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ABREVIATURAS

CH) - celulosa: Carboximetil celulosa. 

PH : concentración de iones Hidrógeno. 

QC : grado cenfígrado. 

Holaridad. 

NBS : N -Bromo succinimida. 

HNB : 2, hidroxi- 5- nitrobenzi1. 

NPS : 2, nitrofenil sulfonil. 

TNM : Tetranitrometano. 

EDC : 1- Et21- 3( 3- Dimeti1 aminopropil) Carbodiimida. 

FITC : Isocianato de Fluoresceina. 

TNBS : Sulfonato de Trinitrobenceno. 

CBD : 1, 2- Cic1oexanodiona. 

Boc : Tert- butiloxicarbonil. 

Z : Benziloxicarbonil. 

Bzl : Benzil. 

OBz1 o- Hetoxibemzil. 

MBz1 m- Metoxibenzil. 

NO2 : Nitro. 

TAKE : p- Tosil- L- Arginina metil ester. 

TCA : Acido Tricloro Acético. 

BAEE : Benzoil- L- Arginina etil ester. 

EDTA : Acido Etilen Diamino Tetra Acético. 

BAA : Benzoil Argininamida. 
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DEAE : Dietil Aminoetil Celulosa. 

DPN+ : Difosforidin nucledtido. 

DPNH : Difosforidin nucledtido. 

FAD : Flavin Adenina Dinucledtido. 

DNA : Acido Desoxirribonucleico. 

RNA : Acido Ribonucleic°. 

AMP : Adenosin monofosfato

ADP : Adenostn difosfato. 

AIT : Adenosin trifosfato. 

12L50 : Dosis letal 50% 

DE50 : Dosis efectiva 50%. 

Ala : Alanina. 

Arg ; Arginina. 

Asn : Asparagina. 

Asp : Acido Aspártico. 

Cys : Cisteina. 

Gln : Glutamina. 

Gly : Glicina. 

His : Histidina. 

Ile : Isoleucina. 

Leu : Leucina. 

Lys : Lisina. 

Met : Metionina. 

Phe : Fenilalanina. 

Pro : Prolina. 
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Ser : Serina. 

Thr : Treonina. 

Trp : Triptofano. 

Tyr : Tirosina. 

Val : Valina. 
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CAPITULO I

I_NTRODUCCIOAT
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La razón primordial de efectuar ésta investigación bi- 
bliográfica sobre el veneno de serpientes, es la de despertar el

interes por el estudio en nuestro pais de estos venenos y poder
tener un conocimiento de cada uno de los componentes del veneno
de las especies de serpientes que más abundan en nuestro territo
rio. 

La mayor parte de las serpientes venenosas estan divi- 
didas en cuatro familias: Crotalidae, Viperidae, Elapidae e Hi-- 

drofidae. En México solo existen serpientes que pertenecen a las
familias Crotalidae y Elapidae, principalmente. 

El veneno de estas serpientes es una mezcla compleja - 
de componentes, principalmente proteínas con actividad biológica
las cuales actúan sobre los tejidos nerviosos y musculares de la
víctima. 

Se han realizado numerosos estudios sobre la naturale- 
za de estas proteínas para entender su modo de acción; de ésta - 

manera se han clasificado en: Proteínas con propiedades tóxicas, 

Proteínas con actividad enzimdtica y Proteínas con actividad bio
lógica desconocida. 

Se ha logrado separar las proteínas con propiedades tó
xicas llamadas toxinas de las proteínas con actividad enzimáticTt

encimas), e/ uctdar su composición y secuencia aminoácida con la
finalidad de estudiar la relación que existe entre la estructura
y la actividad biológica. Por otro lado, el estudio de las dife- 

rentes proteínas con actividad enztmdtica ha conducido al enten- 
dimiento de las muchas funciones que desempeffan para facilitar - 
la entrada a las toxinas en los tejidos 'animales. 

El progreso de la Química Orgánica en lo que se refiej. 
re a los adelantos a nivel de laboratorio, ha echo posible la -- 

síntesis de polipéptidos con actividad biológica, Asi, se ha lo- 

grado sintetizar un polipéptido con propiedades tóxicas con la - 
finalidad de comprobar los resultados obtenidos en las investiga
ojones realizadas y comprender de una manera clara y precisa la
función biológica que presentan estas proteínas. 

Una de las defensas que tiene el hombre para evitar, - 
en su mayor parte, el daño que ocasionan estas proteínas, es la

producción de sueros a partir del veneno mismo, mediante esque— 

mas de inmunización en animales, 
principalmente en equinos, Sh - 

el Instituto Nacional de Higiene se han realizado estudios sobre
la obtención de sueros polivalentes que garanticen la superviven
cia de una persona mordida, pero no se han obtenido resultados - 

satisfactorios, porque no se tiene un conocimiento exacto de - - 
nuestra fauna herpetológica, asi como de la especies de serpien- 

tes que causan un mayor número de víctimas. 

12- 



Es necesario conocer la distribución geográfica de las
especies de serpientes que existen en la República Mexicana y -- 
conocer datos estadísticos sobre su mordedura. 

1. 1 DISTRIBUCION GEOGRÁFICA

Es conveniente mencionar la distribución geográfica de
las serpientes venenosas de M4xico para tener un mayor control - 
en la distribución de los antivenenos correspondientes, 

con la - 

finalidad de hacer llegar lo más pronto posible dicho antiveneno
al lugar del accidente. 

Por otra parte se debe definir un criterio para juzgar
a las serpientes venenosas como tales. 

Desde un punto de vista puramente científico, la mayo - 

ria de las serpientes deben ser consideradas como venenosas por
tener a cada / ado de la cabeza atras del ojo, una glándula supra

labial ms o menos desarrollada que produce una secreción visco- 
sa capáz de ejercer una acción tóxica y destructiva a los teji-- 
dos animales. 

Prácticamente, sin embargo, solo se consideran como ve

nenosas aquellas que, al momento de la mordedura, inoculen ms 7:1

menos profundamente en los tejidos animales la secreción viscosa
de sus glándulas supralabiales. 

Se puede asegurar que no hay lugar de la República Me- 
xicana desprovisto de serpientes venenosas. 

Principalmente la -- 

gran altiplanicie y la vertiente del Pacífico estan habitadas -- 
por el género Crdtalus de la familia Crotalidae ( viboras de cas- 

cabel), que en menor proporción se encuentran en los estados de
la vertiente del Golfo y en la región extrema del Sureste. 

En la región tropical húmeda y boscosa de los estados
del Golfo hacia el Sur de la república, habita el género Bothrops

Nauyacas, que se distribuyen ampliamente por Centro y Sudaméri
ca. 

A este género pertenece la especie Botrops atrox, 
ser- 

piente que junto con la especie Crótalus terrificus causan muchas

13- 



víctimas. Sin embargo la cascabel Crótalus durissus, tiene un ve

neno muy tóxico, que aparentemente, no induce a la formacion de

anticuerpos en los caballos y su antiveneno, por consiguiente, - 

es poco efectivo; esto la hace una de las serpientes más peligro
sas de la región ( Tamaulipas) y del mundo. 

Existe otro género, el género fficrurus al que pertene- 

cen las serpientes vulgarmente conocidas como Coralillos, género

perteneciente a la familia Elapidae que se encuentra en casi to- 
do nuestro territorio y su area de dispersion se extiende por el
norte a los Estados Unidos y por el sur hasta Argentina. 

Actualmente se han registrado en la República Mexicana
476 especies y subespecies de serVentes, de las cuales 72 son - 

venenosas. Las que causan mayor numero de intoxicaci6n por morde
dura son las serpientes de la familia Crotalidae a la que perte- 
necen, como ya señalamos, los géneros Bothrops y Crótalus, sien- 

do el estado de Oaxaca el de mayor porcentaje ( 22. 6%) de mortali

dad por mordedura de serpiente. 

Con las siguientes tablas podremos observar mejor la - 
distribución geográfica y la estadística de mortalidad por morde
dura en la República Mexicana. ( 1)( 2)( 3)( 3a) 

IOTA: Las estadtsticas de mortalidad por mordedura de
serpiente por estados de la República Mexicana - 
de 1970 a 1973 estan en proceso. 

14- 



TABLA No. 1 DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LAS ESPECIES DE SERPIENTES

FAMILIA

CROTALIDAE

FAMILIA

ELAPIDAE

Agkistrodon bilineatus

Bothrops atrox

Bothrops bicolor
Bothrops dunni

Bothrops godmani

Bothrops lansbergi
Bothrops nasutus

Bothrops nigroviridis

Bothrops nummifer

Bothrops sch1ege11i

Bothrops sphenophrys

Bothrops undulatus

Bothrops yucatanicus

Cr6talus atrox

Cróta1us basiliscus
Crdta1us catalinensis

Cr6talus cerastes

Cr6talus durissus
Cr6talus enyo

Cr6talus exsul

Cr6talus intermedius
Cr6ta1us lepidus

Cr6talus mitcheilii

Cr6talus molossus

Cr6talus polystictus

Cr6talus pricei

Cr6talus pusillus

Cr6talus ruber

Cr6talus scutu1atus

Cr6talus stejnegeri

Cratalus tigris

Cr6talus tortugensis

Crátalus transversus

Cr6talus triseriatus
Crdtalus viridis

Cr6talus willgrdi

Stitrurus. catenatus

Stitrilrus ravus

Símbolos: 

X: ampliamente distribuida

S: Sur

N: Norte

S

S

S

S

S

SE

S

S

SE

E

N

NW

NW

NW

NW

S

N

NW

NWC

NW

SW

NW

NW

N

NW

X

N

111

N

SC

fficrurus

Micrurus

fficrurus

Micrurus

Micrurus

Micrurus

Micrurus

Micrurus

Micrurus

Micrurus

Micrurus

Micrurus

Micrurus

euryxanthus

bernadi

brownt

diastema

distans

elegans

ephippifer

fitzingeri

fu1vius

laticol1aris

1atifasciatus

nigrocinctus

nuchal is

E: Este

W: Oeste

C: Meseta Central

NW

S

E

E

SE

NE

SW

S

S

SE



TABLA No. 2

MORTALIDAD POR MORDEDURA DE SERPIENTE
DE LA REPUBLICA MEXICANA

1960 - 1973

ASOS NUMERO DE TASA POR

DEFUNCIONES 100 000 Habs. 

1960 148 0. 41

1961 157 0. 43

1962 186 0. 52

1963 136 0. 38

1964 144 0. 40

1965 144 0. 40

1966 166 0. 46

1967 173 0. 48

1968 164 0. 45

1969 136 0. 38

1970 149 0. 41

1971 152 0. 42

19-72 123 0. 34

1973 118 0. 32

TOTAL
2096 0. 41
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No. de

ORDEN

TABLA No. 3

MORTALIDAD POR MORDEDURA DE SERPIENTE EN DIEZ
ESTADOS DE LA REPUBLICA MEXICANA CON TASAS

PROMEDIO HAS ALTAS

1960 - 1969

ENTIDAD FEDERATIVA

DEFUNCIONES TASA POR

1960- 1969 100000 H. 

1. Quintana Roo 21 3. 24

2. Oaxaca 347 1. 77

3. Tabasco 88 1. 48

4. Hidalgo 111 0. 97

5. Chapas 117 0. 85

6. San Luis Potosi 96 0. 76

7. Veracruz 224 0. 71

8. Yucatan 50 0. 69

9. Puebla 138 0. 60

10. Campeche
12 0. 58

República Mexicana 1554 0. 37
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TABLA No. 4

DIEZ ESTADOS DE LA REPUBLICA MEXICANA
CON PROMEDIOS MAS ALTOS DE DEFUNCIONES

POR MORDEDURA DE SERPIENTES

1960 - 1969

No. de PRON. DEF. 

ORDEN ENTIDAD FEDERATIVA 1960- 1969 % 

1. Oaxaca 35 22. 4

2. Veracrux 22 14. 2

3. Puebla 14 9. 0

4. Chiapas 12 7. 7

5. Hidalgo 11 7. 1

6. San Luis Potosi 10 6. 5

7. Tabasco 9 5. 8

8. Michoacan 5 3. 2

9. Yucatan 5 3. 2

10. Jalisco 4 2. 6

SUMA 127 81. 6

República Mexicana 155 100. 0
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TABLA No. 6

DEFUNCIONES POR GRUPOS DE EDAD POR MORDEDURA
DE SERPIENTE

DE LA REPUBLICA MEXICANA

1960 — 1973

GRUPOS DE
TOTAL

EDAD No. % 

0 — 4 249 11. 9

5- 14 330 15. 7

15 — 24 358 17. 1

25 — 44 593 28. 3

45 — 64
392 18. 7

64 y más
174 8. 3

TOTAL
2096 100. 0
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TABLA No. 7

DIAGNOSTICO MEDICO EN LAS DEFUNCIONES
POR MORDEDURA DE SERPIENTE

DE LA REPUBLICA MEXICANA

1960 — 1973

OON 1)14 G. IED. . SIN DIAG. HED. TOTAL

ASOS No. % No. % No. % 

1960 23 15. 5 125 84. 5 148 100

1961 51 32. 5 106 67. 5 157 100

1962 41 22. 0 145 78. 0 186 100

1963 49 36. 0 87 64. 0 136 100

1964 58 40. 3 86 59. 7 144 100

1965 56 38. 9 88 61. 1 144 100

1966 60 36. 1 106 63. 9 166 100

1967 63 36. 4 110 63. 6 173 100

1968 52 31. 7 112 68. 3 164 100

1969 40 29. 4 96 70. 6 136 100

1970 61 42. 3 88 61. 1 149 lon

1971 74 48. 6 78 51. 3 152 100

1972 No existe el dato No existe el dato

1973 40 33. 8 78 66. 1 118 100

TOTAL 668 33. 8 1305 66. 1 1973 100
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CAPITULO II

GENERALIDADES
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11. 1 EL VENENO

EU veneno, en general, es una compleja mezcla de compo- 

nentes principalmente proteínas que constituyen de un 90 a un 92% 
de su peso seco, muchas de ellas con actividad enzimática conte-- 

niendo mds de un principio tóxico, los cuales son polipóptidos -- 

fuertemente básicos. 

Los materiales orgánicos no proteicos, fósforo inorgáni

co e iones metálicos y no metálicos, son componentes que entran - 

en menor proporción. 

El veneno varia en contenido y composición en los dife- 
rentes aneros y especies. BU veneno del crótalus y bothrops es - 
un liquido ligeramente espeso, amarillo, sin olor y de sabor de-- 
bilmente estíptico. Al secarse forma especie de cristales de di -- 
versos tamaños, no es completamente soluble en agua destilada; a

baja concentración, un alto porcentaje permanece sin disolver, pe

ro a concentraciones altas, cerca del 85% se disuelve. Sin embar- 

go, la solubilidad aumenta en soluciones salinas. ( 4) 

11. 2 PROPIEDADES F1SICAS

En el cuadro siguiente se dan algunas propiedades físi- 
cas del veneno seco perteneciente a las familias Crotalidae y Ela
pidae. ( 4) 

PROPIEDADES FAMILIA FAMILIA

ELAPIDAE CROTALIDAE

Solubilidad en 1120 destilada 99. 5% 80% 

Solubilidad en soluciones salinas 99. 5% 95% 

PH de la solución en 1120 destilada 6. 6- 7. 0 5. 5

Viscosidad relativa 1. 5- 2. 5 2. 0
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11. 3 CONSTITUYENTES QUIMICOS

El análisis del veneno de las serpientes dió un panora
ma general de los constituyentes químicos, como se puede obser—=

var en la siguiente tabla: 

TABLA No. 8 CONSTITUYENTES QUIMICOS

CONSTITUYENTE FAMILIA FAMILIA

ELAPIDAE CROTALIDAE

Nitrógeno total 17% 12% 

Proteínas 94% 90% 

Fósforo total 9. 4/ 100 mg. 14. 0/ 100 mg. 

