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ABREVIATURAS

(Ck)=celulosa: Carboximetil celulosa.
PH : concentracidn de iones Hidrdgeno.
9¢ : grado centigrado.

¥ : Molaridad.

NBS : N-Bromo succinimida.

HNB : 2,hidroxi-5-nitrobenzil.

NPS : 2, nitrofenil suljfonil.

TNY : Tetranitrometano.

EDC : ]1-Etil-3(3-Dimetil aminopropil) Carbodiimida.
FITC : Isocianato de Fluoresceina.
TNBS : Sulfonato de Trinitrobenceno.
CHD : 1l,2-Cicloezanodiona.

Boc : Tert-butilozicarbonil.

Z ¢ Benziloxicarbonil.

Bzl : Benzil.

0Bzl : o-HMetoxibemzil.

MBzl : m—Metoxibenzil.

NO2 ¢ Nitro.

TAME : p-Tosil-L-Arginina metil ester.
7C4 : Acido Tricloro Acético.

BAEE : Benzoil-IL-Arginina etil ester.
EDTA : Acido Etilen Diamino Tetra Acético.

BA4 : 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 Ribonuclefco.

AMP : Adenosin monofosfato

ADP : Adenosin difosfato.

ATP : Adenosin trifosfato.

DL50 : Dosis letal 50%

DEsg : Dosis efective 50%.

4la : Alanina.

4rg ; Arginina.

Asn : Asparagina.

Asp : Acido Aspdrtico.

Cys : Cisteina.

Gln : Glutamina.

Gly ¢ Glicina.

His : Histidina.

Ile : Isoleucina.

Leu : Leucinae.

Lys ¢ Lisina.

Met : Metionina.

Phe : Fenilalanina.

Pro : Prolina.
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Ser
Thr
Irp
Tyr
Val

Serina.
Treonina.
Triptofano.
Tirosina.

Valina.
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CAPITULO I

INTRODUCCION
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La razén primordial de efectuar ésta investigacidn bi-
bliogrdfica 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 néds abundan en nuestro territo
rio.

La mayor parte de las serpientes venenosas estan divi-
didas en cuatro familias: Crotalidae, Viperidae, Elapidae e Hi--
drofidae. Bn ¥érico solo existen serpientes gque pertenecen a las
familias Crotalidae Y Elapidae, principalmente.

El veneno de estas serpientes es una mezcla compleja -
de componentes, principalmente protefnas con actividad bioldgica
las cuales actian sobre los tejidos nerviosos y musculares de la
victima.

Se han realizado numerosos estudios sobre la naturale-
za de estas proteinas para entender su modo de accidn; de ésta -
manera se han clasificado en: Proteinas con propiedades tézicas,
Proteinas con actividad enzimdtica y Proteinas con actividad bio
légica desconocida.

Se ha logrado separar las proteinas con propiedades té
ricas llamadas toxinas de las proteinas con actividad enzimdtica
(enzimas), elucidar su composicidn y secuencia aminodcida con la
finalidad de estudiar la relacidn gue existe entre la estructura
y la actividad bioldgica. Por otro lado, el estudio de las dife-
rentes proteinas con actividad enzimdtica ha conducido al enten=
dimiento de las muchas funciones que desempefrian para Sfacilitar -
la entrada a las toxinas en los tejidos animales.

El1 progreso de la Quimica Orgdnica en lo gque se refie=
re a los adelantos a nivel de laboratorio, ha echo posible la -~
sintesia de polipéptidos con actividad bioldgica, 4si, se ha lo-
grado sintetizar un polipéptido con propiedades téxicas con la -
finalidad de comprobar los resultados obtenidos en las investiga
ciones realizadas y comprender de una manera clarae y precisa la
funcidn biold8gica que presentaen estas proteinas.

