1966), ¥ 1los
factores de la coagulacidn XIIa y XIa  (Goldsmith,G.H.,et.al., 197B;
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Maude,R. J y Kaplan,A.P., 1979). Sin'embargo, la velocidad de conversion
de la mol&cula en plasmina, es extremadamente baja cuando s5e compara <ot

la de urccinasa (aproximadanmente 107 vcces)

I1I: EL VENENO DE Heloderma horridum horridum

. El Monstruo de Gila (Heloderma suspectum) j el Monstruo de Cuen——

tas (Heloderma horridum), representan a la finica familia de lagartos — =

venencsas que actualmente existe. La distribucidn de estos animales se -
limita a: el Sur de los Estades Unidos y Norte de M&xico, para la especie
H. suspectum, y la costa Occidental de M&xico hasta la frontera con - =~
Guatemala, para la especia H. horridum.

En estos saurios, la glandula venenosa se localiza en la mandfbu-
la inferior. La toxicidad del veneno que secretan es rela}ivamente alta
{i.p. LD SO en ratdn = 2 mg/kg), ¥y en &l sec han detectado varias activi-
dades enzimAticas y una toxina, .

Los primeros estudios sobre los aefectos fisfioldgicas producidos -
"in vivo" por mordedura de este reptil, se reallizaron con lé'especie H.-
suspectum. En ellos se feporta que la administracidn del veneno en perros
producia: vasodilatacidn general, inhibicién de la coagulacién y falla -
progresiva de la coordinacién muscular (Patterson,R.A., 1967). ELl suminis
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 reporteide los efectos de este veneno sobre el sistema de coagu
lacidn es contradictorio, sugiriéndose que la extensa hemorragla pedria
ser consecuencia de una interferencia con el sistema de la coagulacidn,

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

La caracterizacidn bioquimica de algunos de los cohponéntes del -
veneno de ambas especies, sugiere la composicidn de los mismos os practl
camente igual (Mebs,D., 1968).

En 1982, Alagdn et.al. reportaron la caracterizacién bicquimica -
parcial del veneno de H. h.horridum; en &sta se incluye la cuantificacidn
de actividades de: fosfolipasa A, hialuronidasa y BAEE-esterasa. En dicheo
trabajo, se distinguen dos actividades esterdsicas: la minoritaria ha si
do caracterizada como una enzima con actividad liberadora de cininas ~ -
(Alagén,A. et.al.,, 1986). La actividad esterisica mayoritaria fue parcial

mente purificada y descrita en otro trabajo de este mismo grupo Oanzélez.



J.C.,.1983) én el cual se reporta que, la fraccidn aislada poseia aeti
vidad fibrinolitica dnicamente si habia plasmindgeno presente, y era -
debida a la presencia de dos enzimas en el veneno con un PM de aproxi-

madamente 25 000 daltones.

El objetive de este trabajo, consistld en la purificacidn de ~—
las enzimas responsables de la actividad fibrinolitica indirecta o de

activador de plasmindgeno en el veneno de Heloderma horridum horridum,

¥ su caracterizaecidn parcial.
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MATERIAL Y METODOS

A: FUENTE DEL VENENO

El veneno de H. h.horridum se obtuvo de ejemmplares adultos, man-
tenidos en cautiveric en el laboratorio. E1 mismo, { fue pipeteado direc-
tamente de su boca, mediante la técnica descrita pocr Loeb, L. (i983). -
El veneno reci&n extrafdo, fue centrifupado a 10 0000 rpm durante 15 mi-
nutos (centrifuga Sorvall; rotor 55-34; rmax=10.8 cz=m). El sobrenadante
o venenc soluble, fue liofilizado y guardado a -22°CC 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 Aminocaproil-p~aminobenzamidina-Se=farosa 4B, de Plerce.
La Sefarosa CL-4B activada con bromurc de cilanSgenas, fue de Sigma. La -
DE-32 Celulopsa, fue de Whatman. La resina de afinidZad embleada'para pu-
rificar la Fosfolipasa (PC-Sefarosa), se prepard en= un trabaje descfito
anterjormente (Soga,B.?. et.al., 1986). E1 fibrindg=eno bovino; trombina
y urocinasa humanas;.tripsina, quimetripsina, pepsiZma y hemoglobinaj el
o =N-benzoli-L-arginina etil &ster (BAEE), p-aminobo2nzamidina, deido —-
E —aminocaprdnico, L-fenilalanina, L-tirosina-HC1l y—- la l—etil-3(3 dime-
tilaminopropil—-carbodiimida)-HCl, fueron de Sigma. - La L-lisina-HCl fue
de Merck. El bromuro cianSgenoc fue de Aldrich..Comos suétrato para casel
na, se empled leche en polvé descremada comercial (+ Carnation). El inhi-
bidor pancredtico bovino de tripsina (BPTI) fue de : Sigma. Los demfs - -

reactives y solventes empleados, fueron de grado an=alftice.
C: METODOS

C.1: PREPARACION DE RESINAS DE AFINIDAD.

La preparacion de L-fenilalanina Sefarosa CL=—4B, se llevd a cabo

empleando la resina comercial activada, sigulendo e=l protocolo descrito
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por el fabricante. El gel seco (4 8), fue resuspendido y lavado con HC1
1 mM. La L-fenilalanina (82.6 mg),I fue d_isﬁél_.r;a__en U8 ml de etilenglicol
30%, en NaHCO, 0.1 M, pH 9.3, La resina se: :_é_sﬁ;épgmndiﬁ ‘en 20 ml *de_"_é.sA-.-'
te mismo amortiguador, y se mezclﬁ'cc;p'.:lcz_l..'.liga'nd'o. : a.g:l..tandd éuave"mnnte_
durante dos heras, a 25°C. El1 rendimier_n:d finai' fue= de aproximadamente .
35 yumoles L-Fen/ml resina. . R

La preparacidn de Am:l.nocaproil_.—p.-aminobenzam*:.idina;Sefarosa se -
llevd a cabo en dos etapas: . .

Primero, se acoplavon 20 g de dcido E-aminoczaprodico con 20{ mL —=
de Scfarosa CL-4B, activada con bromure de ciandgenco, segin el m@todo -
descrito por Cuatrecasas,P. et.al. (1968). . .