Fósforo inorgánico total 5. 5/ 100 mg. 5. 5/ 100 mg. 

Albámina

Globulina

Iones metálicos: Na
1. 86% 

0. 22% 

Zn 4. 6% 0. 078% 

Ca
0. 45% 

Ng
0. 12% 

Fe 0. 028% 0. 049% 

Co
0. 007% 

REFERENCIA 4) ( 5) 

24— 



E1 nitr6geno fu6 determtnado por e1 m6todo de Kjeldahl, 
el porctento de proteina fue esttmado por el mdtodo de Biuret -- 

6), el f6sforo total se determtn6 usando e1 metodo de Fiske y - 
Subbarow ( 7) con una modtficacidn de Bartlett ( 8); mtentras que

el f6sforo tnorgantco fu6 determinado sigutendo e1 metodo de - - 
Kar1- Kroupa ( 9). Los iones metalicos fueron determinados por el
use de un espectrofot6metro de absorct6n at6mica. 

Bstos datos indican, que

90%). extste tambien nitr6geno no

tividad bioldgica. El estudto del

muestra la presencia de compuestos
ganico es totalmente despreciable, 
es un producto de degradact6n 6 es

aparte del nitr6geno proteico

proteico que puede exhtbir ac

contenido del f6sforo, nos - 

fosforilados; el f6sforo inor

no se conoce si este f6sforo— 
un 6sforounconstttuyente del veneno. 

Al comenzar los estudios de los venenos se pensaba que
la toxtcidad era ejerctda por las enztmas presentes en el veneno
pero despues de varias investigactones se logrd dtferenciar la - 
toxtcidad de la actividad enzimattca. De esta manera se logr6 ha

cer una clasificaci6n de los constttuyentes proteacos agrupando- 
los en tres grupos principales: a) Proteinas con propiedades t6- 

xicas ( Toxinas), b) Proteinas con actividad enzimdtica ( Enzimas) 

y c) Proteinas con actividad biol6gica desconocida. 

25- 



Gd PITUL 0 III

TO%INA S

26- 



La mayoria de los trabajos desarrollados durante los - 
últimos ahos, estan relacionados con una solo familia, la fami— 

lia Elapidae y particularmente el género Maja al que pertenecen
las Cobras; en la República Mexicana no existe ninguna especie - 
de Cobra, pero la similitud que puede existir entre el veneno de
las cobras y los coralillos ( pertenecen a la misma familia) pue- 

de ser una base para estudiar al veneno de estos últimos. Por -- 

otra parte, el estudio del veneno de una familia, sirve como - - 

guía para el estudio de otro veneno de la misma familia 6 de o-- 
tra diferente, porque las acnicas usadas para ese fin son igua- 
les. 

El veneno de una serpiente es una compleja mezcla de - 
diferentes compuestos, la mayoria de ellos son proteínas con ac- 

tividad enzimdtica. Durante los dltimos años han sido separadas

y perfectamente caracterizadas ma's de diez enzimas. ( 10)( 11)( 12) 

Varios investigadores han tratado de relacionar la toxicidad de
un veneno con la actividad enzimdtica; pero muchas de estas in-- 

vestigaciones fueron echas sin haber separado y purificado a las
enzimas. 

En una serie de estudios ( 13)( 14)( 15) sobre los vene-- 

nos de serpientes, la toxicidad. del veneno fué diferenciada de - 
la actividad enzimdtica ( 16)( 17)( 18) y fa probado que el efecto
letal se debe a polipéptidos de bajo peso molecular y bIrmicamen
te estables llamados Toxinas ( 19)( 20), sin embargo, el envena- 

miento ocurre por la acción combinada de todos los componentes - 
del veneno. ( 21)( 22) 

Para poder conocer la naturaleza de las substancias tó
xicas se diben. teher. en dubfita los siguientes puntos: ( 1) Aisla-: 

miento y purificación de las toxinas responsables de 2a toxici— 
dad del veneno; ( 2) la Determinación de sus estructuras y; ( 3) - 

la Clarificación de la relación entre la toxicidad y la estructu
ra. 

III.1 AISLAMIENTO

Las toxinas pertenecientes a la familia Elapidae, espe

cialmente las que corresponden al género N'aja, han sido estudia- 

das ampliamente; a estas toxinas se les conoce como Neurotoxinas
por tener propiedades neurotoxicas. 
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Esta familia es originaria de Asia y Africa y las neu- 
rotoxinas aisladas tienen 61- 62 ó 71- 74 restos de aminoácidos y
pueden ser agrupadas convenientemente de acuerdo a este número - 
de restos; el primer grupo fug designado como Neurotoxinas tipo
I cortas y el segundo grupo como Neurotoxinas tipo II d largas

Tablas 9, 10). Probablemente su pequeño tamario molecular y su -- 

fuerte carga positiva explican su baja actividad antigénica ( 23) 

24) y su rápida adsorción cuando son aplicadas a los tejidos -- 
conjuntivos de los mamíferos. ( 25) 

Las neurotoxinas tipo I contienen 8 hemicistinas o 4 - 
puentes disulfuro; una conclusión notable, es que todas las neu- 

rotoxinas tipo I de la familia Elapidae son similares de especie
a especie y de origen geográfico. Las toxinas pertenecientes a - 

la familia Crotalidae no han sido investigadas tanto como las de
la familia Elapidae, su composición en aminoácidos está resumida

en la Tabla No. 11; generalmente tienen pesos moleculares más al- 

tos que los de la familia Elapidae, con excepción de la crotami- 

na. 

Un veneno contiene mds de un componente tóxico, en mu- 

chos casos un veneno ha sido simultaneamente estudiado por dife- 
rentes investigadores ( Tabla No. 12) y as( nos encontramos con di

ferentes nombres asignados a una misma toxina, por ejemplo, la - 

toxina F- 1 ( Tabla No. 9) aislada del veneno de la serpiente Naja
naja atra, es idéntica a la cobrotoxina aislada por Yang y cola- 
boradores ( 26)( 27). La toxina A ( 28) es idéntica a la toxina 3 ó
4 de Karlsson ( Tabla No. 10). ( 29) 

Yang ( 30) aisló un polipdptido neurotóxico designado - 
como cobrotoxina del veneno de la serpiente N'aja naja atra. Ha - 

sido separado en estado cristalino por una precipitación con sal
fato de amonio seguida de una cromatograffa sobre una columna de
carboximetil celulosa ( CN - celulosa) y después una cristalización. 

La celulosa se preparo por un lavado de una solución - 
de cloruro de sodio 0. 51 e hidróxido de sodio 0. 5N. Posteriomen- 

te se lavó con agua, se suspendió en una solución buffer de ace- 
tato de sodio 0. 005N, PH 5. 8 y se introdujo en una columna. 

La fracción tóxica del veneno separada por una precipi
tación con sulfato de amonio, fue' sujeta a la cromatografta; pa- 

ra ello se usaron 320 mg. de la fracción en 5 ml. de la solución
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buffer de acetato de sodio 0. 005H, PH 5. 8, aplicandose a la colum

na de cromatografía ( 2 x 26. 5. cm.), la cual fté equilibrada pos- 
teriormente con el mismo buffer. Después de la completa adsorcidn

la elación ,fué conducida incrementando la concentración de la -- 
sal y el Ph. Cada fracción de 5m1. fue' recolectada en un rango - 

de 20 ml. por hora y la concentracion de la proteína fue' determi
nada por el método de Folin. La fracción que clic; mayor contenido

de proteína fue' sometida a otra cromatografía siguiendo la misma
tácnica para una purificación mayor de la toxina. 

Para la cristalización de la toxina, se añadid sulfato

de amonio a la fracción de mayor contenido en proteína hasta la
precipitación de la toxina. Despdós de 5 horas bajo refrigera— 

ción, los cristales empezaron a formarse, separándose por centri

fugación, fueron disueltos en una pequeña cantidad de agua para
una recristalización con sulfato de amonio; la recristalización

se hizo tres veces más. 

La toxina mostró ser homOgenea y tiene una letalidad - 
6- 7 más grande que el veneno original y constituye la principal
proteína tóxica en los venenos de las cobras. Los estudios quimi

cos ( 31) han mostrado que la cobrotoxina es una pequeña proteldri
básica, consistente de una cadena peptídica simple de 62 resi- - 
duos de aminoácidos, con cuatro puentes disulfuro intracatena- - 
ros, con leucina como aminoácido N - terminal y asparagina como - 
carboxilo terminal. La toxina está compuesta de 15 aminoacidos - 
comunes y carece de alanina, metionina y fenilalanina. La secuen

cía aminoácida completa y la posición de los puentes disulfuro - 
en la cobrotoxina tambien ha sido establecida ( Tabla No. 9, 14) -- 

fig. 3. ( 26) 

Dos tipos de toxinas ee han sido aisladas del veneno de
la especie Naja nigricollis y Naja haje haje respectivamente; el

primer aislamiento se hizo por cromatografía de intercambio tont
co sobre amberlita IRC -50 ( 32), de acuerdo al siguiente procedi- 

miento: 1. 10g. de veneno fueron disue4,tos en 10 ml. de una solu- 

ción buffer fosfato de sodio 0. 03N, Ph 7. 3; la solución fuá cla- 

rificada por centrifugación y se aplicó a una columna de sepha-- 
dex G- 75 ( 3. 2 x 80 cm.). La elución se hizo con el mismo buffer

a 17. 5 ml. por:Avra y el eluyente fud co/ ectado en fracciones de
10 ml., leyéndose a 279 ml4y obteniéndose la siguiente gráfica. 

32- 



2. 0

so 100 150 200

FRAcciók

Las fracciones que contienen toxina44( area sombreada) — 

fueron mezcladas y la solución ( 250 ml.) fu4 aplicada directamen
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mi. obtenidos fueron separados y después se recogieron fracciones
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Las fracciones con la tom2na0Cfueron diluidas diez ve- 
ces y la solución fue' aplicada a otra columna de amberlita IRC -- 
50 para una recromatografta; el rendimiento de / a toxina«, obte- 

nida fué de 25mg. que corresponde al 2. 3% del veneno. 

El segundo aislamiento se hizo por cromatografta gra-- 
diente en una columna de amberlita CG - 50 ( 130 m 3. 8 cm.) ( 33). - 

Veinte gramos del veneno de la especie Naja haje haje fueron di- 
sueltos en 200 ml. de buffer fosfato de sodio 0. 1N, PH 7. 3; la - 

solución fue' centrifugada y el sobrenadante fue' aplicada a la co
lumna. Después de una elución inicial de 500 ml. con el buffer = 

fosfato de sodio a la misma concentración y PH, la concentración

fue' cambiada a 0. 5N. La velocidad de flujo fud de 300 ml. por h. 

y el diluyente fué colectado en fracciones de 20 ml. 
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La fracción mds tdxica fué diluida con 1. 6 volúmenes r, 
e agua destilada y recromatografiada bajo idénticas condiciones
uevamente la fracción tóxica se diluyó con el mismo volumen de
gua y se recromatografió sobre una pegueffa columna de amberlita
G- 50 ( 40 x 0. 9 cm.). Se eluyó con buffer 0. 5N para concentrar a
a toxina en un pegueffo volumen; la solución concentrada se apli

ó a una columna de sephadex G- 50 ( 66 x 2. 5 cm.) en buffer aceta

o de ptridtna 0. 21, PW 5. 8, para su purificación y al mismo - = 

iempo, la actividad de la enzima fosfodiesterasa la cual fa a- 
ociada con la toxina, fué separada obteniendose el 1. 7% por pe- 

o de veneno. 

2. 5

a. o

0. 6

Toxima 04- 1. 

3. 39

FOSFO DIE sTErasft

A

MANIANM1

200 40.0
VOLU MEIJ

En affos recientes, Botes y colaboradores ( 34), aisla-- 

on tres toxinas del veneno de la serpiente laja nivea designán- 
iolas como toxinascht, 0 y6, por cromatografia de intercambio ió
2iC0 sobre amberlita CG - 50 seguida por cromatografia sobre una = 
7.o1umna de CN - celulosa y filtración de gel en

sephadex G- 50. La

toxina mostró ser la toxina ma's bAsica; la toxina d tiene una se

euencia y composición aminodcida idéntica a la toxinaacde la ser. 
piente N'aja haje haje. ( 33) 

La crotoxina, el principio neurotóxico del veneno de - 
la serpiente de cascabel Orótalus durissus terrificus fuel aisla- 
da en forma cristalina en 1938; de acuerdo a estudios recientes, 

la toxina es un complejo formado por una proteína ácida y otra - 
básica. ( 35) La proteína ácida tiene un punto isoeléctrico de -- 
8. 6 y un peso molecular de 12 000. Es interesante hacer notar -- 

que la neurotoxiaidad de la crotoxina requiere de la acción de - 
las dos protetnas, mientras que la actividad hemolitica en pre-- 

sencia de lecitina reside solamente en el compuesto básico. 
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TABLA No012 TOXINAS AISLADAS DE LOS VENENOS DE SERPIENTES
Toxina

denota los re

siduos por molécu

la purificada

Género Especie
Ref. 

Familia: 

Elapidae

Saja Naja naja atra Cobrotoxina ( 62)* 30

Naja nigricollis Toxina o( ( 61) 32

Naja haje haje Toxina 0( ( 61) 33

Toxina I ( 61) 138

Toxina II ( 61) 138

Toxina II( 61) 138

Toxina III ( 71) 138

Naja nivea Toxina eX ( 71) 34

Toxina p ( 61) 34

Toxina 6 ( 61) 34

Naja melanoleuca Toxina b ( 71) 139

Naja kaouthia Toxina ( 71) 32b

Naja naja siamensis Toxina 3 ( 71) 29

Toxina 5 ( 61) 29

Toxina 3c ( 62) 29

Toxina 7c ( 62) 29

Naja naja Toxina A ( 71) 28

Naja naja naja Toxina 3 ( 71) 29

Toxina 4 ( 71) 29

N. N. N.( Cobra negra) Toxina ( 71) 32b

Naja naja oxiana Toxina ( 61) 32b

Ophiophagus

O. hannah Toxina a ( 73) 142

Toxina b ( 73) 142



continua TABU. No012

4nero Especie
Toxina

denota los re
siduos por molécu

la purificada

Ref, 

milia: 

apidae

machatus H. hemachatus Toxina II ( 61) 140

Toxina IV ( 61) 140

ngarus B. multicinctus 04- bungarotoxina 147

74) 

techis No escutatus Toxina ( 119) 146

escutatus Toxina 1 ( 60) 146

Toxina 2 ( 70) 146

Toxina 5 ( 120) 146

mdroaspis D. paylepis Toxina 04 ( 60) 141

polylepis Toxina r ( 72) 141

vtalidae: 

6ta1us C. terrificus Crotoxina ( 206) 35

terrificus

C. adamenteus Toxina ( 82- 84) 149



El componente básico es una fosfolipasa A, cuya activi

ad específica es dos veces más alta que la de la crotoxina; por

tro lado la toxicidad fue' dos veces más alta que la de la fosfo

ipasa A; el componente ácido ( crotapotima) carece de toxicidad - 

actividad de fosfolipasa A. ( 36) 

Los pesos moleculares de varias neurotoxinas de dife-- 
entes serpientes están resumidos en la Tabla No. 13. ffuchos fue

on calculados a partir de los datos sobre su composición en amT
oácidos; algunos fueron determinados por la combinación de los - 

eficientes de sedimentación y constantes de difusión, equili-- 

rio de sedimentación o filtración sobre gel. 