Una de las defensas que tiene el hombre para evitar, -
en su mayor parte, el dafo gue ocasionan estas proteinas, es la
produccidn de sueros a partir del veneno mismo, mediante esque—=—
mas de inmunizacidn en animales, principalmente en equinos. En -
el Instituto Nacional de Higiene se han realizado estudios sobre
la obtencidn de sueros polivalentes gque garanticen la superviven
cia de una persona mordida, pero no se han obtenido resultados =
satisfactorios, porgque no se tiene un conocimiento exacto de = =
nuestra fauna herpetoldgica, asi como de la especies de serpien—
tes gue causan un mayor nimero de victimas,
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Es necesario conocer la distribucidn geogrdfica de las
- . . LS 7
especies de serpientes gque eristen en la Republica Mexicana Yy -=
conocer datos estadisticos sobre su mordedura.

I.1 DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Es conveniente mencionar la distribucidn geogrdfica de
las serpientes venenosas de Hézrico para tener un mayor control -
en la distribucidn de los antivenenos correspondientes, con la -
finalidad de hacer llegar lo mds pronto posible dicho antiveneno
al lugar del accidente.

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

Desde un punto de vista puramente cienti{fico, la mayo-
ria de las serpientes deben ser consideradas COmO Uenenosas por
tener a cada lado de la cabeza atraes del ojo, una gldndula supra
labial mds o menos desarrollada gue produce una secrecidn visco=
sa capdz de ejercer una accidn tdéxrica y destructiva a los teji--
dos aenimales.

Prdcticamente, sin embargo, solo se consideran como ve
nenosas aquellas que, al momento de la mordedura, inoculen mds ©
menos profundamente en los tejidos animales la secrecidn viscosa
de sus gldndulas supralabiales.

Se puede asegurar que no hay lugar de la Repiblica He-
zicana desprovisto de serpientes venenosas. Principalmente la —-
gran altiplanicie Yy la vertiente del Pacifico estan hadbitedas --
por el género Crdtalus de la familia Crotalidae (v¥boras de cas=
cabel), gque en menor proporcidén se encuentran en los estados de
la vertiente del Golfo y en la regidén extrema del Sureste.

En la regién tropical himeda y boscosa de los estados
del Golfo hacia el Sur de la repiblica, habita el género Bothrops
6 Nauyacas, que se distribuyen ampliamente por Centro y Sudaméri
ca.

4 este género pertenece la especie Botrops atrox, Ser-
piente que junto con la especie Crdtalus terrificus causan muchas
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victimas. Sin embarge la cascabel Ccrétalus durissus, tiene un ve
neno muy téxico, gque aparentemente, no induce a la formacton de
anticuerpos en los caballos Yy sSu antiveneno, por consiguiente, =

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

Ezxiste otro género, el género Micrurus al gue pertene-—
cen las serpientes vulgarmente conocidas como Coralillos, género
perteneciente a la familia Elapidae gque 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 Repiblica Mexicana
476 especies y subespecies de serpientes, de las cuales 72 son =
venenosas. Las gque causan mayor nimero de intoxicacidn por morde
dura son las serpientes de la familia Crotalidae a la que perte-
necen, como ya sefalamos, los géneros Bothrops Yy Crétalus, 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 =
distribucidn geogrdfica y la estadistica de mortalidad por morde
dura en la Repiublica Hexicana. (1)(2)(3)(3a)

NOT4: Las estadisticas de mortalidad por mordedura de
serpiente por estados de la Repiblica Hexicana =
de 1970 a 1973 estan en proceso.
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TABLA No.l DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LAS ESPECIES DE SERPIENTES

FAMILIA FAMILIA

CROTALIDAE ELAPIDAE
Agkistrodon bilineatus X ¥icrurus euryxranthus Ni
Bothrops atrox X Kicrurus bernadi ¥
Bothreps bicolor S Micrurus browni S
Bothrops dunni S Micrurus diastema E
Bothrops godmani S Micrurus distans 7
Bothrops lansbergi S ¥icrurus elegans E
Bothrops nasutus F ¥icrurus ephippifer 4
Bothrops nigroviridis S Micrurus fitzingeri SE
Bothrops numnmifer SE ¥icrurus fulvius NE
Bothrops schlegelli Ny Micrurus laticollaris SH
Bothrops sphenophrys S ¥icrurus latifasciatus S
Bothrops undulatus SE " Hicrurus nigrocinctus S
Bothrops yucatanicus E Micrurus nuchalis SE
Crétalus atrox ¥
crétalus basiliscus [ 4
crétalus catalinensis Vg 4
Crétalus cerastes big 4
crétalus durissus S
Crétalus enyo vy
crétalus exsul N
Ccrdtalus intermedius S
Crétalus lepidus N
Crdtalus mitchellii N
Crdtalus molossus X
¢rétalus polystictus NHC
Crdtalus pricei vy
Crétalus pusillus S
Crétalus ruber yr
¢rétalus scutulatus i
Crétalus stejnegeri i
Crétalus tigris N
Crdtalus tortugensis yw
crétalus transversus (6]
Crdtalus triseriatus oz
Ccrétalus viridis v
Crétalus willgrdi bl 4
Sistrurus .catenatus ¥
Sistrirus ravus SC
Simbolos:
X: ampliamente distribuida E: Este
S: Sur H: Oeste