Despuiés, la misma resina fue lavada con NaCl_. 0.5 M y agua bides-
tilada; se resuspendid en una solucidn de p—amino—he—cnzamidiné_ {312 mg),
en 20 ml de agua bidestilada. E1 pH se ajustd a 4.5 con HCL 0.1 N, y se
afiadieron 288.4 mg de l-etil-3(3-dimetil-aminopropiTl-carbidiimida)-HC1,
El pH se mantuvo em 4.5 por 24 horas, a 25°C y en ag:gitacidn_ constente.
Se lavd la resina con NaCl 0.5 M y amortiguador de £ feosfatos 20 mM, pH -
7.2. La titulacidn de la misma mostrd que tenia 41 ymoles de p-aminoben
zamidina/ml, por io que se diluyd con :.Sefarosa CL-4E.3, hasta obtener una

concentracién final de aproximadamente 12 pymoles de 1igando/ml.

C.2: DETERMINACION, CONCENTRACION Y DIALISIS DE PROTIEINAS.

La cuantificacidn de la concentracidn de prorteina se hizo espec-—
trofotométricamente, asumiendo que 1 A280 = 1 mg/ml... Las soluciones de
proteina fueron concentradas por ultrafiltracidn cormn membranas PM-10 de
AMICON. Para diflisis se empled membrana Visking 8/Z 32 (corte 8 000 dal-
tones).. )

C.3: ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA.

La electrofofesis se llevd a cabo en geles (112.5 y 20%) en placa
de poliacrilamida (0.1x10x10 cm), en presencia de lzauril sulfato de - -
sodio {SD5), segiin Laemli, U.K. (1970), y empleando B—marcaptoetanol:, -
para reducir los puentes disulfuro, Los geles fuerocm tefildos con Azul -
Briliante de Comassie R-250, de acuerdo a Swank, R.TIT. y Munkres, K.D. -
(1971}.
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Para la electroeluciun de enzimas, se emplecaron dos sistemus de
electroforesis. el primero consistid en un gel (7 5%) en placa de poli
actilnmida (U.leﬂxlﬂ cm), en amortiguador de Tris (Jovin,T., et.al.,—
1964); para el segundo, se emplearon geles (7.5%) en tub6:(7.07x 0.7 -
cm) de poliacrilamida, en el mismo amortiguador; los mismos Eénian una
membrana de didlisis (Visking 8/32; corte 8 000), atada en el extremo

inferior para retenex las proteinas eluidas del gel.

C.4: CUANTIFICACION DE HEXOSAS Y PENTOSAS.

El contenido de carbohidratos en las glicobrocainqs,"excluyendo
amino~azlcares, se determind por el método del OrcinplfAéido sulfiirico,
deserito por Tsugita, A. y Akaboni, S. (1959). .

C.5: COMPOSICION DE AMINOACIDOS.

La composicién de amincdcidos, se llevd a cabo por el método de
hidrdlisis de noore, S. ¥y Stein, W.H. (1963). Duplicadbs de las muecs——
tras de proteina se hidrolizaxon al vacTo, en tubos seliadés indivi- -—
dualmente, con CHI 6 M conteniende fenol 0.5%, a 110°C durante 24 ho——
ras. No se determinaron dcido cist@ico ni triptofano. El andlisis de -
jos hidrolizados se llevd a cabo en un analizador de aminoficidos — —-
Durrum, D-500.

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

En el ensayoc de digestidn con tripsina y quimotripsina, se em--
pled un amortiguador de Tris-HCl 20 mM, bH 7.95, conteniendo CaCly 5 mM.
Con pepsina, el amertiguador fue glicina 20 mM, pH 3.7 (ajustadc con — 7
dcido acético). La concentracidn final de cada proteasa en el ensayo —-—
fue de 0.1 mg/ml. Para control de la digestidn, se empled una caseina -
como sustrato, Brevemente, la mezcla de proteasa y sustrato se incubd 2
horas a 37°C; después de ello, se afiadis el amortiguador de muestra para
la electroforesis (Tris-HCL 20 mM, pH 6.8, conteniendo S-mercaptoetanc-
lal 1%, c.f.), con 1lo cual se detuvo la reaccidn. Esta mezcla fue calen
tada 5 minutos a 90°C, antes de aplicarse en el gel de poliacrilamida,-

preparado para analizar los productos de digestidn.

C. 7: ACTIVIDAD-bE FOSFOLIPASA.
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Se cmpled el método titulométrico de Shiloah J., et.al. (1973),

empleando yema de huevo come sustrate, y titulande la liberaciSn de —

Hcidos grasos con una solucidn de NaOH 0.05 M. Se afiadieron diferentes. -’

cantidades de enzima a la mezela de incubacion, manteniendose a‘25°C;4.n'

en agltaeidn constante y bajo atmisfera de nitrdgeno.

Una unidad de actividad enzimitica se define como: la cantidad
de enzima que libera l pymol de &cido/minuto, a pH 8 y 25°C, en 3 ml de.
una solucidn al 10X (p/p) de yema de hueveo, en Nacl 0.1 M,

C.8: ACTIVIDAD ESTEROLITICA MEDIDA CON BAEE COMO SUSTRATO.

Esta actividad se midid vspectrofotom@tricamente cén un aparato
Gilford-250. Los ensayos se hicjeron a 25°C, afiadiendo la solucidn de
enzima a una celda de cuarzo.contenieande 1 ml de a-N-benzoil-L-argini-—
na etil &ster (BAEE) 1 mM, en amortiguédor de Tris-HCl 0.1 M, pH 7.95,
y midiendo el cambio en absorbancia a 255 nm por 5 minutes. Una unidad
de actividad enzimdtica se define como la cantidad de pfoteina que se
requiere para hidrelizar 1 umol de sustrato/minuto, bajo las condicio-

nes descritas previamente,

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

) Esta actividad se determind midiendo la cantidad de tirosina s0
luble, liberada despu@s de la digestifn de hemoglobina por una protea-
sa (Rick, W., 1965). Se incubaron diferentes cantidades de enzima con
0.5 ml.de una solucidn de hemoglobina (5 mg), en amortiguador de Tris-
Hcl 0.1 M, pH 7.95, conteniendo Caclz'lo mM, durante 10 minutos y en ~
agitacidn constante. Despu&s, se afiadic 1 ml de &Acido triclofoacético
al 5%, incubindose la mezcla 30 minutes a 25°C. Se tomaron alfcuotas -
-fl.S ﬁl) de cada tubo, que se centrifugaron 10 minutos en una microfu-
ga Beckman. El precipitado se descartd, y se afiadieron al sobrenadante
(0.5 ml) 10 ml de NaOH 0.5 N y 300 Ul de reactivo de fenol. Esto se in
cubd 10 minutos a 25°C, y fue centrifugado 5 minutos. La absorbancia a
750 nm del sobrenadante fue determinada. Para cuantificar la actividad,

.se'constrﬁyﬁ una curva estandar con tirosina-HCl, incubada como se ha
descrito con NaOH 0.5 y reactivo de fenol. Como proteasa control se ~—

empled tripsina.