Las neurotoxinas tipo I tienen un peso molecular entre

700 y 7 000, mientras que las del tipo II es cercano a 7 800. 

h contraste con las neurotoxinas tipo I y II de la familia Ela- 
idae, el peso molecular de las neurotoxinas de la familia Crota
idae, tienen un valor mucho más alto que osciia entre 16 000 a"- 
1 000 con excepción de la crotamina que tiene un peso molecular
e 5 474. 

La diferencia en tamaño molecular de las neurotoxinas
ntre diferentes especies, tiene una implicación muy significan - 
e en la rapidez de aparición de los síntomas de envenenamiento. 
os síntomas de envenamiento debido a las neurotoxinas de cobras
oralillos, etc., aparecen en pocas horas y con frecuencia en po
os minutos. La mordida de las víboras de cascabel y bothrops no
ausa trastornos inmediatamente sino hasta después de varias ho - 
as ó días; esto es debido al tamaño, las toxinas de la familia

lapidae son más pequefias que las de la familia Crotalidae y por
sta razón se difunden mds rapidamente en los órganos vitales -- 
ue aquellas, ejerciendo de inmediato su acción tóxica. 
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111. 2 SECUENCIA Y COMPOSICION AMINOACIDA

Datos recientes sobre las propiedades de un número de
toxinas, llevó a suponer un alto grado de semejanza ó identidad - 
en sus funciones, excepcionalmente ricas en residuos. de hemicis- 

tinas los cuales estan en la forma de uniones disulfuro. Otra ca

racterfstica comdn, es el alto contenido de treonina y serina, = 
con grupos OH en un rango de 8 a 14 y altas cantidades de ácido
aspártico, escencialmente en la forma de amida. Las neurotoxinas

tipo I de diferentes cobras tienen en común 15 aminoácidos, pero

carecen de alanina, fenilalanina y metionina leucina. En con— 

traste, las neurotoxinas tipo II consistentes de 71- 74 residuos, 
contienen aminoácidos generalmente ausentes en las neurotoxinas
tipo I; tienen de 2 a 5 residuos de alanina y de 1 a 3 residuos - 
de fenilalanina. Mientras que las neurotoxinas tipo I son ricas

en ácido glutámico y pobres en valina.; las neurotoxinas tipo II

son totalmente lo opuesto. La abundancia de aminodcidos hidrotó- 
bicos en las toxinas largas puede explicar, por lo menos en par- 

te, la irreversibilidad de su acción neuromuscular bloqueante. 

Los datos sobre la composición en aminodcidos están da

dos en las Tablas 9, 10. 

Uno de los mds notables hallazgos en los estudios so -- 
bre la secuencia aminoácida de las neurotoxinas tipo I ó cortas, 
es que las posiciones relativas de los residuos de cistefna son

idénticas sin considerar la especie y el origen geogrdfico ( Ta-- 

bla No. 14). Por conveniencia, cada fracción de la neurotoxina, - 
es identificada por un número a partir del nitrógeno terminal al
siguiente residuo de cisteina. Puesto que el 6o. y 70. residuo - 

de cisteina estan proximos uno del otro, no se asigna ndmero a - 

La fracción. 

Haciendo una comparación entre las neurotoxinas tipo I
de la Tabla 14, se pueden sacar las siguientes conclusiones gene

rales: 

FRACCION 1. Hay solamente dos residuos. 

FRACCION 2. Hay trece residuos, muchas de las secuen-- 

cias son notablemente similares. 

FRACCION 3. El primer residuo es prolina para las co -- 
bras africanas. 
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FRACCION 4. Generalmente hay 16 residuos con la excep- 
ción de una especie. 

FRACCION. 5. Hay solamente un residuo, y es siempre g12
cina. 

FRACCION 6. Hay 10 residuos. 

FRACCION 7. Hay 4 residuos. 

FRACCION 8. Hay 1 6 2 restduos. El primer residuo es

siempre asparagina. 

Mientras que las neurotoxinas tipo I contienen 8 resi- 
uos de cisteina o 4 puentes disulfuro, las neurotoxinas tipo II

ienen 10 cisteinas 6 5 puentes disulfuro ( Tabla 15). Comparando

os dos tipos, aparecen ciertas semejanzas las cuales son ilustra
as en la figura número 1; sí consideramos el 40. y 5o. residuo

cisteina del tipo II como una inserción a la fracción 4 del - 
ipo I, la posición relativa del resto de los residuos de cistei

es igual para los dos tipos. Por ésta razón se asignan segMWn

os 4a1 4b y 4c a la porción comprendida entre el 3o. y 6o. resT

uo de cistefna en la secuencia amtnodcida perteneciente a las = 
eurotoxtnas tipo II. 

Los puntos característicos a las neurotoxinas tipo II
stan resumidos en las siguientes conclusiones, Tabla 15: 

FRACCION. l.: Hay solamente 2 residuos. 

FRACCION 2. Hay de 10 a 13 residuos. 

FRACCION 3. Hay 5 6 6 residuos. 

FRACCION 4. Todas las toxinas investigadas tienen 18
residuos. 

4a. Hay 5 residuos. 

4b. Hay 3 residuos, existiendo variaciones en

los residuos intermedios. 

4c. Hay 10 residuos. 

FRACCION 5. Los 3 residuos son idénticos sin conside— 
rar especie, anero y lugar de origen. 

FRACCION 6. Hay 10 residuos y son algo variables. 
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FRACCION 7. Hay solamente 4 residuos. 

FRACCION 8. Hay siempre 9 residuos y las secuencias
son muy similares. 

La posición de la unión disulfuro de las neurotoxinas
ipo I fuá identificada para la cobrotoxina ( 37).- y las erabutoxt
as a y b ( 38). Es muy probable que todas las neurotoxinas ten -- 
an idAticas uniones disulfuro en la misma posición. La post— — 

idn de las uniones disulfuro pertenecientes al tipo II fueron — 
ambidn identificadas ( 39) y se presume que todas estas toxinas
ienen la misma configuracion. La estructura bidimensional del — 

ipo I y II est d ilustrada en las figuras 2 y 3. 

dan cuando las neurotoxinas tipo I y II difieren en el
dmero total de residuos de aminodcidos y de cisteina, hay una — 

atable semejanza entre ellos, especialmente cuando los dos resi

uos de cisteina extra en el tipo II son considerados como parte
la fracción 4, la semejanza de los dos tipos es sorprendente. 

sta suposición parte del echo de que la moldcula evoluciona de
iza forma simple a una mds compleja. La evolución del tipo I al

1 puede ser visualizada, cuando dos residuos de cistetna son in
roducidos en la fracción 4 de las neurotoxinas tipo I y una — = 
mión es formada alai. 

Otra diferencia entre los tipos, es el alargamiento de

as fracciones 5 y 8. Por consiguiente, la evolución de las neu— 

otoxinas tipo I a la tipo II debe ser realizada por dos princi— 
mides cambios: formación de la unión disulfuro en la fracción 4

alargamiento de las fracciones 5 y 8. Fig. 2. 
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111. 3 ESTRUCTURA

Para localizar las uniones disulfuro en la molécula de
la cobrotoxina, la toxina fué hidrolizada parcialmente con pro-- 

easa A ácida y ácido sulfúrico y los péptidos resultantes fue -- 
on separados por electroforesis ( 37). De los resultados del and

isis de aminodcidos de los póptidos que contenian azufre y sus- 
omponentes oxidados, los 4 puentes disulfuro fueron localizados. 

as uniones disulfuro fueron encontradas entre los residuos de - 
iemicistina en las posiciones 3 y 24, 17 y 41, 43 y 45 y 55 y 60
37); la estructura de la cobrotoxia mostrando las posiciones

la unión disulfuro y la secuencia aminodcida, está representa- 

ia en la figura número tres. 

Todas las toxinas de las serpientes son claramente ho-- 
nólogas con respecto a sus respectivas secuencias, así como en - 

las uniones disulfuro. Botes ( 39) puntualizó que hay una notable
similaridad entre la estructura de la toxina a y la cobrotoxina
Fiy. 3), particularmente en la posición de la uniones disulfuro. 

Los residuos de hemicistina homólogos estan identicamente unidos
en la cobrotoxina; los dos residuos de hemicistina que no son - 
homólogos entre las posiciones 26 y 30 de la toxina ce constitu- 

yen un puente disulfuro extra que no se encuentra en la cobroto- 
rina ni en todas las neurotoxinas tipo I o cortas. 

En la fracción 2, comprendida entre el lo. y 2o. resi- 

duo de hemicistina, la toxinao( tiene 3 residuos menos que la - 

cobrotoxina, mientras que eh la fracción 3, la toxinaeCtiene so

lamente un residuo menos. Solo se encuentran 16 residuos en la
fracción que contiene el único residuo de triptofano en la co-- 
brotorina; la correspondiente fracción de la toxina a:4, tiene 20

residuos. Se ha especulado, que el número de residuos conteni-- 

dos en ésta fracción de la tosinack, compensan los cambios en - 

la estructura terciaria producidos por las 3 supresiones en la
fracción 2. La estructura interna anillada debido a la inclu— 
sión de la unión disulfuro en esta parte de la secuencia ( Fra— 

cción 4), ayuda a estabilizar el tamafio extendido de la fracción. 
39). 

El ndmero de aminodcidos incluidos en las fracciones 6
y 7 son constantes en ambas toxinas, lo cual puede ilidicar un - 

estricto requerimiento estructural para la función biológica de
la toxina en esta parte de la molécula. 

La toxinadaCen su fracción 8 tiene 7 residuos mds que
lo cobrotoxina, esto podria no tener efecto en la estructura -- 
terciaria, por ser parte final de la molécula. 
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Figura No. 3 Estructura bidimensional de la

Cobrotoxina mostrando la posi- 

ción de las uniones disulfuro

y secuencia aminoAcida. 
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NH,2

Figura No. 3 Estructura bidimensional de la

Toxina e4 ( Naja Nivea) mostran- 

do la posición de las uniones

disulfuro y secuencia aminoácida. 
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Se ha reportado recientemente ( 40), que la digestión - 

la toxina 3 del veneno de la serpiente N'aja naja siamensis -- 
n una proteinasa cristalina de arthobacter, eliminó un tetra-- 

ptido que contenía el carbono terminal; el tetrapdptido fa: 

68 69 70
v---Lys--- Arg---

Pro71, la moldcula resultante tuvo el 50% de - 

toxicidad en comparación con la toxina intacta. Las moldculas

69 70
zrentes del dipdpttdo Arg --70 -Pro71 y del tripéptido Lys --- Arg--- 

O71 fueron aisladas tambidn y se encontró que tenían el 70% de

2 actividad letal. Estas observaciones indican que la porción - 
n el carbono terminal no es esencial para la actividad biológi

z; la disminución gradual en la toxicidad parece ser una conse= 
Lencia de la disminución de la carga catiónica neta de la mold - 
la . 

Una característica extraordinaria de la estructura de
is toxinas de serpientes en relación con la actividad neurotóxi
1, es la rigidez impuesta por los puentes disulfuro; esto trad.- 

mo consecuencia una alta resistencia hacia la degradación por
zzimas ( 30)( 41), estabilidad a temperaturas altas y a los Jai -- 
s y una alta resistencia a la desnaturalización a PH neutro. 

t2)( 43) De acuerdo a los conceptos sobre la estructura de las - 
oteinas, no es de sorprenderse, que los puentes disulfuro sean

20 de los principales factores en la construcaión de la estruc- 
zra terciaria de las proteínas y que ademds gobiernan la activi
2d biológica de las mismas. 

La interacción entre los grupos hidrofóbicos a los la - 
s de la cadena en la cadena polipéptidica es otro factor impor
nte en adición a los puentes disulfuro para mantener al poli -7

4tido dentro de una conformación definida. Los residuos hidro- 

Sbicos estdn supuestamente incrustados dentro de la molecula, - 
2rmando uniones hidrofóbicas, mientras que los grupos cargados

ueden estar dispuestos sobre la superficie de la moldcula debi- 
D a su naturaleza hidrofílica. Comparando la hidrofobicidad en

2 cadena polipeptídica de varias neurotoxinas, se encontró que

a distribución de los residuos hidrofóbicos en las cadenas es - 
2stante similar; esto talaban indica que la estructura tridimen
tonal de estas toxinas es tambien parecida, apoyando la proposT

ión de que las supresiones e inserciones de residuos son muy -= 
robables. 

La región entre las posiciones 25 y 40 de la cobrotosi
a es de particular interés; en ésta región se encuentran los rT. 
iduos ns básicos y los residuos con anillo aromático y está -

7. 

ompletamente libre de prolina y cisteina; esta fracción posible
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nte proyecta hacia afuera a la molécula por sus propiedades hi
rofílicas. La región parece contribuir predominantemente a la = 
zicidad de la molécula, pero adn no ha sido demostrado, en to- 

caso,. que esta región es requerida para la interacción de la
zina con el receptor ó para mantener a la molécula en su con-- 
rmación activa. Se ha pensado que la cristalografia de Rayos
idria resolver el problema. ( 44) 

Dada la semejanza entre la estructura primaria y la -- 
ímica de las neurotoxinas de serpientes, se sugiere tambien

a similitud en la conformación; por consiguiente, el análisis

rtructural de una toxina de cualquier género ó especie puede -- 
r bases para considerar la relación estructura -función para es
clase de toxinas. 

A diferencia de las proteínas ordinarias, la cobrotoxi

tiene una hélice crt, enrrollada hacia la izquierda. ( 45) Cuando

s uniones disulfuro son reducidas, la molécula se convierte en

a conformación enrrollada al azar, sin embargo, la conforma- - 

ón helicoidal a la izquierda es regenerada por oxidación con - 
aire. De los estudios sobre dispersión óptica rotatoria ( ORD) 

dicrofsmo circular ( CD) se ha sugerido que la cobrotoxina tam - 

In tiene la estructura. Cuando la toxina se somete a la acción

dcido perfórmico y S- carboximetilacidn, esta se convierte - 

una forma enrrollada al azar mezclada con pequeñas cantidades
hélice ce y estructura. 

El papel de los puentes disulfnro para mantener la ori
ttación de una molécula en el espacio está bien reconocido y eñ. 
s toxinas no es la excepción. Cuando la cobrotoxina fué reduci

con p- mercaptoetanol, la toxicidad desaparece; por exposicióF

la toxina reducida al aire, las uniones disulfuro fueron rege

radas y la toxicidad se restablecio completamente. El espectro

infrarojo y la rotación óptica fueron idénticos al estado ort
nal. ( 47) 

Aparentemente los puentes dtsulfuro son las principa-- 
rs uniones que mantien la configuración de las neurotoxinas ac - 
vas biologicamente. El bajo peso molecular y el alto contenido

uniones disulfuro, sugiere que estas moléculas tienen una es- 

uctura bastante compacta. 
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111. 4 MODIFICACION QUIMICA

En los últimos años se han usado varias técnicas para
2 modificación química de las neurotoxinas ( Tabla No. 16), con

proposito de estudiar la relación de la estructura con la to- 
icidad mediante la modificación de grupos específicos. 