N: Norte . C: Meseta Central



TABLA No. 2

WORTALIDAD POR MORDEDURA DE SERPIENTE
DE LA REPUBLICA MEXICANA

1960 - 1973
4§08 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
11972 123 0.34
1973 118 0.32
TOTA4L 2096 0.41
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TABLA No. 3

HORTALIDAD POR MORDEDURA DE SERPIENTE EN DIEZ
ESTADOS DE LA REPUBLICA MEXICANA CON TASAS
PROMEDIO MAS ALTAS

1960 - 1969

No. de DEFUNCIONES TAS4A POR

ORDEN ENTIDAD FEDERATIVA 1960-1969 100000 H.,
Jhes Quintana Roo 21 3. 84
25 Qaxaca 347 177
3 Tabasco 88 1.48
4. Hidalgo 231 0. 9%
O Chiapas 107 0. 85
6. San Luis Potosi 96 0,76
7 Veracruz 224 0. 71
S Yucatan 50 0. 69
9. Puebla 138 0. 60
10. Campeche 12 0. 58
Repiblica Mexicana 1554 060,37
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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 PROM. DEF.

ORDEN ENTIDAD FEDERATIVA 1960~1969 %
1. Oazaca 35 22,4
2e 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 g 5.8
8. Kichoacan b 3.2
S. Yucatan 5 3.2

10. Jalisco 4 2.6

S UK 4 127 81.6
Repitblica Mexicana 155 100.0
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TABLA No. 5

*MORTALIDAD POR GRUPOS DE EDAD

POR MORDEDURA DE SERPIENTE

DE 1A REPUBLICA MEXICANA

11960 - 1973
2 *rasa por 100 000 habs,
> GRUPOS _DE _EDAD

ANOs 0 - 4 5> - 14 15 - 24 25 = 44 45 - 64 65 y mis TOTAL

: No. Tasa No, Tasa No, Tasa _ No. _ Tasa _ No, Tasa No, Tasa No. Tasa
1960 4 0,07 21 0,21 31 0.46 54 0,67 30 0.76 8 0,60 148 0.41
1961 12 0,21 34 0.34 31 0.46 45 0,56 25 0,63 10 0,75 157 0.43
1962 40 0,70 23 0.23 28 0.42 51 0,63 33 0.84 11  0.83 186 0.52
1963 11 0.19 26 0,26 19 0.28 44 0,55 23 0,58 13 0,98 136 0.38
1964 6 0,11 36 0.36 25 0,37 38 0.47 28 0,71 10 0,75 144 0.40
1965 11 0.19 22 0.22 21 0.31 37 0.46 40 1.01 13  0.98 144 0,40
1966 12 0.21 28 0.28 27 0,40 54 0.67 31 0.79 14 1,05 166 0.46
1967 29 0.51 25 0.25 30 0,45 45 0,56 28 0,71 18 1.35 173 0.48
1968 22 0.39 24 0.24 28 0,42 43 0,53 31 0.79 16 1,20 164 0.45
1969 17 0.30 20 0.20 23 0.34 36 0,45 26 0.66 14 1,05 136 0.38
1970 24 0,42 19 0.19 23 0.34 38 0.47 29 0.73 16 1,20 149 0.41
1971 32 0,56 21 0.21 22 0.33 33 0,41 31 0.79 13 0.98 152 0.42
1972 14 0.25 22 0.22 24 0.36 35 0.43 19 0.48 9 0,68 123 0.34
1973 15 0.26 9 0.09 25 0,37 40 0.50 20 0,51 9 0,68 118 0.32
Total 249 0.31 330 0.23 357 0,38 593 0.53 3% 0.71 174 0,93 2096 0.41