C.10: PURIFICACION DE FIBRINOGENO SIN PLASMINOGENO.
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El fibrindgeno bovino fue precipitado”cuﬁ_sulfatb{de amonio (Laki, K.,
1951), y vuelto a precipitar dos veces confeyéﬁol_eﬁ ﬁresenéia de lisina, -
para remover el plasmindgeno contaminante (Moégésonh-N;W.é_IQBZ). Brevemen—
ta: 2 g de Fibrindgeno comercial (coagulante en 88%) o fibrindgeno 0, se di
solvieron en 100 ml de amortiguador de fpsfét0'dc sodio 0.1 M, pH 6.4, lle-
vindose el vollmen al deble con agua bidestilada; la solucidn se deid repo—
sar a 4°C durante la noche. El precipitado que se formé fue removido por ——
fileracidn. Al filtrade (fibrindgeno L), se le afiadid 1/3 de voliimen de una
solucidn saturada de sulfato de amonio. El fibrinﬁgen6 precipitado se recu-
perd por centrifugacidon, y fue vesuspendide en 50 ml de NaCl 0.3 M; &sto se
dializd contra la misma soluecidn (3 camblos de 1 hora cada uno; fibrindgeno
II). A la solucidn se le afiadieron 250 ml de L-lisina 0.12 M, en amortigua-—
dor de fosfatos 5 mM, pH 7.0, v se dejd ehfriar en hiele por 30 minutos. Se
afiadieron, lentamente y bajo agitacidn constante, 22 ml de etanol absoluto -
frio. Después de 10 minutos, el fibrinSgeno precipitado fue recuperado por
centrifugacidn, y resuspendido en 33 ml de NaCl 0.3 M (fibrindgeno III), re
pitiéndose la precipitacidn etandlitica en presencia de lisina. E1 fibrind-
geno precipitado se resuspendid en 30 ml de amortiguador de fosfatos 15 mM,
pH 7.2 conteniendo NaCl 0.15 M (PBS), diallzindose exhaustivamente contra —
esta misma solucildn amortiguadora {fibrindgeno IV, sin plasmindgeno).

La concentracidn final del fibrinBSgeno empleado en los experimentos de
fibrinolisis fue 4.3 mg/ml para el fibrindgeno I, y 1.0 mg/ml para fibrind-

geno IV (E ! ;‘g{,‘“l = 1.59).

C.1i: PURIFICACION DE PLASMINOGENO DE PLASMA HUMANO.

Para purificar plasmindgeno, se empled cromatograffa de afinidad, segiin
el método de Deutsch, D.G., y Mertz, E.T. (1970). Esta resina se prepard en
el laboratorio, acoplande 7 g de L-1isina-HCLl eon 50 g de Sefarosa CL—4B -—
200, activada con bromurc de clan&geno (Cuatrecasas, P. et.al., 1968).

El plasma humano (250 ml} se diluyd con el mismo volumen de amortigua-—
dor de fosfates 0.1 m, pH 7.4, y se centrifﬁga a 7 000 rpm {centrffuga Sor-—
vall; rotor GSA) durante 10 minutos, para remover la proteina precipitada.—
El sobrenadante se aplicd a una columna (12 x 2 cm) de L-lisina~Sefarosa —-
CL-4B. Los contaminantes fueron lavados com 0.1 M del mismo amortiguador, -

conteniendo 0,2 M NaCl ¥ 3 mM EDTA, hasta obtener una lectura A280=0.0l1. E1
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amnrtiguador de fosfates 5 mM, pH 7. 2. 1y

ximadamente 40 mg de plusminugeno.

C.12: GELES DE AGAROSA CON FIBRINA PARA LA DETECCION: DE CTIVIDAD FI-
BRINOLITICA. o

“(1978), con al-

Se siguld ¢l método de Granelli—Piperno, Aet al.
_soluciones. a) agaro~:_

gunas modificaclones., Se prepararon-las siguiunte
sa al 1% en amortiguador de Tris-HCL 25 mM, pH 7. 2._ La agarosa se disol
vi& en baiic tiaria, manteniendose a 42°C; b) fibrinogeno I (4.3 mg/ml) o
IV (1.0 mg/ml) en PBS, calentado y mantenide a 42°C.- Se mezclaron ripi-
-damente 3 ml de cada una de esas soluciones, afladiendo a la mezela 0.5 -
unidades NIH de trombina humana, en 50 pl de NaCl 0.5 M y amortiguador -
de citrato de sodio 50 mM, pH 7.2. Con esta actividad enziwitica, el fi
brindgeno es convertido en fibrina en aproximadamente 5 minutos. En algu
nos ¢asos, los geles fueron suplementados con plasmindgeno purificado —
le pg/ml de sclucidn). La mezcla fue distribuida homogé&neamente sobre -
dos tiras de acetato de celulesa (7 x 5.5 cm, cada una), evitando la for
macidn de burbujas. Despu&s de la gelificacidn, las tiras se colocaron -
dentro de cajas de Petri conteniendo papel absorbente, para evitar su de
secacidn,

.La actividad fibrinolitica se detectd sipuiendo la difusidn radial
de la actividad (lisis de fibriné) después de aplicar, por duplicado, --
las muestras de enzima en pocillos ( 3 mm de didmetro) hechos.en el gel
de agarosa; &stas se incubaron por 18 horas a temperatura ambiente. Para
visualizar mejor este efecto, las placas se lavaron con NaCl 0.15 M, y -
se tifieron durante 5 minutos con Negro de Amido al 0.1% en metancl al 70Z
y dcido acético 10%.

fara la cuantificacidn de la activided, se compararon las 4reas de -
lisis producidas en el gel, con las generadas por un estédndar de AP-t en-

sayade bajo estas mismas‘céndiciones.
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C.13. GELES DE  AGAROSA CON CASEINA PARA  DETECTAR  ACTIVIDAD
CASEINOLITICA.