Es necesario distinguir entre dos tipos de grupos esen

tales. El primer tipo son los grupos esenciales funcionalmente.: 
le son los grupos involucrados directamente en la letalidad de

2 toxina y el segundo tipo, son los grupos esenciales estructu- 

21mente que son requeridos por la molécula para lograr su con-- 
rmacidn activa. 

111. 4. 1 UNION DISULFURO

La unión disulfuro es esencial para la acción letal de
25 toxinas, cuando la la unión disulfuro en la cobrotosina es - 
ducida con t3- mercaptoetano1 ( 4?) 6 es oxidada con ácido perfór

ico ( 41), la toxicidad se pierde. Las uniones disulfuro son res

2nsables de mantener la conformación de la neurotoxina; este

2rnbio en el arreglo espacial, sin alterar la estructura prima-- 

ia, causa la pérdida de la toxicidad. 

a) Reducción con 13 - mercaptoetanol: 

AWEINA
L__s__ 5_1 HO - CI-12- CH2 - SH

flaEW-

1S- 6-( 095.: O H

NCI- Otrax-SH 140- 64,2--012- S- 5- 012-( 142- 0H
SH

b) Oxidación con dcido perfórmico: 

Paorrt

L _ 51

Oc. • PE ratiaM ico
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111. 4. 2 LISINA Y AMINOÁCIDOS CON NITROGENO TERMINAL

Puesto que todas las toxinas conocidas son proteínas — 

fsicas con puntos isoeléctricos por encima de PH 9, la importan

ia de los residuos básicos en las toxinas, se hace latente. — 

Los residuos de lisina en las neurotoxinas a y b de la
rpiente marina Zaticauda Semifasciata fueron modificados con — 
metilosourea ( 42). Tres 6 cuatro grupos 4—amino de lisina en

toxina a y cuatro 6 cinco en la toxina b no son esenciales pa
la acaidn tóxica. El mismo reactivo t'izó usado para la modifi= 

ición de la toxina 3 del veneno de la serpiente Naja naja
40), cuatro residuos de lisina así como el grupo a amino

1 aminoácido N—terminal isoleucina, fueron modificados sin pér

da de la toxicidad. 

En el caso de la cobrotoxina, los tres residuos de li

fl.a fueron modificados; el aminoácido 1—terminal leucina, no fUé

dificado. La toxina modificada mostró su toxicidad completamen
48). La guanidinacicfn de las toxinas con 0—metilosourea, con

erte los residuos de lisina en residuos de homoarginina; apa—= 

mtemente la converción del grupo C—amino al grupo guanidino
altera la acción letal. ( 48) 

a) 0—metilosourea: P= Proteína

P- ( c HA- Ni43 Cfiz- 0 -Ft- N142
NHUsiNn

P- atia)014- 
NH

También se han modificado los residuos de lisina y el
linoácido N—terminal de la toxina de la especie Naja Naja sia-- 
msis con fosfato de piridoxal, seguida Por la reducción de la

tse de Schiff con borohidruro de sodio y se observó que la toxi
t retiene su toxicidad. ( 49) 
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b) Fosfato de piridoxal: r Fosforo

e

P- 042)/4- 14Ha P- 014- N = cli

p cat3/4-N - < H2
t.to 04-04D

14ac

142- 0® 
1

H3Cr rr- 
IIAM. DE

ScAtFY

NI N

La modificación de los grupos amino libres en la cobro
irina por el reactivo ticarbamalato de fluoresceina, disminuyó

a toxicidad sin afectar la antigenecidad ( 50); esto sugiere que

os sitios antig4nicos de la toxina son diferentes de los sitios
ctivos de la toxicidad. Los grupos de lisina fueron modificados

or el uso del sulfonato de trinitrobenceno; cuando lisina 27 -- 

ué modificada selectivamente, no se observó pérdida de la toxi— 

idad, sin embargo, cuando lisina 27 y 47 fueron modificadas, una

érdida completa en la toxicidad fue observada. Esto sugiere que

1 grupo 6—amino de Lys -47 es esencial para la acción tóxica. 
48) 

c) Sulfonato de trinitrobenceno: 

6CeN: 

1102P— (CtizA - N

NO2

57— 
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Por otro lado, se ha reportado que los residuos de li- 
ina de la neurotoxina I perteneciente a la especie Araja haje - 
on elementos esenciales del sitio activo ( 43). La acetilación, 

aleilactón y dansilacidn de las toxinas I y III ha probado esw- 
as consideraciones. Las toxinas acetiladas pierden su actividad

etal sin modificar sus propiedades conformacionales. La meleila

ión, la cual reemplaza las cargas positivas por cargas negati-= 
as, reduce la estabilidad de la proteína drasticamente por la - 
epulsidn electrostdtica de las cargas negativas ( 51) y decrese
a letalidad. Este resultado y el de la acetilación son conside- 
ados pruebas convincentes de que uno d varios grupos amino son
arte del sitio activo de la neurotoxina. La danzilacidn afecta

electivamente Lys -27 y 53. Es interesante hacer notar que Lys -- 
6 de la misma neurotoxina I no es dansilada. La cin4tica de la

érdida de la toxicidad es estrechamente paralela a la modifica- 
idn covalente de estos dos residuos de lisina. 

d) Acetilación: 

C - CA3
P--012)14- N Ha 4- 0

c cH3
o

e) Maleilacion: 

P-( CH) 4- 1.04a

Ctia COO No. P-( cH2) 4- N Hl -Chi

58- 
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f) Dansilación: 

H3 c N -* CII 3

H e4
3 No• 3

no

NH3-(. 012Arr• 04- 5--. 

NH -( 0i) 4 - P3.- 5-. 0
CuDnumo

ct DE DAA)S1 L O

III. 4. 3. RESIDUOS DE ARGININA

14C1

La cobrotoxina es un polipeptido básico que tiene 6 -- 
asiduos de arginina en las posiciones 28, 30, 33, 36, 39 y 59 - 
Tabla No. 14). La reacción con fenilglioxal a PH 8. 0 y 2700 pro- 
locó la Ardida de la toxicidad casi completamente y una pronun- 
jada disminución en la actividad antigénica con tan solo la mo-!, 
ificación de 4 residuos. Sin embargo la prpporción de la inacti
ación disminuyo significativamente cuando el PH de la reacción
uó disminuido. Solamente un residuo de arginina fuá' modificado, 
uando la reacción fue' llevada a cabo a Pff 6. 0 y el derivado- re- 
uvo la actividad biológica; esto indica que por lo menos uno de
os 6 residuos no es esencial, y este residuo resultó ser Arg -28
eacaiones posteriores dieron los resultados expuestos en la Ta - 
la No. 17. 

Por otra lado,, las toxinas a y b contienen 3 y 2 moles
le arginina respectivamente; la modificación con 1, 2 cic/ oexano- 
liona ataca a un residuo de arginina en ambas toxinas sin cambio
m su toxicidad ( 42). Este echo confirma, que por lo menos uno - 

le los residuos de arginina no es esencial para la letalidad de
as neurotoxinas. 
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a) Fenilglioxal: 

P401.2) - NH- C- ts414 2
3 11

NO2
4' 

0

C- C-Hli
fi 11 -•• P-( 042) - 14H- C- IsIti- c - 

O o
3 ti

P14 8. 0 O MH2

b) Cicloexanodiona: 

O
0
11

P-( CHa) - NH- C- NR2 -- p P--( 02) - 1414- c—NK- 
3 11

3 11

NH2
o sNi42

H

0

111. 4. 4 RESIDUO DE TIROSINA

La cobrotoxina contiene dos moles de tirosina, uno de

llos es importante para la acción letal. Cuando Tyr -35 fue ni -- 

rada con nitrometano, no se observó cambio alguno en la activi- 
ad biológica; sin embargo, en presencia de clorhidrato de guani

dna 51 Tyr -25 l'id modificada con pérdida de la toxicidad. Esto— 

ndica que Tyr -25 esencial para mantener la conformación de - 
a toxina, así: como su actividad biológica. ( 52) 

La nitración y la acetilación, muestran que Tyr -24 de

a toxina I de la especie Naja haje estd enmascarada en la con-- 
brmación original. Es interesante hacer notar que el residuo de
irosina en la posición 25 es comen para todas las toxinas ( Ta -- 

la No. 14' y 15); esto, junto con los resultados encontrados, in- 

ican que Tyr -25 es esencial para mantener la conformación actt- 
a. ( 43) 
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a) Nitracidn con nitrometano: 

PCH OH ÷ CH- NO2 P- CH2

b) Acetilacidn: 

P- 01? 

P- 02

o

1/ 

CH3-- C, 

CH + ) D CHaCOON6, PLGH

c' 

c) Guanidinacidn: 

OH 4- 1- 1214- c- N1Iia
11
NH

111. 4. 5 RESIDUO DE TRIPTOFANO

4- CH3- C-00

0-c- CH3I 1

P—CH2 - C- NH, 
11 " 
Nri

NH3

Se ha demostrado que la toxicidad de la cobrotoxina de
ece progresivamente cuando el residuo de triptofano es oxidado
n N- bromosuccinimida ( NBS) ( 27); esto tambien se observó en o- 

as toxinas ( 53)( 54)( 55). Solo existe un residuo de triptofano

2 estas neurotoxinas, por lo tanto, es claro concluir que el re

iduo es esencial para la acción tóxica. 

Se había reportado, que la modificación con NBS puede

2usar rompimiento de la unión pelptidica conteniendo el triptofa
56). Esta posibilidad fu4 excluida para el caso de las neuro

xinas de serpientes. ( 49) 
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a) Oxidación con NBS: 

P

o
11

A1 - By - oCc/ 
11
o

JII. 4. 6 GRUPOS CARBOIILO LIBRES

CHA7P

N
1

La cobrotoxina tiene siete grupos carboxilo libres, -- 
zatro en el residuo de ácido glutdmico, dos en el residuo de as

frtico y uno en el aminodcido terminal
asparagina. Los grupos = 

2rboxilo se modificaron con el ester glicil metflico, 
después - 

na activación con una carbodiimida; 
seis de los siete grupos -- 

arboxi/ o reaccionaron en ausencia de clorhidrato de guanidina - 
in alterar la actividad biológica. Cuando el grupo capboxilo -- 

estante fue' modificado con el mismo reactivo a concentración 5N
a toxina perdió su toxicidad ( 48)( 57). Este carboxilo resultó - 

er el grupo carboxilo a. de Glu -21. Todas las neurotoxinas tipo I

cortas y parte de las toxinas largas, tienen grupos acfdicos - 

n ésta región, variando la posición de estos grupos. La activi- 

ad inmunológica desaparece con la modificación de todos los gru
os carboxilo; esto puntualiza una posible destrucaión de la con
brmación. 

a) Carbodiimida, ester glicil metflico: 

COOft 4 RI- N= C= N- R2

C ;tuso oi

He wti
o

o— e

UH - R2

p -- t44-

0111- 0011.3
o O

RI - NR - C - N14 - R2
11
O



b) Guanidinación: 

fi
p_ cookt + Hat4— C —t'ab p_ c — c- Nt4.2

II + NH3
Nti Fili

111. 4. 7 RESIDUO DE HISTIDINA

La cobrotoxina tiene dos residuos de histidina en la — 
posición 4 y 32. Cuando se efectuó una reacción de foto -oxida- - 

ojón en presencia de azul de metileno ( 58), se observó que His - 

32 era mds accesible a esta reacci6n que H2s- 4; por otro lado, - 

se notó que la toxicidad y la especificidad antianica disminuyó
cuando His -32 fu6 foto -oxidada, indicando que el residuo influye

en la actividad biológica de la toxina. En otra toxinas no se ab

servó este echo. ( 59) 

a) Foto- oxidacidn, azul de metileno: 

D= Colorante Dt estado excitado S= substrato

histidina) 

D D4

D° + 02 D02

D02 + S D + SO2
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111. 4. 8 TOXINAS MARCADAS

Con el propósito de estudiar mejor la naturaleza bio-- 
ruímica y el sitio de acción de las toxinas, es aconsejable in-- 

roducir una marca o etiqueta radioactiva en los péptidos y en — 
as proteínas. Este proceso deberd cumplir dos criterios bdsicos: 

1) la toxina modificada debe ser rapidamente separada de la toxi
la que no reaccionó y b) la toxina purificada y Modificada debe— 
er bidlógIcamente activa. LacK—bungarotoxina aislada del veneno

ie la especie Bungarus multicinctus ha sido recientemente aceti— 
tada con anhídrido acético ( 3H) y N—(3H) acetil imidazol; las to— 

cinas modificadas con estas reacciones mostraron ser muy esta— — 
51es ( 60) y activas biológicamente. Varios trabajos se han reali

Tado con estas toxinas marcadas. ( 60)( 61)( 62)( 63) 
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111. 5 S1NTESIS

Las técnicas en los laboratorios de investigación han - 
evolucionado notablemente, lo cual ha conducido a la síntesis de

compuestos muy complejos y al examen de su estructura y funcio-- 
nes. 

La síntesis de un péptido con la secuencia de la cobro - 
toxina ha sido realizada gracias a estos adelantos, 

esencialmen- 

te de acuerdo al método de fase sólida de Merrifield ( 64)( 65). 

La síntesis comprende la adición escalonada de aminoácidos prote
gidos por un copolimero clorometilado de estiren° y divinilbenc7

no para formar una unión covalente con las partículas sólidas cre- 
la resina. 

Primeramente la resina es clorometilada con clorometil

metil ester; por otro lado, el aminoácido con el carbono termi— 
nal es protegido con el compuesto Boc ( tert- Butiloxicarbonilo) en

el grupo amino. Es necesario hacer notar que los aminodcidos pro
tegidos con este reactivo, también deberan estar protegidos en = 

los residuos de aminoácidos que van a los lados de la cadena po- 
lipéptidica. 

Los Boc- aminodcidos protegidos para la síntesis fueron: 
Arg( NO2), His( Z), Ser( Bz1), Asp( OBz1), Glu( OBz1), Thr( Bz1) y Cys

MBz1). 

La resina y el Boc- aminoácido en este caso Boc- Asn, 5g. 

y 1. 69g. respectivamente, son tratados con una mezcla de trietil

amina ( 1. 02 ml.) y dimetilformamida( 30 ml.) por 24 h. a 50° C. -- 

Después de este tiempo, el compuesto resina- Asn- Boc se trata con
HCI lY en ácido acético durante 30 minutos a 256C para obtener - 
el clorhidrato Asn - resina. 

Este producto es lavado con ácido acdtico glacial, al-- 

cohol absoluto y dimetilformamida en volumenes de 25 ml. y neu-- 

tralizado con trietilamina al 10% en dimetilformamida durante 10
minuto*, efectuando un lavado más con dimetilformamida y cloruro
de metileno. A partir de este paso, la resina -Asn se agita duran
te 10 minutos con una solucián del Boc- aminoácido que se quiera
introducir en el grupo amino del aminoácido ( Asn) en cloruro de

metileno y N, NZdicicloexilcarboditmida como agente copulante du- 
rante 4 hrs. 



El proceso se repite nuevamente hasta obtener el pépti
o que se desea. 

Después de la incorporación del residuo de triptofano
lurante la reacción de desbloqueamiento y el lavado con ácido a— 
etico, se añadio p—mercaptoetanol ( 0. 2 ml.) a la mezcla de — — 

eacción y se burbujeo nitrógeno para desalojar el aire. 
El rendi

tiento de la resina unida al péptido de 62 residuos protegidos — 
fué de 4. 44g. ( 39%). 