TABLA No. 6

DEFUNCIONES POR GRUPOS DE EDAD POR MO-B.DEDUHA
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 mds 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
CON DIAG. HED. SIN DIAG. MED. TZOTAL

4508 No. No. % No.

1960 23 15.6 125 84,56 148 100
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 Il 7 112 68,3 164 100
1969 40 29.4 96 70.6 136 100
1870 61 42,3 88 61.1 149 100
1971 74 48. 6 .78 51.3 152 100
1972 No existe el dato No ezxiste el dato

1973 40 33.8 78 66. 1 118 100
TOTAL 668 33.8 1305 66.1 1973 100
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Fr. 1 EL VENENO

El veneno, en general, es una compleja mezcla de compo=
nentes principalmente proteinas que constituyen de un 90 a un 92%
de su peso seco, muchas de ellas con actividad enzimdtica conte--
niendo mds de un principio térico, los cuales son polipéptidos —-
fuertemente bdsicos.

Los materiales orgdnicos no proteicos, fdsforo inorgdni
co e iones metdlicos y no metdlicos, son componentes que entran =
en menor proporcidn.

El veneno varia en contenido y composicidén en los dife=-
rentes géneros y especies. Kl veneno del crdtalus y bothrops es =
un liquido ligeramente espeso, amarillo, sin olor y de sabor de——
bilmente estiptico. 41 secarse forma especie de cristales de di--
versos tamafos, no es completamente soluble en agua destilada; a
baja concentracidn, 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)

II.2 PROPIEDADES FISICAS

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

PROPIEDADES FAMILTA FAMILIA
ELAPIDAE CROTALIDAE
Solubilidad en H20 destilada 99.5% 80%
Solubilidad en soluciones salinas 99.5% 95%
P de la solucidn en H20 destilada 6.6-7.0 5.5
Viscosidad relativa 1.5-2.5 2.0
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II.3 CONSTITUYENTES QUIHICOS

El andlisis del veneno dellas serpientes did un panora
ma general de los constituyentes quimicos, COmo Se puede obser--
var en lao siguiente tabla:

TABLA No.8 CONSTITUYENTES QUIMICOS *

CONSTITUYENTE FAMILIA FAMILIA
ELAPIDAE " CROTALIDAE

Vitrdgeno total 17% 12%
Proteinas 94% 90%
Fésforo total 9.4/100 mg. 14.0/100 mg.
Fésforo inorgdnico total 5.5/100 mg. 5.5/100 mg.
Albumina
Globulina v
Jones metdlicos: Na 1.86%

X 0.22%

zn 4.6% 0.078%

Ca 0.45%

Hg 0.12%

Fe 0.028% 0.049%

Co 0.007%

REFEREUWNCTIA4 () (5)




El nitrdgeno fué determinado por el método de Kjeldahl,
el porciento de protetfna fué estimado por el método de Biuret --—
(6), el fésforo total se determind usando el método de Fiske y =
Subbarow (7) con una modificacidn de Bartlett (8); mientras gue
el fésforo inorgdnico fué determinado siguiendo el método de - -
Karl-Kroupa (9). Los iones metdlicos fueron determinados por el
uso de un espectrofotdémetro de absorcidn atdmica.

Estos datos indican, que aparte del nitrdégeno proteico
(90%), existe también nitrdgeno no proteico que puede exhibir ac
tivided bioldgica. El estudio del contenido del fésforo, nos = -
muestra la presencia de compuesStos fosforilados; el fésforo inor
gdnico es totalmente despreciable, no se conoce si éste fdsforo
es un producto de degradacidn & es un constituyente del veneno.