Se siguid el procedimiento de Granelli-Piperno,A. ct.al.(1978), con
algunas modificaciones., Los geles se prepararon con las Vsiguientes
soluciones: a) agarosa 1.5% en amortiguador de Tris-HC1 25 mM, pH 7.2;
la agarosa se disolvid en bafo Mar{a, mantenidndose a 42°C; b) solucion
de caseina, preparada a partir de una mezcla de leche cvaporada al 8%
{p/p), disuelta en agua bidestilada; la mezcla se calentd durante 30
minutos en bafio Marfa, y fue centrifugada a 8 000 rpm (centrifuga
Sorvall, rotor S8-34; rmax=10.8 cm) durante 10 minutos. Al sobrenadante
se le afiadid azida de sodio 0.02% (c.f), y se mantuvo a 4°C hasta el
momento de su uso. Antes de mezclarlo con 1la agarosa, se calentd ¥
mantuvo a 42°C. Para preparar los geles, se mezclaron 3 ml de la
solucidn de agarcsa y 1.9 ml de la solucidn de casefna. La preparacidn
de las placas, su tincidn y la deteccidn de la actividad, fueron
similares que para los geles con fibrina-aparosa. En alpunos
experimentos, las muestras con la enzima se preincubaron. con

plasmin&éeno antes de ser aplicadas en el gel.
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RESULTABDOS

A: FRACCIONAMIENTO DEL VENENO SOLUBLE.

A.l, Cromatopraffa en PC-Aminohexil-Sefarosa 4B.

El veneno soluble se hizo pasar primero a través de una columna de
afinidad para fosfolipasa A; la resina (PC-Aminchexil-Sefarosa 4B) tiene
como ligando un andloge - de fosfolipido [1-(11-carboxi)
undecil-rac—2-hexadecil~3 glicerofosforilcoline o PC], acoplado a
Aminchexil-Sefarosa 4B,

El veneno liofilizado fue disuelto en amortiguador inicial de
Tris-HC1 25 mM, pi 7.95, conteniendo CaCl, 25 mM, EDTA 1 mM y Teitén
X-100 0.5%, centrifugdndose a B 000 rpm (centrifuga Sorvall; rotor
88-34; rmax=10.8 cm) por 10 minutos a 4 °C, El1 sobrenadante o veneno
soluble, fue aplicado a una columna (9x1.1 cm) de PC-Aminohexil-Sefarosa
4B, la que fue eluida sucesivamente con: amortiguador inicial, el mismo
conteniendo NaCl 0.5 M, amortiguador de Tris-HCI 25 mM, pH 7.95
conteniendo EDTA 50 wM, ¥y acido acdtico 0.1 M. Los tubos que recibieron
el elufdo con &cide acético contenian 500 p) de Tris-HC1 1M, pH 7.95,
para neutralizarlo inmediatamente (Figura 1).

La fraccion que no se pegd a la resina (F.l) contuvo, ademds de la
mayorfa de los componentes del veneno soluble {(con excepcidn de 1la
fosfolipasa), aproximadamente 692 de la actividad de BAEE-esterasa
original. Esta misma fue concentrada y dializada (con recuperacién del
45.3Z de la actividad), ¥ se aplicd a una columna de
Benzamidina~Sefarosa (7.5x1.8 cm) que fue elufda con: amortiguador de
fosfato de sodio 20 mM, pH 6.8, el mismo amortiguador conteniendo NaCl
0.8 M, ¥ una solucidn de dcido acetico D.1 M, neutralizada con 500 pl de
Tris-HC1 1 M, pH 7.95 en cada tubo {(Figura 2). Se colectaron tres
fracciones con protefna; 1a fdltima (F.1.3), contenfa aproximadamenmte
85% de 1la actividad de  BAEE-csterasa aplicada &8 l1la columna.
Finalmente, la fraccidn concentrada y dializada se cromatografid en una
columna {26x1.1 cm) de intercambio i1dnico, DE-32 celulosa, que fue

eluida con un gradiente salino lineal (Figura 3). Se colectd la fraccion

- 18 = °



sagg HiDROLASA {u!m1) (ane)

. AZ80) en emortiguador inicial de Tris-HCl 25 mM, pH 7.95,

-
-}
T

FIGURA 1. TFraccicnamiento del Veneno Soluble en una columné de

afinidad para Fosfolipasas A. El veneno soluble (4.7 ml; 59.4‘ unidades

conteniendo
Callg 25 mM, EDTA 1 oM y Tritdn X-~100 0.5%, se aplicd a una columna de

PC~Aminchexil~Sefarosa 4B (9.0x1.1 cm), la que se eluyo sucesivamente

con., amortiguador inicial,(8) el mismo conteniendo NaCl 0.5 M, (E)
amortiguwador de Tris-HCL 25 wM, pH 7.95 conteniendo EDTA 50 mM, y (A)
dcido aceticoe 0.1 M. Las fracciones (2 wl/tubo) se colectaron y juntaron'
como se indica (barras horizontales; 1-3). La fraccidn 1 (con actividad
de BAEE-esterasa) se dializg contra el amortiguador inicial de la Figura

2, y fue concentrada por ultrafiltracidn. S8lc se muestran las activida--
des enziwiticas.
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. FIGURA 2. Cromatograffa de afinidad de la fraccidn 1, en wuna
columna (7.5x1.8 cm) de Benzamidina-Sefarosa. Se aplicaron 75.0 unidades
de BAEE esterasa de la fraccidn 1 a esta columna, la cual fue elufda
sucesivamente con: amortiguador inicial de fosfato de sodio 20 wM, pH
6.8, (S) el mismo amortiguador conteniendo NaCl 0.8 M, 'y (A) 4cido
acético 0.1 M. Se colectaron tres fracciones (3 ml/tubo), las que =se
juntaron como se indica (1,1-1.3). La fraccidn elufda con deido acdtico
{1.3), conteniendo actividad de BAEE-esterasa, fue concentrada y
dializada contra amortiguador de fosfato de sodio 20 mM, pH 6.8,
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FIGURA 3, Cromatograffa de Intercambio Idnico de la Fraccidn 1.3,
en una columna ¢26,0x1.1 cm) de DE-32 celulosa. Se aplicaron 5.4
unidades A280 de la fraccidn 1.3 a esta columna, la que fue elufda con
un gradiente salinc lineal (0-0.5 M NaCl), en amortiguador de fosfato de
sodio 20 mM, pH 6.8 (2 ml/tubo). Se colectd la fraccidn con actividad de
BARE-esterasa (1.3.1), la que fue concentrada y dializada contra
amortipguador de acetato de amonio 5 mM, pH 8.3.
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con actividad BAEE-esterasa (F.!.3.1), que fue concentrada, dializada -
contra amortiguador de acetato de amonio 5 =M, pH 8.3 ¥y mantenida a -22°¢’

hasta el momento de su uso. | . T . i :

La electroforesis de la fraceidn F.l1.3.1l. en dos sistemas de ge-—
les (5DS y amortiguador de Tris), mostrd dos bandas conspicuag de pro--
teina, pridcticamente puras. E1l PM de las misinas, determinade por compa-—
raclon con esté@ndares de peso molecular conocido, fue de aproximadamen—
te 27 000 y 25 000 daltones, respectivamente (Figura 4).