Una parte de este polipéptido ( 0. 50g.) fué tratada con

IF ( 5m1.) en presencia de anisol ( 0. 5m1.) durante una hora a 0° C

Oara al péptido de la resina y quitar los grupos protectores. 
Después de evaporar el dzido, un residuo fue extraido con ácido
2cético al 5%, se lavó con acetato de etilo y se liofilizó ( 55mg). 

El residuo se purificó sobre sephddex, se dializó con

cirio acótico 0. 1Y y se liotilizo; rendimiento 26mg. 

La oxidación del polipéptido se efectuó de acuerdo con
el siguiente método: una solución del polipéptido en 13 ml. de — 

buffer fosfato 0. 05M, PH 7. 2 conteniendo NaC1 0. 1N fud llevada a
reposar en un frasco al aire libre durante 3 días sin agitación. 
Pasado este tiempo, - as, dializó otra vez con agua y se liofilizd
para dar 22 mg. de producto oxidado. 

El producto sintetico mostró ser similar en comporta -- 
miento a la cobrotosina natural en un experimento de inmunodifu— 
sida ( 66). El pdptido purificado tuvo el 20% de la actividad le— 

tal de la cobrotosina. 

En la siguiente pdqina se presenta un esquema simplift
cado de la sintesis. 
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111. 6 PROTEINAS BÁSICAS

Unas proteínas básicas, termicamente estables que no — 

ienen propiedades neurotóxicas, pero que son estructuralmente — 

imilares a las neurotoxinas, han sido aisladas de los venenos — 

e las serpientes pertenecientes a la familia Elapidae y llama -- 
as por nombres, tales como cardtotortna, factor directo litio° 

DLF), cobraminas, citotoxinas y toxina r( 67)( 68). Se supone que

as citotoxtnas son una mezcla de las cobramtnas así como el fac
or directo lítico. ( 69)( 70)( 71)( 72) 

La composición aminoácida de algunas proteínas bdsicas
std resumida en la Tabla No. 18. La secuencia aminoácida estd re

resentada en la Tabla No. 19. 

Estas proteínas no presentan actividad neurotóxica, -- 
in embargo, estructuralmente son similares a las neurotosinas — 

ipo I. La posición relativa de los residuos de cisteína es la — 
isma; el carboxilo terminal para la cardiotoxina y la citotoxi— 
a I pertenece a la asparagina, y es adyacente al octavo residuo
T cisteína. Una diferencia notable entre estas proteínas, está

Tpresentada en la fracción 5; en el tipo 1 hay solamente un re— 

iduo, mientras que en las proteínas básicas hay tres residuos; 
n este aspecto se asemejan al tipo II, que también contienen 3

Tsiduos en la fracción 5. 

Por otro lado, estas proteínas exhiben actividades bio
ógicas diferentes a las del tipo I y II; una posible evolución

mímica de las neurotoxinas tipo I a las proteínas básicas y al
ipo II está ilustrada en la figura No. 2. 
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CAPITULO IV

ENZIMAS
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De una manera general, el veneno de muchas serpientes

e diferentes géneros y una amplia variedad de especies, contie- 

e un número grande de enzimas que son necesarias para que mani- 
teste sus propiedades tóxicas. La actividad de las enzimas va -- 

de veneno a veneno, así como su toxicidad. Las enzimas coman

ente más encontradas en el veneno son: Proteasas, Esterases, Li

itinasa d Fosfolipasa A, Acetilcolinesterasa, L -Aminoácido oxi7

asa, Nucleasas,. Enzimas involucradas en la conversión de Pro- - 
rombine a Trombina y Fibrinógeno a Fibrina ( Actividad Coagulan - 

e) e Hialuronidasa. 

Es importante hacer notar que un veneno no contiene a

odas. estas enzimas. En las siguientes páginas se hara una des-- 
ripción corta del aislamiento, propiedades y funciones de las
ás importantes enzimas comunmente encontradas en el veneno de - 
stos repttles. 

IV. 1 PROTEASAS Y ESTERASAS

Las proteasas han sido encontradas en muchos venenos, 
odos los venenos de la familia Crotalidae examinados, son ricos

n actividad proteolttica, en contraste, los venenos de la fami- 

ia Elapidae no exhiben esta actividad. 

Como una consecuencia de esta actividad, se producen - 

zreados cambios en los tejidos animales, hasta llegar a su des- 

rucción; una característica importante de los venenos que po- - 
ven actividad proteolttica, es que también exhiben actividad de
sterasa. ( 74)( 75) 

El método general para medir la actividad de la enzima
sterasa en los venenos, está determinado en la titulación de la
entidad de ácido liberado por la hidr¢lists del compuesto p- to- 
tyl- L- arginina metil ester HC1 ( TANE) con NaOH 0. 05N, usando co- 

to indicador rojo fenol ( 76). La reacción es llevada a cabo en - 

Affer glicina 0. 1N, PH 8. 5 durante 30 minutos a 25- 30° C. 

E1 método usado para medir la actividad proteolítica, 
tonsiste en la determinación de la absorbancia a 660 mAdel fil- 
rado del ácido tricloro acético ( TCA) después de la adición del

eactivo de Foling; el filtrado se obtiene por la adición de TCA
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tiza mezcla de caseina al 1% ó hemoglobina desnaturalizada tam— 
al 1%, buffer fosfato 0. 1M, PH 6. 8 y la cantidad de veneno

eada, con una incubación a 37° C durante 60 minutos. 

La actividad proteolítica tambien puede - ser medida en
filtrado de TCA a 280 m),( de acuerdo al método de Kunitz ( 77). 

método consiste en medir la liberación de p—nitroanilina a
1g usando benzoil—DL—arginina—p—nitroana.'(

78) 

Se ha estudiado la habilidad de 15 diferentes venenos
serpientes de norte y sudamérica para hidrolizar la hemoglobi
desnaturalizada y benzoil—L—arginina etil ester ( BAEE); tan -- 

se midió la habilidad para la coagulación de la sangre ( 75) 

to se resume en la Tabla No. 20. De una manera general, la habi

dad de los venenos para hidrolizar BAEE es inferior comparóndT
con la actividad de la tripsina hacia el mismo substrato. 

Se logró aislar del veneno de la especie Trimeresurus
avoridis una protease, cuya purificación se hizo por el empleo

una columna de cromatografía; la enzima así obtenida se homo— 
neizo por ultracentrífuga( 79). La actividad de la enzima puri— 

cada es completamente inhibida por el tioglicolato de sodio, — 
steína y agentes quelantes como EDTA, 0—fenantrolina y KCN. La

ción del EDTA puede ser invertida por la adición de iones Mn', 
4+, M'e; Zii". 

La actividad proteolítica esterasa de los venenos, — 

es inhibida por los inhibidores de la tripsina. El EDTA inhi— 

la digestión de la hemoglobina por el veneno, pero no por la

ipsina ( 75). La diferencia en el comportamiento de las protea— 
ts y la tripsina y la quimotripsina hacia varios inhibidores, — 
giere que son diferentes enzimas. También se ha sugerido que — 

gunos cationes pueden ser involucrados en la hidrólisis de las
oteínas por estos venenos. ( 80) 

Los venenos de las especies Bothrops jararaca, Bothrops

tiara y Bothrops terrificus, contienen por lo menos una enzima

oteolitica muy similar pero no idóntica a la tripsina. La pro— 

asa de la especie Agkistrodom piscivorus difiere de la tripsi- 
2 en muchas formas. Si el veneno es mantenido a PH 3. 0 por 20 — 
inutos, pierde toda su actividad proteolítica , pero la tr7psi- 

2 bajo idénticas condiciones, retiene su habilidad para hidroli

2r a la hemoglobina. Parece ser, que el veneno de ésta especie
iene dos diferentes enzimas proteolíticas, una actua a PH 8. 5 y

a otra a Mi 6. 8- 7. 0. 

74— 



PROTEOLITICADEVARIOSVENENOSDESERPIENTES

SD

c
t
i

CD ..

1' 

0
1-

1

0

U) 

X

V

40

Ca

0

IV

0,1

t

4.-

icaN

w-.

1

40

OH

WO

o •-•

4

a) 

7) }.

1

O "

O

Va

0

in

04 .,-

1

r1

I

11
I %.

0 ,.

0

cn
eN
co

o

a21., 

U

11

1

2 . —,.... ,-

1

o

04

al

II

INI.
Ame-

IMNor,
r,

m('
d

0'

0 ,--

1,

4

1> 

a) 

4-
4

a•,-.

4

ca

al) 

co

V
a) 

ca

cr,-
4

O

o

o

u . 

c, . 

2W

5

a

O

ao

W

a) 

en
4

ai

cr3

a) 

IoccoN,
o,

coon.
oNoN-

tmmr----.
7 -

014

01

Ocrot.
o000
eio

coos

W

CONtrf.-

INCelcnNt--
OcelN0
4

v -
I

ON
CO

A4
P . 

0

LAI

8'.

2z

V1.
0

8

S

0, , 

00
v. 

T1W. 

0

4,(

0 .

0

ft

29

410sr,--
mn...

tno4No-
1,

1,

400

o

P

o
y

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

00mos,-,—, 

o

r- 

0
0

4

04 '

0* 

1

4.-

4

bo
o

3

R3

a.) w,-

1

I

0

r4

0

1-

1

0

4

a

0) 

a03V

4.
7.",

i; C71H

H

r

L. ., _, 

F. 

4

0

P

oo

4

as

as

o

u

co

us

wo

0

a

X

0

0

0. 

O. 

OW
V

PO

0

o

14 -

o

ci.
o, 

o

o

o

o
o

1

o

ION
rf (.

4

0 ..

r6

MO,

OOW,
I

V

opp ›..

cs >

us

u

o.

wouus-
cal

uws., 

m

vO,

Romas,
s4

000 ,

Aoca -

Acias

VP

WO

Z1

ONOHO.,
100O,
AO0

ix.

Ao.

OppHO
PTH
I^ 

N0$
alis

limo
uft-
io

0

E

o

0

as

o

o
r -

i

0

PP ->

P1-

1m4)
4J1.
4

mm ..-

lo

3oo

E -

i

o

m :

4

o4=

191-)
1-

11-

10 .,-

1 ,.. 

4-

4400

cro

o

o.

ts .

A..

1

to

to

O

0..-

40000mmommo10104-
4w

PO

O

014$

400140.
0.

0.

0.

0.

0.

a.

0,

444

PP

m

O .,-

14-
14-
h-
4,

41-

3000000
o.-; 

I1

w -...

0

o

433

4

o

0

0

o

P

P

14

P

P

P

14

0

P

P

4

O. 

Oo

0.

0.

444J4-
1,

444444444-+
Ww

0

Om

1.

r1..

0,

0,.

4.
1.)

4J4J444J4J4J.
0E-
4H

00000000 •
0

bo

0) 

0

pa400dmmmmmmm000
ME ›

O



El veneno de la especie Bothrops jararaca es capdz de
drolizar a la gelatina, caseina y benzoil argininamida( BAA) - 
1); se ha encontrado que el veneno pierde su habilidad para hi
olizar a la caseina, cuando este es calentado a 60° C, pero ld- 

tiene para hidrolizar BAEE. La hidrólisis de caseína y gelati- 

L es elevada por iones Catf e inhibida por sulfuros, cianuros, - 

steina, glutatión reducido, EDTA, 8- hidroxiquino1i2a e histami

L( 82) Este veneno tembién puede hidrolizar a TAME y el progre - 
de ésta reacción puede ser incrementado, sí Se aumenta el PH

9; ésta actividad, no puede ser inhibida por los inhibidores - 
la tripsina ni por la cistetna. 

Un estudio reciente ( 83) sobre la actividad enzimdtica

el veneno de la especie Crótalus durissus cumanensis, 
mostró -- 

iertas semejanzas en cuanto su actividad proteolítica y estera - 
2 compardndolas con otras especies del mismo género, 

esto com-- 

rueba que la actividad se manifiesta en toda la familia Crotali
ae. 

IV. 1. 1 ACTIVIDAD COAGULANTE

Si se compara la actividad proteolitica, esterasa y -- 

oagulante de varios venenos, 
aparentemente se podrá observar -- 

ue no todos los venenos que poseen actividad proteolitica pueden
oagular la sangre. Por otro lado, ha sido descubierto, que los

enenos con actividad proteolítica baja, exhiben alta actividad

oagulante ( 84), esta actividad que es menor en algunos venenos, 
e atribuye, a su vez, a la alta actividad de proteasa que hidro
iza muchas uniones póptidicas en las moléculas de protrombina
ibrinógeno, que son necesarios para la coagulación de la sangre. 

Parece posible que otros factores que influyan en la - 
oagulación, también sean destruidos por esta actividad. 

El veneno de la especie Agkistrodom piscivorus, 
el - - 

mal posee la mds alta actividad proteolitica de todos los vene- 
20S, no puede convertir protrombina a trombina ó fibrindgeno a - 
fibrina a cualquier concentración, 

mientras que la tripsina pue- 

le convertir fibrinógeno a fibrina a cualquier dilución. 
Esto -- 

puede indicar que la especificidad de substrato puede ser dife— 
rente y es incapdz de hidrolizar la unión póptidica en la molécu
2a de fibrinógeno, que es esencial para la coagulación. ( 85) 



La presencia de enzimas proteoliticas en los venenos, 
zdican que pueden ser involucradas en las causas de la muerte - 
r mordedura de serpiente y se ha demostrado claramente que el

meno de la especie Botrhops jararaca puede causar indirectamen
la muerte, por bloqueo de la circulación de la sangre a tra- 

fs de la formación de coágulos, produciendo, por otro lado, ne- 

rosis profundas. 
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IV. 2 FOSFOLIPALA A

La habilidad del veneno de las serpientes para disol-- 
los erotrocitias ( hemólisis), fue' observada por varios inves- 

7adores pioneros en la investigación de estos venenos; encon-- 

iron que podian disolver los glóbulos rojos solamente con la - 
sencia de pequeñas cantidades de plasma, finalmente se demos - 

5 que / a cantidad de plasma podía ser reemplazada por lecitina
7ue el producto de degradación enzimática de la lecitina era - 
responsable de ésta acción. Esto fue' corroborado por Meldrum

5) al deducir que la acción hemolltica podfa ser debido a una
ción directa sobre los fosfolfpidos de la membrana celular, -- 

cuales son hidrolizados 6 por una acción indirecta a través
producción de lisolecitina a partir de lecitina presente en - 

2sma. 

Generalmente los venenos de la familia Crotalidae stem
exhiben más actividad hemolftica que los venenos de la famf= 

2 Elapidae. La lecitina en presencia de estos venenos, es con- 

rtida en lisolecitina, la cual es el verdadero agente hemolfti
la Fosfolipasa A 6 Lecitinasa presente en estos venenos tai= 

én actua sobre la cefalina, liberándose en este caso lisocefa- 

na, la cual también puede disolver los glóbulos rojos. La con- 

rsión de lecitina a lisolecitina por los venenos es un proceso
zimática y el modo de su acción sobre la lecitina y cefalina - 
mostrada en la siguiente reacción; ( 86)( 87)( 88) 
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La existencia de esta enzima ha sddo demostrada en to - 
os los venenos analizados, excepto en la especie Trimeresurus - 

kinavensis ( 89); pero no todas las enzimas son id4ntica3, cuan - 

lo son sujetas a la electroforesis, no siempre migran a la misma

elocidad. 