4] comenzar los estudios de los venenos se pensaba que
la toricidad era ejercida por las enzimas presentes en el veneno
pero después de varias investigaciones se logrd diferenciar la -
toricidad de la actividad enzimdtica. De esta manera se logrd ha
cer una clasificacidn de los constituyentes proteicos agrupdndo-
los en tres grupos principales: a) Proteinas con propiedades té-
ricas (Toxinas), b) Proteinas con actividad enzimdtica (Enzimas)
y c¢) Proteinas con actividad bioldgica desconocida.



GAPITULO III

TOXINAS
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La mayoria de los trabajos desarrollados durante los -
dltimos anos, estan relacionados con una solo familia, la fami--
lia Elapidae y particularmente el género Naja al que pertenecen
las Cobras; en la Repiblica Mexicana no eriste ninguna especie -
de Cobra, pero la similitud gque 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 ¢ltimos. Por —-—
otra parte, el estudio del veneno de una familia, sirve como = =
gufa para el estudio de otro veneno de la misma familia & de o--
tra diferente, porque las técnicas usadas para ese [fin son igua-
les.

El veneno de una serpiente es una compleja mezcla de =
diferentes compuestos, la mayoria de ellos son proteinas con ac—
tividad enzimdtica. Durante los éltimos afos han sido separadas
y perfectamente caracterizadas nds de diez enzimas. (10)(11)(12)
Varios investigadores han trataedo 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 fué probado que el efecto
Jletal se debe a polipéptidos de bajo peso molecular y térmicamen
te estables llamados Torinas (19)(20), sin embargo, el envena- =
miento ocurre por la accidn combinada de todos Ios componentes -
del veneno. (21)(22)

Para poder conocer la naturaleza de las substancias td
ricas se débenr.tenér en cuénta los siguientes puntos: (1) 4disla-
miento y purificacidn de las tozinas responsables de la toxici--
dad del veneno; (2) la Determinacidn de sus estructuras y; (3) -
la Clerificacidn de la relacidn entre la toxicidad y la estructy
ra.

III.1 AISLAMIENTO

Las torinas pertenecientes a la Sfamilia Elapidae, espe
cialmente las que corresponden al género Naja, han sido estudia-
das ampliemente; a estas toxinas se les conoce como Neurotoxinas
por tener propiedades neurotozicas.
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TABLA No., 9 COMPOSICION AMINOACIDA DE LAS NEUROTOXINAS TIPO I

Género Naja Naja N. N. N. N. N, N liemachatus Dendroaspis
Especie Naja Nigri- Naja Nivea Haje Haje Nivea ilelano- Hemachatus Polylepis
Subespecie Atra collis Oxiana Haje leuca Polylepis
Nombre F-1 Cobro- Toxina Toxi~ Toxi- Toxinas Toztie Tozxi- Toxinas Toxina
Aminodcido toxina (% na & na o I 1 II° na B na d 1I IV P
Ac. Aspértico 8 8 7 8 7 7 7 7 5 5 7 9 5 5
Treonina 8 8 8 6 7 7 7/ 6 5 5 7 7 9 )
Serina 4 4 2 4 4 4 4 4 3 3 4 3 4 4
Ac. Gluténico 7 7 6 6 7 7 7 8 7 5 7 5 8 5
Prolina 2 2 5 4 4 4 4 4 4 3 4 5 4 2
Glicina . 7 7 5 5 5 5 5 5 6 6 5 5 5 5
Alanina — o= == = < - - = = — — = - 1
Hemicistina 8 8 8 3 8 8 8 8 8 8 8 3 8 8
Valina 1 1 2 2 ik 1 1 1 2 2 2 1! 1 2
letionina — —_ — —_ —_ —_— = it it 1 1 = G =
Isoleucina 2 2 3 2 3 3 3 5 5 5 3 3 i 4
Leucina i 1 2 2 il 1 1 == == = == 2 2 —
Tirosina 2 2 1 1 il 1 1 1 2 2 1 1 il 4
Fenilalanina — —_— — o — = == e = — e o e =
Lisina 3 3 6 5 6 6 6 6 6 7 6 4 6 6
Histidina 2 2 2 2 ) 2 2 2 2 2 2 2 2 3
Arginina 5 6 3 4 4 4 4 4 4 6 3 5 4 5
Triptofano 1 P 1 1 it 1 il i 1 ik i 1 ik 1
Residuos Totales 61 62 61 61 61 61 61 61 61 61 61 61 61 60
HN-terminal Leu Leu Leu Leu Leu Leu riet Met Leu Leu Arg
C~terminal Asn Asn Asn Asn Asn Asn Arg Asn Asn Lys Tyr
Referencia 29 31 32 32b 34 33 138 138 138 39 139 140 140 141