Cuandc esta fraccidn se ensayd para fibrinolisis se observd acti
vidad finicamente en los geles con fibrina I y con fibrina IV suplementa
da con plasmin@geno; esto tambilén sucede cuando se ensaya el veneno so-
luble, y corrobora las observaciones de GonzAlez (1983), sobre la pre——
sencia de actividad fibrinolitica indirecta o de activador de plasming-
geno en este veneno, debida a estas dos enzimas.

En la Tabla I se resumen los distintos pasos cromatogrdficos del
veneno de H.h.horridum, empleados para purificaf la fraceifn con activi
dad fibrinolitica indirecta, asI como la recuperacitn de proteina y ac—
tividad enzimidtica en cada uno de ellos. Se ha decidido llamar a estas
iscenzimas proteoliticas Helodermatidinas, aludiendo a la familia a la
que pertenecen los Helodermaz (Helodermatidme). Los nombres Helodermi- -
na y Helospectinas designan a los pé&ptido secretagogos (Hoshino, et.al.,
1985; Parker, et.al., 1984) y Helodermatina a la calicreina (Alagénf et.

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

A.2: Electroelucidn de las Helodermatidinas 1 y 2.

La electroelucidn se llevd a cabo empleando dos sistemas de geles,
con el objeto de separar las dos isoenzimas de la fraceién F.1.3.1, y ~
hacer un andlisis comparativo de las mismas. La fraccidn F.l.3.1 (360 -
Hg) liofilizada, se resuspendid en 200 pl de amortiguador de Tris-HCl -
20 mM, pH 7.95; se aifiadieron 200 Yl mds de amortiguador de electrofore-—
sfa, y la muestra (400pl) se aplicd a lo‘largo de un gel en placa (2 mm
de aspesor) de acrilamida (7.5%) en amortiguador de Tris (Jovin, T. et.
al., 1964), La electroforesis se corrid a 150 V (voltaje constante), -—=-
hasta que la distancia entre el borde inferior del gel y el colorante fues de

- 22 =



FIGURA 4. Electroforesis en gel (12.5%) en placa de poliacrilemida
en presencia de SDS (Llaemmli,U.K., 1970), empleando /J-mercaptoetanol
para reducir los puentes disulfuro. A: Veneno soluble de H.h.horridum
" (126 pg). B: fraccidn F.1.3.1 (10.5 pg), mostrando las dos bandas de

'prote:f.na ﬁurificadas a partir de este veneno. El gel fue tefiido con ;azul
brillante de coomassie R-250, La posicidn de los estdndares de peso
molecular conocido se encuentra indicada & la derecha de la figura.
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TABLA I

RESUMEN DE LA PURIFICACION DE HELODERMATTIDINA,

_ U ' RENDI- PURIFI-
FRACCION* mg TOTALES  U/mg MIENTO CACION
Veneno 100,0 165.6 2.8  100.0 1.0
F.1 *k 75.0 *% 45.3 ok
F.1.3 9.1 63.9 7.0 3B.6 2.5

F.1.3.1 2.7 71.3 26.4 43,0 9.4

* “Los valores, con excepcidn del veneno, se refieren a la muestra
respectiva dimlizada y concentrada.

** No fue cuantificada la protefna, debido a la presencia de Tritdn
X-100,
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aproximadamente 5 mm. Se hize una tincidn rapida del mismo con azul
brillante de coomassie G-250, siguiendo el método de Resnier,A.H.,et.al.
(1975); las bandas de proteina se cortaron y, por separado, se lavaron
en un tubo con 3 ml1 de amortiguador del pgel concentrador, haciendo 4
cambiocs de este cada 10 minutos.

Para electroelufr 1las protefnas, 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 volimen del gel concentrador fue de 200 pl, ¥y
el del separador, 1 ml, En la parte inferior de cada tubo se até una
membrana de didlisis, formando una bolsa de aproximadamente 500 pl de
volumen, para retener las prote{nas eluf{das, Sobre el gel concentrador
se colocaron los pedazos del gel (1lxlxl mm) con la protefna
correspondiente, bafiados con 200 pl del amortiguador de muestra. La
electroforesis se corrid a 1.5 mA/gel (gel concentrador), y 3 mA/gel
(gel separador), a corriente constante. Despuds de que el colorante
{azul de bromofenol) salid del gel, se contaron 15 minutos,
revirtiéndose la polaridad 15 segundos.

Las muestras se dializaron exhaustivamente durante 35 horas (7
cambios/45 minutos cada uno), contra amortiguador de acetato de amonio
5 mM, pH 8.3, Por cada 360 pg (cuantificados por absorbancia) separados
por electroforesis preparativa, se obtuvieron 67 y 50 pg (cuantificados
por analisis de aminoscidos) de Helodermatidina 1 y 2, respectivamente.

La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS, mostrd una
banda de protefna précticamente pura con la enzima de mayor PM aparente
{Helodermatidina 1), mientras que la que migra mas rgpidamente
(Helodermatidina 2) presentd un contaminante de alrededor del 10% de 1a
otra forma (Figura 5). “

B: CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LAS HELODERMATIDINAS.

B.1. Determinacidn de Carbohidratos.

El andlisis del contenido de hexosas ¥ pentosas en la fraccidn
F.1.3.1 {Helodermatidinas juntas), fue de 59 pg/mg de protefna; es
decir, sproximadamente 5.9% del peso total.

B.2. Andlisis de Aminodcidos.
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FIGURA . 5. Electroforesis en gel (12.5%) en placa de poliacrilamlda,
en presenciia de SDS, preparado y tefildo segin las condiciones deqc?itﬁs
para la Figguia 4, Az Fraccidn F.1.3.1 (7.8 ug), con las dos Helodermati
dinas preszentes. B: Helodermatidina 1 (5 ug), electroelufda como se ha

descrito ern la seccidn de M&todos. Se observa una banda de proteina - -
prﬁéticame:nte pura cuyo peso molecular se calculd en este sistema en —-—
aproximadarmente 27 000 daltones. C: ﬁelodefmatidina 2 (5 yug) electro=- —
éluida. co=n un peso molecular aproximade a 25 000 daltones; en &sta se

observa un . pequefic contaminante (menos del 10Z) de la otra iscenzima.’