EU mdtodo empleado para obtener a la enzima de los ve- 
tenos es el siguiente: la fosfolipasa se precipita, añadiendo 15

7. de NaC1 a 100 ml. de una solución al 2% en agua del veneno, - 

H 3. 0 ajustando con ácido sulfúrico 1N; la mezcla se lleva a re
osar por 20 minutos a 37° C y se filtra después de este tiempo. - 

pricipitado se disuelve en 50 ml. de agua, ajustando el PH a

L2 y añadiendo 5g. de NaCl; el precipitado que se forma es des - 

artado y el PH del filtrado se ajusta a 2. 8- 3. 0 y se añaden 2g
Le NaCl. El precipitado formado se separa por filtración y se -- 
lisuelve en 20 ml. de agua, el PH se ajusta nuevamente a 2. 8- 3. 0
e añaden 5. 2 g. de sulfato de amonio con agitación constante, - 

e filtra la solución y el precipitado que se forma se disuelve
71 10 ml. de buffer acetato 0. 2M, PH 5. 6 y se trata con un volu- 

zen igual de una suspensión de alumina ( 396 mg.), la mezcla se - 

igita a temperatura ambiente durante 30 minutos, después de este

iempo se hace una centrifugación, al sobrenadante se le añaden

5. 2 g. de sulfato de amonio, se filtra la solución y al filtrado
e le afiade el mismo reactivo hasta la saturación, dejando repo- 

mr la mezcla por 1 hora. Los cristales que aparecen, son separa

tos por centrifugación y se disuelven en04 ml. de buffer acetato

9. 2M, PH 6. 0. La solución se enfria a 10° C y se trata con una so
iucidn saturada de sulfato de amonio hasta la aparición de los = 
primeros cristales, dejando elevar la temperatura a 28° C hasta - 
la completa cristalización. 

La fosfolipasa A cristalina de la especie Naja naja ob
tenida por éste proceso tiene el 2. 9% de proteina y el 52% de 1W

2ctividad del vemeno. 

Saito y Hanahan ( 90) obtuvieron evidencias para aso- - 

ciar la actividad de la fosfolipasa A de la especie Crótalus ada
manteus con 2 fracciones protetcas, las cuales pueden ser separa

das por un método que incluye cambios de PH, de temperatura y -- 

cromatografia sobre dietil aminoetil celulosa ( DEAE). las 2 frac

ciones tienen constantes de sedimentación similares, 
tienen car- 

gas diferentes migrando a distintas mobilidades, 
tambidn tienen

diferentes puntos isoel4ctricos, con pesos moleculares que va- - 

7 - tan en un margen de 30 000 a 35 000. Sus actividades especifi— 

cas son diferentes pero no hay diferencia en la naturaleza de -- 
los Scidos grasos liberados, por su accl bre la ovolecitina. 

41) 
U44

U. v
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Recientemente han sido usados métodos mds rápidos y - 
oropiados para el aislamiento de dsta enzima ( 91)( 93), que in-- 

tcyen filtración sobre sephadex G- 50 y cromatografía sobre DEAE
elulosa. 

La actividad de la fosfolipasa A ha sido medida en ua- 
los venenos ( 89)( 93), empleando cromatografía de papel y usando

1a desaparición del substrato durante la hidrólisis de la le- 
itima por la enzima, b) la aparición de los ácidos grasos libe

ados y c) la formación de lisolecitina como índice de la actipT
ad enzimática. ( 83)( 89)( 91)( 92)( 93) 

Es muy posible que ésta enzima facilite la penetracidn
e los componentes activos neurofarmacologicamente dentro de los
ejidos nerviosos, pudiendo contribuir, por otro lado, a los e -- 

actos neurotóxicos del veneno. 

Eh los últimos años se ha logrado elucidar la secuen-- 
ia aminoácida de la enzima de diferentes especies de serpientes
udidndose observar algunas similaridades entre ellas ( Tabla No. 

U). ( 91)( 92)( 95) 

Se ha reportado la existencia y actividad de otras fos
blipasas; la fosfolipasa B en las especies Agkistrodom piscivo= 
uus y Crótalus adamanteus y fosfolipasa C en la especie Bothrops
lternatus ( 96). La fosfolipasa B cataliza la hidrólisis de liso
ecitina a glicerofosfocolina y dcidos grasos; la fosfolipasa C- 
ataliza la hidrólisis de fosfatidil colina a digl4céridos y lbs
0 colina. Los efectos farmacológicos de estas dos enzimas no -- 
on conocidos. 
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1V. 2. 1 FOSFORILICION OXIDATIVA Y CALENA DE TRANSPORTE

BLECTRONICO

Se ha reportado que la lecitinasa A obtenida de la es- 
ecie Crótalus terrificus terrificus no afecta apreciablemente a
a enzima Citocromo oxidasa y a la enzima Deshidrogenasa succini
a de preparaciones mitocondriales y homogeneizados de higado de
ata; pero se ha notado una pérdida completa en la actividad de
a enzima Oxidase succinica ( 97). Cuando se usó el veneno de co- 

ra previamente calentado a 1000C durante 15 minutos, la activi- 

ad de la deshidrogenasa pirdvica y Citocromo oxidase pertene- - 
ientes a homogeneizados de cerebro y la actividad de la Deshi-- 
rogenasa succinica de homogeneizados de cerebro y corazón fue -- 
on suprimidas. Esto sugiere pe el veneno calentado a ásta tem- 
eratura ( fosfolipasa A) actua destruyendo la estructura de la

itocondria que es donde se realizan las funciones de las enzi-- 
as. ( 98) 

Existe una inhibición fuerte de la enzima DPNH- citocro
o c reductasa en homogeneizado de rifion de conejo con la preseW
ia del veneno de las especies N'aja naja atra, Agkistrodon acutuT
estos venenos de acuerdo a observaciones previas, no inactivan

la enzima reductasa, citocromo oxidasa y al citocromo c; la -- 

nhibición es causada por el rompimiento del DPN por la enzima - 
PN- pirofosfatasa presente en los venenos. 

Más tarde, se encontró que los venenos de las especies
aja nigricollis y Naja haje, pueden causar una disminución en - 

1 radio P/ O; estos venenos, calentados a 98° C durante 15 minu-- 

os, retienen ésta propiedad. Todos estos venenos contienen Fos- 

blipasa A. 

El veneno de la especie Agkistrodon piscivorus puede - 
esacoplar la oxidación de la fosforilación en sistemas mitocon- 

rieles aislados y preparados a partir de rifion cS hígado de rata
uando 250 g. del veneno calentado fueron usados en estos siste- 
4S, una caida rápida en la compresión de oxigeno tuvo lugar, -- 
oincidiendo con el rompimiento de la estructura mitocondrial. 
or otro lado, se observó que al añadir fosfolipidos a los siste
as mitocondriales, inhibian la acción desacoplante del veneno = 
alentado. 

Aravindakshan y colaboradores ( 99)( 100)( 101) usando -- 

reparaciones mitocondriales obtenidas de cerebro e hígado de ra
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demostraron que el veneno de cobra calentado puede inhibir
cadena de transporte electrónico. Este veneno tambidn afecta

fosforilación oxidative. De los tres estados de la fosforila— 

on oxidativa, no todos son suceptibles a la acción desacoplan— 
del veneno. La región del DPN—citicromo c reducido y la cito— 

ono oxidase es más sensitiva a la acción del veneno calentadd
Posfolipasa A). ( 100) 

Por otra parte, el veneno calentado no puede inhibir — 
1. rectamente a las enzimas involucradas en la fosforilación oxi— 
itiva. De todos los efectos producidos por el veneno de cobra — 
bre el metabolismo mitocondrial, particularmente aquellos aso— 

iados con la cadena de transporte electrdnico y la fosforila— — 
Sri oxidativa, parecen ser el resultado de la acción de la los— 
pase A sobre la estructura de la mitocondria, especificamente

bre los fosfolípidos, los cuales constituyen una parte inte— — 
al de la membrana mitocondrial. 

Estos resultados, indican claramente la presencla de — 

fosfolipasa A en el veneno de varias especies de serpientes y
2 habilidad para hidrolizar a la lecitina a lisolecitina, la -- 

ual destruye a los erotrocitos. Ademas, inhibe la respiración y

a fosforilación oxidativa a traves de la acción sobre la membra
a mitocondrial. La muerte producida por el veneno, no puede ser

creditada a la acción de la fosfolipasa A, porque no se observa

érdida de la toxicidad cuando se destruye la actividad de la en
ima. 
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I1'. 3 COLINESTERASA

La presencia de ésta enzima en muchas especies de la — 
amilia Elapidae ha sido identificada. La enzima cataliza la hi— 

rólisis de la acetilcolina a colina y ácido acético; la acetil— 

olina juega un papel importante en la transmisión de los impul— 
os nerviosos. Los venenos de la familia Crotalidae no poseen es
a enzima ó está presente en pequeñas cantidades. 

Se ha logrado aislar dsta enzima del veneno de cobra — 
n un estado de pureza óptimo y es 20 veces más activa que el ve
eno crudo, la enzima no mostró las propiedades tóxicas del venT
o. 

El procedimiento para aislar a / a enzima, consiste en

a precipitación de la misma a partir de una solución al 2% en — 

gua del veneno, añadiendo sulfato de sodio al 22% a PH 6. 0. E1

recipitado que se obtiene se disuelve en agua y se precipita -- 
uevamente con la misma concentración de sulfato. Este proceso — 

e repite una vez mas. El precipitado se disuelve en agua y se — 

eprecipita con sulfato de amonio a PH 6. 0. El proceso se repite

os veces cambiando la concentración del sulfato de amonio y el
H. El procipitado que se obtiene se dializa con agua a 2- 4° C du
ante 48 h. con 4 cambios de agua. 

El punto isoeláctrico de la enzima purificada es 5. 5 y
stá libre de otros constituyentes. Sí es calentada a 44° C duran

e una hora, pierde el 50% de su acttvidad, la enzima es especf= 

ica para los esteres de la colina. Una inactivación parcial es

ausada por agentes oxidantes leves como por ejemplo: p—benzoqui

ona, cloruro de fenil mercurio, peróxido de hidrógeno y ferri—= 
ianuros. La pérdida de la actividad puede ser restablecida por
a cisteína, sulfuro de hidrógeno, ácido ascórbico y NaCN. 

Se ha observado ( 102) que la velocidad de hidrólisis — 

a los esteres etílicos aumenta constantemente, cuando el subs -- 

rato se aproxima a la estructura de la acetil colina; la máxima

idrólisis se encontró con 3. 3 dimetil butil acetato. También — 

a ha reportado ( 103) una hidrólisis considerable de los compues
7os etil fenil acetato, glicol acetato, cortisona, desoxicortf= 

osterona por la colinesterasa del veneno. 

La colinesterasa del veneno de cobra es estable duran— 
e 70 días a 4- 5° C, pero en una - solución acuosa pierde el 50% de
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actividad a ésta temperatura en 3 días y en una hora a 25* C. 
actividad es estabilidad por iones Mg°° y es inhibida por el - 

rofosfato de tetraetilo, pudiendo ser restablecida sí es guar- 

da a 4- 54C durante 37 días. ( 104) 

Se había supuesto que la enzima contributa de una mane
preponderante a la toxicidad del veneno por el bloqueo de los

pulsos nerviosos. Pero 4sta idea se desecho al observar que la
tividad de la enzima era destruida completamente al calentar - 

veneno a 55° C durante 10 minutos y la toxicidad no sufria nin
me alteración. 
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IV. 4 L -AMINOÁCIDO OXIDASA

La enzima ha sido encontrada en 70 especies de serpien
as, cataliza la oxidación de L- 04- aminodcidos y dec- hidroxiácT
Ds. Es la más activa de las aminoácido oxidasas que se conocen: 

La enzima fu é cristalizada por Wellner y Meister ( 104a) 

fiartir del veneno de la especie Crótalus adamanteus. El método

Dnsiste en una desnaturalización selectiva por calor, filtra- - 

ión sobre gel de fosfato de calcio, fraccionamiento con sulfato

amonio y diálisis con agua. El método no es apropiado para -- 

islar a la enzima de la especie Agkistrodom piscivorus. La enzi

2 cristalina se homogeneizó por ultracentrifugación y contiene— 
e, 3 componentes los cuales son separados por electroforesis. 

r.c peso molecular, determinado a partir de la constante de sedi- 
antación, es de 130 000. 

Esta enzima es moderadamente estable y retiene su acti
idad por muchas horas en soluciones diluidas a temperatura am- 7- 
iente. 

La actividad de la enzima puede ser medida manométrica

ante en frascos de Warburg, siguiendo 4,a velocidad de osidacióñ
a L- leucina en exceso de la enzima a Pa 8. 8 en buffer fosfato - 
37° C. 

La actividad también puede ser medida de acuerdo al m6f
do de Weissbach usando sulfato de L- quinurenina como

substratousandoel incremento en la absorción a 332 mAdel producto de
2 desaminación oxidativa ( ácido quinurdnico). La mezcla de reac

ión consiste de 0. 5) Amoles de quinureninac 100Amo1es de 2' ris-- 
2idrosi metil) amino etano como buffer, Pli 8, 0, la enzima y a -- 
ha a un volumen total de 1 ml. ( 105) 

También se puede usar a la L- fenilalanina como substra

y midiende la disminución en ' la fluorescencia de la esoopole-7
ina, que es un compuesto altamente fluorescente. La disminución

2 la fluorescencia es observada, cuando la reacción de la enzi- 

2 es acoplada con la oxidación de la escopoletina. ( 106) 

La actividad de la enzima es inhibida por ácidos car-- 
xílicos alifáticos y arom4ticos, ácidos sulfónicos y sulfanil- 

midas, actuando como inhibidores competitivos ( 107)( 108). Tam-- 

én la actividad es inhibida por ortofosfatos, arsenatos, flavi

2 y compuestos análogos. 
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Se ha reportado la presencia de riboflavina en el .' ene

de las serpientes ( 109). La L—aminodcido oxidasa cristalina = 

la especie Crótalus adamanteus tiene 2 moles de Flavin adeni— 
dinucleótido ( FAD) por mol de la enzima ( 104). E1 dinucleóti— 

se encuentra como grupo prostdtico. Generalmente los venenos

de color amarillo debido a la presencia de riboflavina, el — 

tenido varia de veneno a veneno y es dé 120- 2401Ag. por gramo

veneno seco. Por otra parte, el veneno de la especie Crótalus
rrificus es de color blanco, no contiene riboflavina y no ethi

la actividad de L—aminoácido oxidasa. La mds alta concentra -- 

n de riboflavina, ha sido encontrada en el veneno de la espe— 
Bothrops jararaca. ( 110) 

ZU veneno de las serpientes ha sido empleado para la
uaración de 0.—cetodcidoo a partir de los correspondientes -- 
aminoácidos. Una mezcla de una solución del veneno, L—amtnod— 

lo, catalaza cristalina de hígado se incuba a 37° C durante 30
nutos a PH 7. 2. Se pasa una corriente constante de oxigeno a — 
266s de la mezcla; el progreso de la reacción se sigue por la
iición del aminoácido liberado en un tiempo deseado. Los44—ceto

idos se separan por cromatografia. BU esquema de la reaccián = 

el siguiente: 

R— c H c:0014 4- Ox 4- 149 R— c— CooH 1- 12 02
1

NR2 NV

R— c. — Cool4 + Hs

cooR + Ha 02 R— CO0 R. 4- CO2 4 14 2.0
311. 



En ausencia de la catalasa, la descarboxilación oxida- 

iva del d- cetoácido toma lugar por la acción del peróxido de hi
rógeno liberado en la reacción, como se muestra en el paso 1117

n presencia de la enzima ésta reacción no se efectua. Como en - 

1 veneno no hay catalaza presente, es necesario añadirla a la - 

ezcla de reacción. Se sugiere que la degradación del L- aminoáci
o incluye una / p deshidrogenación. 