- 26 -



La composicidn de aminodcidos de las Helodermatidinas 1 ¥ 2, se muestra
en la Tabla II. La comparacldn de las mismas muestra que se trata de protel
nas muy similares. E1 PM calculado a partir de este andlisis fue de: 25 990
y 23 575 daltones, respectivamente, y es cercano al determinado por la elec

troforesis en gel en presencia de S5DS (27 000 y 25 000).

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

Se hizo una digestidn proteolitica parcial de las Helodermatidinas 1 y
2 con el objeto de comparar el patrén electroforético de los péptidos gene-
rados. Se hicleron digestlones con tres proteasas: triﬁsina. quimotripsina
"y pepsina, bajo las condiciones descritas previamente. Los productos de di-
gestidn se analizaron en un gel en placa de poliacrilamida (20%), en presen
cia de SD5. Unicamente se observd protedlisis de las Helodermatidinas con -
quimotripsina. Sin embargo, bajo'idénticaﬁ condiciones caseIna fue digerida
completamente. én la Fipura 6 se muestran los resultados del experimento en
2l que 15 ug de cada una de las Helodermatidinas fueron incubadas a 37°C —--
con 0.3 ug de quimotripsina, bajo las condiciones descritas en la seecifn =
de Métodos. El patrdn cualitativo de los productos de digestion fue casli —-
idéntico para ambas proteinas, siendo la finica diferencia un péptido adicio
nal de altoc peso molecular en la Helodermatidina 1. Sin embargo, la abundan

cia relativa de los péptidos fue diferente entre ambas.

C; CARACTERIZACION ENZIMATICA DE 1A FRACCION F.l1.3.1.

Los resultados del analisis de amincdcidos y la comparacion de los pro-—
ductos de digestion quimotriptica, junto con la demostraciﬁn‘inicial de que“
las dos protefnas en la fraccidn F.l.3.1 comparten un mismo tipo de activi-
dad enzimtica (fibrinolitica indirecta), nos permiten postular que gstas —
representan formas alternativas de una misma enzima. Por esta razén, y dado
que su separacidn por electroforesis preparativa es laboriosa, se procedid
a hacer el andlisis algunas de sus propiedades enzimidticas, empléando la ~=-

fracclon con las dos Helodermatidinas.

C.1: Actividad esterdsica y proteolftica de la fraccidn F.1.3.1.
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FIGURA 6. Mapas Peptidicos de las Helodermatidinas 1 y 2. Para su
comparacidn se empled la electroforesis en gel (20 Z):en’ placa de
poliacrilamida, en presencia de SDS y con ﬂ—mei‘captoetanol. A vy D:
Helodernatidinas 1 y 2, respectivamente (3 pg'de cada una), sin digerir.
By C: Helodermatidinas 1y 2 (15 pg de cada una), digeridas con
quimotripsina bajo lss condiciones descritas . Las flechas indican la
posicidn de los péptidos pgenerados por la digestidn proteolitica.
Asimismo, se indica 1la migracidn de los marcaderes de peso molecular
empleados.
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TABLA II

COMPOSTCION DE AMINOACIDOS DE LAS HELODERMATIDINAS 1 y 2.

AMINOACTDO HELODERMATIDINA 2 HELODERMATIDINA 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
Ile 9 10
Leu 11 13
Tir 4 5
Fen 3 3
His 7 8 -
Lis 6 -7
Arg . 4 L3
Trp n.c. S mee.

PM 23 575 . 25990
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La actividad espec{fica de esterasa (empleando BAEE como sustrato)
de la fraccidn PC.1.3.1 se cuantificd, siendo la misma de 26.4 U/mg.
Asimismo, se cuantificd su actividad fibrinol{tica en geles de aparosa
con fibrina I en relacidn 8 un estdndar de AP-t, dande una actividad
especifica del orden de 30 IU.

Para delimitar afin mas la especificidad de 1a actividad
proteolftica de 1las Helodermatidinas, se emplearon también otros
sustratos protéicos.

Para el ensayo con caseina como sustrato, 10.5 pg (27.8x10 exp-2 U
BAEE esterasa) de 1la fraccidn F,1.3,1 fueron preincubados durante 24
horas a 25°C, en amortiguador de Tris-HC1 20 mM; pH 7.95, con o sin 15
pg de plasmindgeno. Después de elle, las muestras se aplicaron a un gel
de casefna-agarosa, el cual se incubd 18 horas, a 25°C. Como controles
se ensayaron: la fraccidn F.1.3.1 y tripsina (0.2 pg) sin preincubar, y
plasmindgeno (15 pg) preincubadoe en las mismas condiciones, Se
observaron halos de proteélisis inicamente cuande la muestra de
Helodermatidina fue preincubada con plasmindgeno; esto indica que 1a
actividad caseinol{tica se debid a 1la plasmina generades durante dicha
preincubacidn. Con plasmindgeno solo, la actividad caseinolitica
enddgena fue précticamente nula, y el control con tripsina fue positivo
como se esperaba.

Cuando el sustrato ensayado fue hemoglobina, no se observd
digestidn del mismo hasta con 1.3 U BAEE esterasa (50 pe) de la fraccion
de Helodermatidinas. Una actividad esterasica equivalente de tripsina
did una liberacidn correspondiente a 0.32 pmoles de tirosina, bajo 1las

mismas condiciones,

Los resultados anteriores con Casq{na ¥ hemoglobina sugieren que la
especificidad de 1a actividad proteolitica de 1las enzimas de esta
fraccidn es muy restringida.

e T —————— T —e— e

Para analizar el patron electrofordtico de los productos de
digeStiéh generados sl activar plaesmindgeno con la fraccich F.1.3.1, =e
empled electroforesis en gel de poliacrilamida (10%) con SDS. Estos
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patrones se compararon con los producidos por la activacidn de plasmindgeno
por urocinasa. '

Se prepararon las siguientes mezclas de réacciﬁn: 12.9 ug (40.6xld exp-
2 U de BAEE esterasa) de fraccion F.1.3.1, o 0.5 g de urocinasa humana, -
disueltos en amortiguador de Tris-HC1 20 mM, pH 7.95 (30 ul v.f.) contenien
do L-iisina (10 wM c.f.), en tubos con 30 Hg de plasmindgeno liefilizado. -
"En algunos casos se afiadid BPT1l, 10 uM, c.f., para inhibir la actividad de
la plasmina generada. Los tubos se incubaron 48 horas, a 25°C y bajo agita—
cidn constante. La reaccidn fue terminada por la adicidn de amortiguador de
muestra con SDS, conteniendo B~mercaptoetancol 1% (c.f.). Las muestras sé ca
lentaron 5 minutés a 90°C, antes de ser aplicadas en el gel.

Bajo estas condiciones, parte del plasmindgeno fue convertide en plasmi
na, cuyas cadenas se separaron por la electroforesis en condiciones reducto
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 plasmi

na aparece mayoritariamente como una especie con un PM aparente de 62 500 -
daltones. Cuando a la mezcla se le afiadid BPTL, el PM de la misma aumentd a
aproximadaﬁente 67 500 daltones: bajo estas dos condiciones, no se alterd -
el PM aparente de la cadena lipgera de la molécula de plasmina (aproximada——
mente 25 000 daltones).

Los resultados de este experimento, sugleren que el mecanismo de activa
cidn del plasmindgeno por los AP del veneno de H.h.horridum, es semejante —

al producido por su activacidn con urécinasa.
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FIGURA 7.  Comparacidn de los productos de digestidn producidos al
activar plasmindgeno humano. Se incubaron 30 yg de plasmindgeno humano
‘ton vrocinasa (0.5 pg) o fraceidn F.1.3.1 (12.9% ug), bajo las condicic .
" nes descritas. Las cadenas de la plasmina generada se separaron ¢n un
gel (10X) cn placa de poliacrilamida, en presencia de SDS y con fB-mer-
captoeténol como agente reductor. A: Plasmindgeno humano sin digerir,-
mostrando una especie mayoritaria con un peso molecular cercano a -— -
82 000 daltones. B y C: plasmindgeno incubado con uroeinasa y fraceidn
F.l.3.1, respectivamente. D y E: plasmindgenc incubado con urocinasa y
fraccibn F.1‘3;1. respectivamente, en pfésencia de BPTI 10 uM. Las =~ =
flechas ( + ) indican las posicliones de las cadenas de plasmina genera
das en cada una de estas reacciones. La posicidn de los marcadores de

- peso molecular se encuentra indicada.
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DISCUSION

Los resultades del trabajo de tesls de Gonzilez, J.C., (1983) scbre la
caracterizacién de las actividades coagulantes y anticoagulantés del vene
'no de H.h.horridum, reportan que la primera se debia a una enzima con un
PM aproximado a 65 000 daltones. La actividad anticoagulante por fibrino-
lisis se producia Gnicamente en presencia de plasmindgeno, y era debida a
dos enzimas en el venenc, cuyo PM aproximado se calculd en alrededor de -
25 000 daltones. Esto suponia que posiblemente el papel fisioldglco de --
las mismas era a través de la activacidn de plasmindgeno.

En dicho trabajo, se describe upn método eromatogridfico para la obten—
cidn de una fraccidn de proteina conteniendo a estas dos enzimas en forma
bastante pura. En el mismo se reporta como paso cromatogrdfico iniecial, =
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 par
te de otro proyecto. La fraccidn de proteing que no se pegaba a esta resi
na, contenia la actividad esterdsica medida con BAEE como sustrato, y se
cromatografid en una columna de afinidad de Benzamidina-Sefarosaj; la frac
cidn que se pegd mis fuertemente a la resina fue eluida con Acido acético
0.1 M, y contenfa, ademds del B0% de la actividad esterasica iniecial, a -
las dos protefnas con actividad fibrinolfitica indirecta.

En este trabajo intentamos una primera estrategia de purificacién que
consistid en cromatografiar directamente el venenc a través de una colum-
na de Sefarosa 4B con p-aminobenzamidina. Sin embargo, la fosfolipasa A2
del veneno también interacciond con la resina y eluyd bajo las mismas con
diciones que las Helodermatidinas (&cido ac&tico 0.1 M). No se explord es
te resultado inesperado; lo {inico que puede decirse es que la actividad -
fosfolipdsica, medida titulomEtricamente, no es inhibida adn con 25 mM de
p-aminobenzamidina libre. La inclusidn de una cromatografia en Fenil-Sefa
rosa, tampoco slrvid para remover a la enzima fosfeolipaca de la fraccidn
con las Helodermatidinas.

.Por lo anterior, décidimos primero separar 1la fosfolipasa empleando
una resina de afinidad para fosfolipasas A (PC-Aminohexil-Sefarosa);-

asf, esta iltima actividad se removid efectivamente del resto de los
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componentes del veneno y estd siendo caracterizada como parte de otro
proyecto. El usc de dos cromatografias mdicionales (Benzamidina-Sefarosa
y DE-32 celulosa), 1llevd a 1la obtencidn de una fraccion con las dos
protefnas con actividad de AP, prdcticamente puras,

El andlisis de 1la composicidn de aminodcidos de cada una de 1las
Helodermatidinas indica que se trata de dos enzimas muy similares:
précticamente son idénticas, teniendo la de mayor peso molecular cuando
menos, 21 residuos de amincdcido adicionales (cisteina y triptofano no
fueron cuantificados); siete de los mismos son hidrofdbicos. La
diferencia en el peso molecular de ambas protefnas,cuantificada a partir
de este anflisis, fue de 2 415 daltones; por electroforesis en presencia
de SDS, 1a misma es de aproximadamente 2 Q00 daltones, y podria verse
alterada debido a 1la presencia de carbohidratos en la(s) moldculal(s).
Como el contenido de dstos se cuantificd empleando la fraccicn .F.1.3.1
con las dos protefnas, no es posible saber cudl es su contribucion en la
diferencia en el PM total.

Una alternativa para explicar el origen de las dos iscenzimas, es8
que la de menor peso molecular sea un derivado proteolftico de la mayor,
lo que es consistente con el hecho de que el iinico péptido quimotriptico
diferente aparecid en la especie de mayor peso molecular. La secuencia
de las Helodermatidinas esclarecerd esta pregunta.

La capacidad de estas enzimas para convertir al plasmindgenc en
plasmina se ensayd en dos sistemas diferentes: en geles de
fibrina-agarosa y de case{na-agarosa. El primer sistema se emplea
cominmente para asignar actividades fibrinol{ticas directas o
indirectas, debido &8 . la facilidad de obtener formas de fibrinégeno
libres o contaminadas con plasmindgeno. Sin embargo, 1a identificacidn
de 1la especificidad de dichas actividades puede verse alterada, debido a
la presencia de otros contaminantes provenientes del suero. Para
corroborar que la actividad fibrinol{tica indirecta se debe a 1a
plasmina generada por activacidn del plasmindgeno, se empled un segundo
sistema, cuyos componentes son mas definidos. En estos geles, el
sustrato de casefina es digerido por la plasmina generada cuando 1las
muyestras se han incubado previamente con plasmin&geno. Una de las
ventajas del empleo de ambos sistemas en conjuncidn, radica en 1la
identificacidn de actividades de AP estrictamente dependientes de
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fibrina. Aparentemente, las Helodermatidinas del venenc de H.h.horridum
no dependen de fibrina para convertir al plasmindgeno en plasmina, ya
que en ambos sistemas se observd dipestidn equivalente del sustrato,

La comprobacidn de que los sitios de hidrdlisis en la molécula de
plasmindgeno por las Helodermatidinas son aparentemente los mismos que
los penerados por urocinasa, demuestra que son enzimas con una gran
especificidad, Sin embargo, para que una enzima proteoclitica califique
como un verdadero AP debe, ademds, mostrar una actividad especifica muy
alta en el proceso de activacidn.