Estudiando la especificidad de substrato por la enzima, 
e llego a la conclusión de que un grupo carboxilo libre, un gru

o amino insubstituido en la configuración L y un hidrógeno 4 en
a molécula del substrato, son requisitos estructurales que debe
lenar el aminoácido para que la enzima pueda actuar.( 111)( 112) 

La actividad enzimática es inhibida completamente si - 

n grupo hidroxi 6 metoxi está presente en la posición Adel subs
rato; por otro lado, la presencia de azufre o de la colina en
ez del hidrógeno15, aumenta la conversión del aminoácido al ce - 
ácido por la enzima. Un grupo carboxilo o amino adicional en - 

a molécula del substrato también anula la habilidad para servir
DMO substrato para la enzima. ( 113) 

Se ha sugerido que la enzima no es un componente tóxi
co del veneno ( 113), pero que su acción esa integrada en la -= 
función digestiva, activando a las enzimas proteolfticas del ve
neno. 
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IV . 5 NUCL EA SA S

Ha sido reportada la existencia de nucleasas en el ve - 
20 de las serpientes, con la capacidad de hidrolizar las unto - 

de fosfodiester en el DNA y RNA ( 113a)( 114)( 115). Estas enzi

s muestran actividad de endonucleasa y exonucleasa. 

Los venenos de las serpientes son generalmente ricos - 

fosfodisterasa y 5- nuc1eotidasa, las dos enzimas que se usan

cuentemente para el estudio de la estructura de los acidos nu
icos. El veneno de las especies Bothrops jararaca, Bothrops 7

rox y Crótalus adamanteus es relativamente rico en fosfodieste
sa y el veneno de las especies .Agkistrodom piscivorus y Cróta= 
s alreX es relativamente pobre. ( 116)( 117) 

Entre varios venenos que fueron probados para la acti- 
dad de DNasa, se encontró la más alta actividad en la especie
ótalus terrificus y la mínima en la especie Bothrops atroz. La

tividad de la enzima es mucho más alta en el veneno liofiliza- 
que en el veneno secado a temperatura ambiente en un deseca -- 

r; por ejemplo, cuando los venenos liofilizados de las espe- - 
es Vfpera lebetina y Crótalus adamanteus son añadidos a una so
ojón de DNA, se observa una gran disminución en la viscocidad— 
la solución, que cuando son agregados los venenos a temperatu
ambiente. 

Varios investigadores han estudiado ampliamente la ac- 
uidad de la enzima fosfodiesterasa en los venenos y han inten- 
do purificar a la enzima de los mismos venenos, por la gran -- 

pottancia que tiene en el estudio de la secuencia de los nucled
dos en el DNA y RNA. 

El primer intento para purificar a la enzima del vene- 
de la especie Crdtalus adamanteus fue realizado por Koerner y

nsheimer ( 118); el proceso incluye fraccionamiento con acetona
una desnaturalización selectiva por calor. Felix y colaborado - 
s usaron el veneno de la especie Bothrops atrox para purificar
la fosfodiesterasa; el procedimiento empleado consiste en la
accionación del veneno con acetona y alcohol, seguido por una

Taración cromatográfica de los componentes sobre celulosa subs
tuida ( 119). El material purificado contiene cantidades apre-= 
ables de la enzima monofosfatasa alcalina, pero esta' libre de

nucleotidasa ó contiene muy poca enzima que no puede ser de-- 
ctada. En un intento por eliminar a estas enzimas, Bjerk ( 120) 
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tuvo la enzima del veneno de la especie Bothrops atrox virtual
nte libre de 5Z—nuc1eotidasa pero no de la monofosfatasa alca= 

ina. 

Otro método para la preparación de la enzima a partir
1 veneno de la especie Vípera lebetina, consiste en la incuba - 

5n del veneno ( 1mg/ m1.) con un volumen igual de ZnC12 ( 4. 8 mM) 

60° C durante 10 minutos; la mezcla se guarda a 2- 4° C durante

horas y pasado este tiempo se centrifuga. ( 115) 

Bajo estas condiciones, mds del 90% de la actividad de

fosfodiesterasa se retiene en el sobrenadante y el 90% de la

tividad de la 5z—nuc1eotidasa se destruye. El Znse elimina — 

7- cromatografía sobre DEAE—celulosa. 

La actividad de la fosfodiesterasa puede ser destruida
r calentamiento a 60° C durante 30 minutos en presencia de sul— 

Lto de amor/ U); solamente el 4% de la actividad de la enzima se

tiene y el 65% de la actividad de la 5=—nuc1eotidasa se conser

I. Este puede ser un método para la purificación de la 5z—nu— 
eotidasa. 

La fosfodieterasa es activa bajo un amplio rango de PE
5. 0 a 9. 0. La actividad de la DNasa del veneno de la especie

ja naja atra se destruye sí se calienta a 100° C durante 10 mi— 
tos; la actividad se elimina también por la adición de benzoato

p—cloro mercurio 0. 1M, glutatión 0. 1M y citrato de sodio 0. 01M
r otro lado, la actividad de la enzima se aumenta por la adi-- 

c(7z de iones Mg, Mn44a concentración 0. 0031. ( 121)( 122) 

La fosfodiesterasa de los venenos también puede hidro— 
zar nucleótidos Cíclicos, ataca las uniones 3' y 5' del ácido -- 
5—adenílico, los productos formados son el ácido 5Zadeni1ico y
ácido 3zadent1ico. 
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Los mátodas para determinar la actividad de la enzima
rasa y DNasa son esencialmente los mismos descritos por Kunitz
23). 

La actividad de la DNasa en el veneno puede ser medida
diferentes intervalos, siguiendo el aumento en la densidad 4 - 
ca a 260 nm de una mezcla de DNA como substrato, buffer aceta

PH 5. 0 y el veneno. Para la actividad de la RNasa, se usa c7. 

substrato RNA. El periodo de incubación no excederá de medio.- 

ra y la concentración del veneno no excedera de la relación 1
100. Se ha medido la actividad de estas enzimas en varios ve - 

ROS siguiendo este vatodo. Los resultados se resumen en la Ta- 
la No. 22. 

La actividad de la enzima fosfodiesterasa se puede de- 
rminar midiendo la liberación de p -nitro fenol a 37410 por el - 

Icremento en la absorbancia a 440 m} 4, usando como substrato -- 

is( p- nitrofenil) fosfato de calcio. ( 124) 
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De los resultados obtenidos con los venenos de las di— 
rerentes especies, aparentemente, la actividad de la RNasa es me

zor que la actividad de la DNasa. La mds alta actividad de la —= 
Wasa se encontró en los venenos de las especies Bitis gabónica, 
Veja melanoleuca y Crótalus adamanteus. Los venenos de las espe— 

ies B. gabónica y Naja naja exhiben la actividad mds alta de -- 
Uasa. 
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IV. 5. 1 DPN- pirofosfatasa

De los estudios del veneno de la serpiente Tigre, so -- 

re el efecto que tiene sobre la actividad de un número de deshi
rogenasas, tales como la deshidrogenasa ldctica, deshidrogenase7

dlica, deshidrogenasa aminodcida; se encontró que aquellas des- 

idrogenasas que requerian DPN para su acción eran las mds afec- 
adas, sugiriendose la presencia de una enzima que inhibia su -- 
cción atacando al DPN. ( 125) 

Esta enzima se encuentra presente en el veneno de las
species Naja naja atra, Vipera russelli u Bothrops jararaca. El

enano de ésta éltima muestra una muy alta actividad. ( 126) 

Como ésta enzima rompe la unión pirofosfato entre el - 
cido adénflico ( AMI)) y la nicotinamida, se sugirió que la enzi- 

a podría ser considerada como una pirofosfatasa nucleótida. 

0 ----- CH • 

HO - P= 14

OH OH

DPN—PIROMSRMS11
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Cuando la enzima actua sobre el DPN en presencia de Zn
e libera ácido adentlico sin la producción de cido fosfórico. 

n ausencia de iones Zn44se forman 2 moles de 113PO4 y adenosina, 
robabliemente debido a la acción de la enzima 5-- nuc1eotidasa -- 

resente en los venenos sobre el ácido adenflico, el cual se for

a por la acción de la DPN—pirofosfatasa sobre el DPN. 

AMP 5=—nuc1eotidasa • Adenosina Pi

Ac. Adenflico

Puesto que todos los venenos contienen ambas enzimas — 
a actividad de la DPN—pirofosfatasa puede ser determinada por
a medición del fósforo inorgánico ( Pi) liberado por la acción — 

e la 5=—nuc1eotidasa sobre el ANP formado por la acci6n de la
WilIpirofosfatasa sobre el DPN ex buffer glicina, PI/ 8. 3 y la -- 
Iresencia de iones Mg ó Co a 37° C. 

La actividad de la enzima se aumenta por la presencia
e iones Mg pero se inhibe por los iones Ca y F, glutatión, cis— 

fna y se desactiva completamente por calentamiento a 70° C duran
30 minutos. 
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IV. 5. 2 5-- NUCLEOTIDASA

Esta enzima hidroliza el fosfato terminal del ácido a- 
denflico y está distribuida ampliamente en la naturaleza. 

Los venenos de todas las especies de serpientes exhi— 

ben ésta actividad que es muy alta. Las fuentes más ricas de és- 
ta enzima, son los venenos de las especies Agkistrodom piscivo-- 
rus, Crótalus adamanteus, Crótalus horridus, Vipera russellt, -- 

Bungarus fasciatus y Bt is gabónica. 

La enzima es la mds activa entre todas las fosfatasas, 
como la ATPasa, DPM- pirofosfatasa, fosfatasa alcalina no especi- 

fica, etc. que se presentan en el veneno. Los venenos de las es- 

pecies Vfpera russelli, Agkistrodom piscivorus, B. fasciatus y - 
C. adamanteus que contienen a la enzima fosfodiesterasa y que no
pueden hidrolizar al compuesto mono fenil fosfato, hidrolizan fa

cilmente al cido adenflico. ( 127) 

La enzima puede hidrolizar 5- adenosin- 5- fosfato e ino- 
sin- 5- fosfato, pero no puede actuar sobre adenosinT.3- fosfato, -- 
guanosin- 3- fosfato, citosin- 3- fosfato, glucosa -6 - fosfato, hexosa

6- fosfato y pc, - glicerofosfatos. ( 113) 

El PN óptimo de la enzima es 8. 5- 9. 0. La velocidad de

desfosforilación del dcido adenilico por ésta enzima se incremen
ta por la adición de Mg++, Ca++ , Mn++ , Co+4 . Los iones 1104 y Co' 
aceleran más pronunciadamente la hidrólisis; los iones Zn+fy Ni++ 
actúan como inhibidores. 

Con la presencia de EDTA y ausencia de los iones metdli
cos, la enzima pierde toda su actividad en 5 horas. La enzima e7

estable durante 8 días a 37° C en ausencia de EDTA y es mds sensi
tiva al calor que las otras fosfatasas del veneno. ( 128) 

La actividad de la 5z- nuc1eotidasa se puede determinar
midiendo el fósforo inorgdnico liberado cuando una mezcla de 0. 1
ml. de buffer glicina ( sal de sodio), Oil ml. de solución del ve

neno y agua hasta un volumen total de 1 ml., es incubada a 37° C

durante 15 minutos. 
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La enzima ha sido purifioada del veneno de la especie
Othrops atrox ( 129). La enzima fuá precipitada con acetona al - 

2% como un subproducto durante la purificación de la enzima fos
bdiesterasa del mismo veneno. El método comprende diálisis del - 

recipitado ( suspendido en buffer tris-HC1 0. 14!, pg 8. 0) contra

gua , precipitación con sulfato de amonio al 60- 70% de satura-- 

ión y purificación sobre sephadex 0- 100 y cromatograffa en una
olumna de DEAE- celulosa. 

Se ha observado una párdida progresiva en la actividad
e la 5L--nuc1eotidasa, cuando la enzima se incuba a 370C en pre- 
encia de lecitina u homogeneizados de cerebro con venenos ricos
n fosfolipasa A. La lisolecitina formada por la acción de la -- 
osfolipasa A sobre la lecitina es responsable de la inactiva- - 
tan de la enzima. 

Cuando se comparo la actividad de la enzima en el vene
to de diferentes especies de serpientes, separadas geográficamerz

se encontró una actividad muy alta de Jsta enzima en el ve= 
teno de la especie Crótalus adamanteus, en contraste, la activi- 

lad de la enzima en el veneno de la cobra Naja naja es baja. 

Crólows thtounos

A. sct vo s

1114. 14 MEL.Auot.Evul

NAJIA

O. O. OMG 040 o4y

obt,•)c. F. I.YtILACtdo 0E LA . ta-LirGA

Autub) 



La velocidad de hidrólisis de AMP es proporcional a la
oncentración de la enzima en el estado inicial de la reacción, 

segun se observa en la gráfica y disminuye rapidamente cuando -- 
zumenta la concentración de la enzima. 

La actividad de la enzima se incrementa con reactivos
7ue tengan grupos SH, tales como cistetna y glutatión reducido, 

Dero se inhibe con pirofosfato, ortofosfato y NaF. 
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IV. 5. 3 ADENOSIN TRIFOSFATASA ADENOSIN DIFOSFATASA

Y PIROFOSFATASA

La presencia de adenosin trifosfatasa capdz de hidroli
zar AIT, ha sido detectada en el veneno de las especies Crótalu7
Bungárus, Bothrops, Bitis, Agkistrodom y Vfpera ( 130)( 131). La tr

actividad de ésta enzima, fracuentemente se encuentra en la misma
fracción en la que tambien se detecta la actividad de las enzi-- 
mas 5=- nuc1eotidasa y DPN- pirofosfatasa, cuando el veneno se so- 

mete a electroforesis de zona. 

El veneno de las serpientes también contiene una enzima
que hidroliza ADP; cuando se estudio la actividad enzimdtica del
veneno de la especie Bitis gabónica y otras especies, se detectó

la actividad de la enzima ADPasa y ATPasa ( 132), sin embargo, la

actividad de la ADPasa fué mas baja que la act-ividad de la ATPasu
r133). 

La aparición de un mol de acido fosfórico por mol de - 
AIT hidrolizado por el veneno de 21 especies de serpientes, sugi

ro que la enzima hidroliza ATP a ADP y ff3PO4; después se obserW

que la hidrólisis de ATP era acompañada de adenosina, pirofosfato

y ortofosfato a una concentración baja del substrato. ( 131)( 143) 

La hidrólisis de un mol de ATP por el veneno de cobra
forma un mol de adenosina, pirofosfato y ortofosfato. Primeramen

te el ATP se transforma a AMP y pirofosfato por la acción de la - 
ATPasa; el AMP formado es hidrolizado a adenosina y ortofosfato
por la enzima 5=- nuc1eotidasa presente en el veneno. Cuando el - 

ADP actua como substrato, se produce un mol de adenosina y dos - 
moles de ácido fosfdrico por mol de ADP hidrolizado. El ADP se - 

hidroliza a AMP y H3PO4; posteriormente el ANP se hidroliza a a- 

denosina y ácido foztórico. ( 133) 
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La actividad de la enzima ATPasa se puede medir facil- 
ente a partir de la cantidad de Scido fosfórico liberado, cuan - 

o una mezcla de 0. 2 ml. de una solución del veneno ( 5. 0mg/ m1), 
2 ml. de ATP ( 5. 0 mg/ ml. ) y 0. 4 nz. Z. de buffer veronal 0. 1ff, --- 

11 8. 5, se incuba en presencia de una solución 0. 0011i de iones
a 30DC durante 20 minutos. La temperatura de incubación no - 

ehe exceder de los 30° C, porque la enzima empieza a perder su - 

ctividad. 