La actividad fibrinol{tica de las enzimas, 30U/mg, es muy baja si
se compara con la de otros AP's: 2 400, 29 000, 104 000 y 200 000, para
AP-t de gldndula salival porcina, AP de saliva de vampiro, AP-u y AP-t
de células Hela, respectivamente. Esto sugiere que quizé debiera
descalificarse a las Helodermatidinas como AP's, aun siendo capaces de
convertir especi{ficamente al plasmindgeno en plasmina,

Se han descrito otras proteasas semejantes a tripsina capaces de
activar al plasmindgeno, con una actividad especifica extremadamente
baja. De acuerdo con Ichinose,A.,et.al., (1986), 1la observacion de que
enzimas tan espec{fices como 1a calicref{na, ademds de hidrolizar a sus
sustratos naturales activen otros zimdgenos como prourocinasa o el
plasmindgenc, puede tener un significado bioldgico si se considera que
forman parte de una cadena amplificadora de eventos, que sirve para
mantener y regular sistemas tan complejos como el fibrinol{ftico.

Es factible que el plasmindgeno no sea el dnico 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 enzimas especfficas cuyos sustratos ﬁueden ser
limitados y, por lo tanto, diffcilmente identificables. En 1971,
Birdsey,V.et.al. observeron que el veneno total de H.h.herridum consumfa
grandes cantidades de los factores Cl, C4 y C3-9 del sistema de
complemento; si este efecto estd relacionado con la actividad de estas
proteasas, es algo por estudiar.

Uno de los sintomas mas notorios asociados con la mordedura de
H.h.susgectﬁm y H.h,horridum, es la produccién de hemorragias masivas
tanto localmente como en varios érganos de 1la econom{a, El1

fraccionamiento del veneno soluble de H.s.suspectum por Mebs,D. (1970),
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lievé a la obtencidn de una fraceidn de proteina comn actividad de BAEE-
esterasa, separada de otra BAEE-esterasa con actividad de calicreina;
dicha fraccidn producia fuertes hemorraglas cuando era inyectada por via
subcutdnea en ratones. En su reporte sin embargo, no menciona el grado
de pureza de la fraccidn, ni se muestra élgﬁn gel o datos de composicidn
de aminocdcidos que permitan compararla con las enzimas purificadas en este
trabajo. Peor lo tanto, resulta atr&ctivo ensayar este efecto con las
Helpdermatidinas purificadas del veneno de H.h.horridum, con el objeto de
obtener mds informacidn acerca de otras posibles actividades bipldSgicas
relacionadas con las mismas. De hecho, se conocen varias proteasas pre-—-
sentes en los venenos de algunas serplentes capaces de producir hemorra-
glas, sobre todo, de tipo local por accidn directa saobre endotelioa'capi—
lares y existen modelos experimentales para ensayar dicha actividad, -—
(Friederich y Tu, 1971)

Algunos experimentos preliminares, realizados con muestras que
contenfan solamente las dos iscenzimas (Alagaﬁ, C.A.Comunicacién Personal)
indican que las Helodermatinas inyectadas a ratones per via intraperito--
neal a dosis de hasta 50 ug/ZOlg, 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 dnicialmente por Loeb ~--
(1913). Las Helodermatidinas tampoco tienen actividad semejante a trom——
bina, es decir, son incapaces de coqgular fibrindgeno, directemente; (Ala-
gbn, C.A., Comunicacidn Personal); esta aétividad estd ampliamenté distri-
buida en varics venenos.

El usc de algunos substratos sint@ticos especificos tampoco ha

" servido para definir la posible actividad de }la Helodermatina. Asi, su =-— ..

actividad fue extremadamente béja con los tripéptidos cromogénicos $-2160,
§-2266 y 5-2302, que sirven para medir actividad de trombina, de calicreina

glandular y de preclaricreina, respectivamente. (Alagén C.A., Comunicacién -

-Personal).Su actividad con el substrate 5-2227, especifico para urocinasa,

fue un poco mayor pero significativamente menor comparada con la enzima ho-

mBloga. BAPNA (benzoil-L-arginina, p-nitroanilida) fue totalmente inactivo
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como substrato de esta enzima (Alagdn, C.A. Comunicacidn Personal).

Otras actividades biolsgicas que han sido atribuildas a proteasas
purificadas de venenos de serpientes y que serfa deseable experimentar con

" las helodermatidinas, aparte de la inactivacidn de componentes del sistema

*  de complemento mencionado anteriormente, son'la actilvacifin de los factores

II (protrombina) y X(Factor de Stewart) del sistema de coagulacién (Denson
et al, 1972) y la actividad de colagenasa verdadera. (Simpson, et al, 1971).
Una dltima hipdtesis que resulta muy atractiva, esta relaclonada -~
con otra de las grandes funciones que cumplen los venenos de los reptiles:
la de ayudar en la digestidn de sus alimentos. Se conoce que la dieta de ——
los Heleoderma comprende, principalmente, huevos de ave (Bogert, C.M. y Mar-
tin del Campo, R., 1956); asfmismo, se ha reportado gue la yema de estos —-~
huevos es rica en plasminégeno (Valinsky, J.E. y Reich, E., 1981). Por lo -
tanto, podriamos sugerir gue quizds estas Helodermatidinas son en realidad
activadores de plasmindgeno aviarioc, y que ayudan a la digestién de las pro
teinas de los huevos que ingieren. Esta hipdtesis se apoya también en el he
cho de que los AP's de mamifero pueden activar muy lentamente al plasminSge
no de aves, lo que igualmente sucede para los AP's que funcionan en el sis—
tema aviario con la activacidn de plasmindgeno de mamiferos {(Cartwright, T.,
1974; Alagdn, A,.C., resultades nc publicades). La activaciédn de plasﬁinﬁge-
no purificadec de la yema de huevo de aves, su cuantificacidn y comparacidn
con los resultados obtenlidos 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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