Los iones Zn++, Hg++ y Fe44. actúan como inhibidores de - 
a actividad enzimcítica; el PH óptimo de la enzima ' fluctua entre

3 y 9. 5 y se inactiva completamente cuando se calienta a 60° C
turante 15 minutos. ( 113) 

La enzima ATPasa no puede hidrolizar pirofosfato de -- 
iamina, t3- g1icerofosfato y exosafosfato, pero hidroliza inosina

rifosfato. ( 131) 
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IV. 5. 4 FOSFATASAS NO ESPECIFICAS

La presencia de monoesterasa no específica capdz de hi
rolizar monofenil fosfato, se libera fenol en la reacción, en r: 

1 veneno de las serpientes ha sido demostrada. (
116) 

Sin embargo, no todos los venenos contienen ésta enzi— 
a;. la cual se encuentra siempre en las preparaciones para ais-- 
ar a la enzima fosfodiesterasa. Sulkowski y colaboradores ( 128) 

n sus intentos para obtener a la enzima fosfodiesterasa libre — 
e 5Z—nuc/ eotidasa y una fosfatasa no específica, 

lograron puri— 

Icar a 4sta última enzima 200 veces. 

La enzima purificada esta' libre de 5z—nuc1eot2da8a y
fosfodieserasa; se activa con la presencia de iones Mg 6 Ca

tiene un 11°.' 1 dptimo alrededor de 9. 5. Puede hidrolizar 5 - AMP, 

3—'AMP, ribosa 5—fosfato, flavin mononucleótido, 5-ffos— 

ribosa, 1— p2rofosfato, ATP, etc., pero no puede hidrolizar

arofosfato y uridin 2', 3' fosfato cíclico. También puede hidro— 

izar mononucledsidos 3', 5' difosfato. 

De todo lo anterior se podra observar que la naturale— 
ra ha dotado a las serpientes de enzimas potentes, 

requeridas pa

a hidrolizar ATP, AMP y DPN. Los productos de la hidrólisis de
ETP y AMP son tóxicos, ya que bajan la presión sanguinea. La pre

reacia de la enzima DPN—pirofosfatasa, asegura la destrucción di
9/4, el cual es requerido por muchas enzimas que son importantes
n. las reacciones que se llevan a cabo en el Ciclo del Acido Cí— 
rico y Glicolisis. La enzima 5-:—nuc1e0tidasa también juega un — 

Dapel importante, ya que hidroliza AMP cuando la enzima ATPasa — 
2ctda sobre el ATP, de tal manera que los sistemas enzimdticos — 
responsables de la fosforilación oxidativa no pueden usar los
productos de hidrólisis para la resíntesis de ATP. 
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IF. 6 BIALURONIDASA

Esta •enzima ha sido encontrada en cada veneno que ha - 
sido analizado. La enzima hidroliza el ácido hialurónico que se
encuentra en los espacios entre las células y las fibras de los
tejidos, particularmente en el tejido conectivo, reduciendo la - 

viscocidad de estos tejidos. 

La hidrólisis del cido hialurónico trae como conse- - 

cuencia la penetración de otras enzimas y componentes tóxicos en
los tejidos, facilitando la actividad enzimdtica p toxicidad del
veneno, manifestándose como inflamación y edema de la parte afec
tada. 

La actividad de la enzima puede ser medida mediante el
método siguiente: se añaden a un tubo de ensaye 0. 5 ml. de dcido

hialurónico, después se afiaden 0. 05, 0. 10, 0. 15 y 0. 20 ml. del - 

veneno ( 19 mg. disueltos en solución salina al 0. 85%) respectiva

mente; se añaden 3 ml. de buffer acetato de sodio- dcido ac4tico- 
0. 02ff,, P11 6. 0 y se incuban los tubos a 37° C durante 30 minutos, 
pasado este tiempo la solución se enfrta y se afiade un ml. de so

lución de ferricianuro de potasio, 1 ml. de solución de carbona- 

to de Ca - cianuro de K y se pone a baño maría durante 15 minutos; 
se enfria y se añaden 5 ml. de sulfato férrico en intervalos de
30 segundos. 

Posteriarmente se pasa la solución de los tubos a unas
cubetas para su lectura en un fotocolorimetro. El objetivo del - 

método es medir la cantidad de glucosa liberada por la enzima. 
135) 

De ésta manera se midió la actividad de la enzima en
varios venenos; 

Veneno

Crótalus terrificus

Naja naja

Agkistrodom blomhffi

Botrhops jararaca

Triemeresurus flavoridis

102- 

74 mg. de glucosa liberada

75 mg. por 1 mg. de ve - 

47 mg. neno

38 mg. 

57 mg. 



La enzima rompe las uniones pl- glucosídicas del ácido
tialurónico, liberando de ésta manera a la glucosa. 

C000 047-04 com

1
00

Ac. t-ILALuoiizicc, 

Entre los inhibidores de la enzima se encuentra la hepa- 
rina, la mucina gástrica y el sulfato de condroitina. La enzima - 

no interviene en la toxicidad del veneno, pero contribuye a la in

troducción de los componentes táxicos. 

Con las tablas siguientes se podra observar un panorama
mds amplio de la actividad enzimdttca y toxicidad del veneno de
varias especies de serpientes pertenecientes a las familias Elapi
dae, Crotalidae y Viperidae. 
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CAPITULO V

SUEROS
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Una de las defensas que el hombre tiene para evitar el

daño producido por el veneno de las serpientes, es la produccidn

de antivenenos sueros mediante esquemas de inmunización en e -- 
quinos. Para ello es necesaria la obtención de venenos monoespe— 
cíficos para la producción de anticuerpos cuando se inoculan en
el tejido animal. 

La obtención de venenos de especies conocidas requiere
un trabajo taxonómico eficiente y un serpentario bien manejado.— 
Actualmente, se cuenta con un serpentario en el Instituto Nacio— 
nal de Higiene que, aunque rico en ejemplares de algunas de las

serpientes más conocidas y comunes en la Repáblica Mexicana ado— 
lece de ejemplares del género Nicrurus. 

Los venenos se obtienen por ordeña de las serpientes — 
haciéndolas morder sobre una copa esteril y haciendo pasar el ve
neno por un tamiz de tela de molino. Una vez que se obtiene el 7 -- 
veneno, se trasvasa a un tubo de centrífuga y se somete a una -- 
centrifugación de 2000 rpm durante 30 minutos para eliminar todos
los detritus celulares, partículas alimenticias y microorganis— 

mos contaminantes. El líquido sobrenadante diáfano es inmediata— 

mente congelado y liofilizado para obtener de esta manera un pol
vo con una proporción no mayor de 1 a 2% de humedad. Este conseF

va un tiempo bastante prolongado sus propiedades tóxicas. ( 136)— 

A partir del veneno liofilizado se prepara una solu— 
ción madre al 1% en solución salina al 0. 85% glicerinada ( 50%— — 

V/ V) adicionada de mertiolato al 1: 3000. 

Se determina la actividad tóxica en ratones ( DL50) y — 

nitrógeno total por el método de Kjeldahl. 

Las especies de serpientes más utilizadas en el Insti— 
tuto Nacional de Higiene para la obtención del veneno son: Cróta

lus bassiliscus bassiliscus, Crdtalus durissus culminatus y Bo—= 
throps atrox.( 127) 

Determinación de D150

Para efectuar esta determinación se hicieron dilucio-- 
nes del veneno en solución salina, inyectándose 0. 5 ml. de la — 

108— 



solución por vía endovenosa en la vena caudal a ratones de 18 a
20g. de peso, 6 ratones por dilución, anótandose el ndmero de -- 

muertos y vivos a las 24 hrs. 

La valoración final ( DL6c) se calcula de acuerdo al mó

todo de Reed y ffuench. ( 137b) 

Obtención del Suero

El esquema de inmunización consiste de dos fases: 

a) Esquema base. 

b) Esquema de refuerzo. 

a) Esquema base. La primera inoculación se hace con -- 

1 mg. de veneno ( peso seco) en 5 ml. de solución salina mezcla -- 

dos con 5 ml. de adyuvante completo de Freud. El adyuvante con— 

siste de aceites vegetales que ayudan a retener a las toxinas -- 
que por su pequefio tamaho se pueden eliminar facilmente. 

Ocho días después, se inmuniza nuevamente con 1 mg. de

de veneno en 5 ml. de solución salina con 5 ml. de adyuvante in- 

completo de Freud. A la semana siguiente se inyectan 500 mg. de

veneno disueltos en solución salina en forma fraccionada, repi-- 

tiéndose tres veces ma's con un intervdlo de 48 hrs. aproximada -- 

mente. 

Se realizan pruebas de sangria a partir del 2o. día -- 

después del último inóculo, obteniendose el plasma final y deter

minando precisamente el día óptimo en que el título de anticuer- 
po sea aceptable. 

b) Esquema de refuerzo. ( reinmunización). La reinmuni- 

zación tiene como caracteristica la administración de antígeno - 
soluble en forma fraccionada. 

La duración del esquema es de 1 semana con 1 mg. de ve

neno en 18 ml. fraccionado en 3 inoculaciones de 6 ml. cada 2 h: 
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TABLA No. 26 PRUEBAS DE PROTECCION CRUZADA

Suero anti—bassi1iscus

Veneno de: DE50/ ml. 
Protección(%) 

C. bassi1iscus 128. 8 100

C. durissus 24 20

C. mo1ossus
0 0

A. biliniatus 0 0

B. atrox
0 0

Suero anti—durissus

Veneno de: DE50/ ml. 
Protección(%) 

C. durissus 124. 8 100

C. bassi1tscus 43. 8 34. 3

C. mo1ossus
37. 2 30

A. biliniatus 0 0

B. atrox
0 0

Suero anti—agkistrodom

DE501m1. Protección(%) 
Veneno de: 

A. bilintatus 167. 64 100

B. atrox
46. 28 27. 5

C. durissus 0 0

C. bassi1iscus 0 0

C. molossus
0 0

Suero anti—bothrópico

DE50/ ml. 
Protección(%) 

Veneno de: 

B. atrox 699. 6 100

A. biliniatus b 0

C. durissus 0 8

C. bassiliscus 0 0

C. molossus 6 0



repitiendose cada tercer día. 

Los plasmas que se obtienen en las sangrías de cosecha
se tratan de tal manera de eliminar fibrina y posteriormente son
fraccionados con sulfato de amonio con el objeto de obtener las
betas y gamma globulinas en solución. Estas soluciones de globu- 

linas son empleadas como sueros purificados. 

Determinación de la DE50 ( Sueros) 

Se hacen diluciones de los sueros obtenidos en el es -- 
quema de inmunización, mezclándose volumen a volumen con un vene

de toxicidad conocida ( DL50), obteniendose finalmente en la mez- 

cla 3 DL50 en 0. 5 ml. Se incuba 1 hora a 37° C, inyectándose 0. 5

ml. de la mezcla por vía intravenosa en la vena caudal, emplean- 

do 6 ratones por dilución de 18 a 20g. de peso. El tiempo de ob- 

servación es de 24 hrs. 

La valoración final DE50 se efectua por el método de - 
Reed y Muench considerando / a unidad DE50 como la mínima canti-- 
dad de anticuerpo especifico capaz de neutralizar 12 DL50 de ve- 
neno de serpiente. 

De esta manera, se pueden hacer pruebas de protección

cruzada entre diferentes especies de serpientes, empleando en la

primera prueba el veneno homólogo y probando en las siguientes, - 
con veneno de cada una de las especies ( Tabla No. 26). 

Actualmente en el Instituto Nacional de Higiene se - - 
cuenta con 90 caballos que producen 819 litros de plasma por se- 
mana cual se sujeta a las siguientes pruebas de control de - 
control: esterilidad, determinación de preservativo ( cresol), to

xicidad, sulfatos y cloruros. 

Como se podre observar de la tabla de protección cruza
da se encuentra que practicamente no existe una protección que
garantice la supervivencia de un individuo mordido por una espe- 
cie de serpiente cuando ha sido protegido con suero preparado -- 
por otra especie adn del mismo género, ya que el móximo de pro— 

tección cruzada encontrada en los experimentos anteriores fué de
30 a 33% con el suero antidurissus y venenos de Crótalus bassi-- 
liscus y Crótalus molossus. ( 137) 
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES
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La muerte por mordedura de serpiente sigue siendo un - 
problema del campo mexicano, particularmente en algunos estados

como Oaxaca, Veracruz, Puebla y Chiapas; esto hace resaltar la - 

importancia de efectuar estudios sobre el veneno de las serpien- 
tes mexicanas en más centros de investigación, ya que a la fecha

solo el Instituto de Biología de la UNAN y en el Instituto Nacio
nal de Higiene dependiente de la Secretaria de Salubridad y Asi-s- 
tencia se estudia el problema. 

De lo expuesto a lo largo del trabajo se han sacado -- 
las siguientes conclusiones: 

1.- México es un país rico en fauna de reptiles veneno
sos y se considera como de los paises con mayor variedad de esp7
cies de este tipo, particularmente de los géneros Nicruras, Cró= 

talus y las especies Bothrops atroz asper y Agkistrodom bilinia- 
tus que son las que mayor ndmero de víctimas producen cada arlo. 

2.- se requiere tanto, un mejor estudio de la fauna -- 
herpetológica nacional como de su prevalencia y distribución geo
gráfica y es indispensable contar con datos epidemiológicos más
exactos sobre las especies de serpientes que más frecuentemente
causan accidentes mortales en nuestro país. 

3.- Se han logrado aislar y purificar del veneno de -- 
las serpientes, principalmente de la familia Elapidae, más de 50

toxinas con actividad neurotóxica libres de toda actividad enzi- 
mática y se ha logrado, tambien, diferenciar esta actividad de - 

la toxicidad. 

4.- Los estudios sobre la modificación glamica de las
neurotoxinas con reactivos específicos, revelan que los amtnodct

dos básicos tales como lisina y arginina son esencial y funcio- 7
nalmente importantes para la actividad biológica de la proteína. 

5.- Dada la similitud de la estructura primaria y la - 
química de las toxinas de serpientes, se sugiere que el andlists

estructural de una toxina puede dar bases para la consideración
de la relación estructura -toxicidad para esta clase de toxinas. 

6.- Para estudios comparativos de secuencias, andlisis

de propiedades conformacionales y determinación de sitios acti-- 
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vos, estas neurotoxinas son muy apropiadas. 

7.- El veneno de una serpiente es una rica fuente de - 
enzimas, la mayoria de ellas hidrolíticas, lo cual puede servir

como guía para seleccionar un veneno con particular abundancia - 

de enzimas y toxinas para la investigación de problemas en Bio— 
química o como material de partida para estudios de purificación, 
propiedades, actividad, - etc., sobre alguna enzima específica. 

8.- Para preparar un verdadero suero polivalente que - 

permita mayores posibilidades de protección, se requiere un gran

número de estudios de protección cruzada con la mayor parte de - 
especies mexicanas. 

9.- Debido a la complejidad del veneno y a la gran can
tidad de antígenos, es necesario hacer un fraccionamiento del -= 

mismo para obtener los antígenos responsables de la toxicidad y
asi poder preparar un suero ideal. 
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