TABLA No. 10 COMPOSICION AMINOACIDA DE LAS NEUROTOXINAS TIPO II

Género Naja Na ja Na ja Naja Na ja Naja Naja Naja Dendroaspis Ophiofagus Bungarus
Especie Naja Na ja Naja Naja Naja Melano- Haje Nivea Polylepis Hannah Multicinctus
Subespecie Na ja Naja Siamensis Kaouthia leuca Polylepis

Nombre Toxi- Toxi- Toxi- Cobra Toxi- Toxina Toxi- Toxi- Toxi- Toxi=- Toxi- Toxi- & =Bungaro-
Amino4cido na A na 3 na 4 Negra na 3 na III na & na Y na na a na b toxina
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Esta familia es originaria de Asia y Africa y las neu-
rotozrinas aisladas tienen 61-62 & 71-74 restos de aminodcidos ¥y
pueden ser agrupadas convenientemente de acuerdo a este nimero -
de restos; el primer grupo Sfué designado como Neurotoxinas tipo
I & cortas y el segundo grupo como HNeurotoxinas tipo II & largas
(Tablas 9,10). Probablemente su pegquefio tamano molecular y sSu —-
fuerte carga positiva explican su baeja actividad antigénica (23)
(24) y su rdpida adsorcidn cuando son aplicadas a los tejidos --—
conjuntivos de los mamiferos. (25)

Las neurotozxinas tipo I contienen 8 hemicistinas o 4 -
puentes disulfuro; una conclusidn notable, es que todas las neu-
rotoxinas tipo I de la familia Elapidae son similares de especie
a especie y de origen geogrdfico. Las toxinas pertenecientes a =
la familia Crotalidae no han sido investigadas tanto como las de
la familia Elapidae, su composicidn en aminodcidos estd resumida
en la Tabla No.ll; generalmente tienen pesos moleculares mds al-
tos que los de la familia Elapidae, con excepcidn de la crotami=-
na.

Un veneno contiene mds de un componente téxrico, en mu=-
chos casos un veneno ha sido simultaneamente estudiado por dife-
rentes énvestigadores (Tabla No.12) y asi nos encontramos con di
ferentes nombres asignados e una misma toxrina, por ejemplo, la -
torina F-1 (Table No.9) aislada del veneno de la serpiente Naja
neja atra, es idéntica a la cobrotozina aislada por Yang y cola-
boradores (26)(27). La toxina A (28) es idéntica a la toxinra 3 é
4 de Karlsson (Tabla No.10). (29)

Yang (30) aisld un polipéptido neurotdrico designado -
como cobrotorina del veneno de la serpiente Naja naja atra. Ha -
sido separado en estado cristalino por una precipitacidn con sul
fato de amonio seguida de una cromatografia sobre una columna de
carborimetil celulosa (Cl-celulosa) y después una cristalizacidn.

Le celulosa se preparo por un lavado de una solucidn =
de cloruro de sodio 0.5¥ e hidrdxido de sodio 0.5M. Posteriomen=
te se lavd con agua, se suspendid en una solucidn buffer de ace-
tato de sodio 0.005H, PH 5,8 y se introdujo en una columna.

La fraccidn térica del veneno separada por una precipi

. . A 74
tacidn con sulfato de amonio, fué SUJBEG a la cromatografia; pa-
ra ello se usaron 320 mg. de la fraccidn en 5 ml. de la solucidn

0=



TABLA No,11 COMPOSICION AMINOACIDA DE OTRAS TOXINAS
Género Crétalus Crétalus
Especie Terrificus Durrisus
Subespecie Terrificus Terrificus
Crotoxina Crotoxina
Nombre Crotoxina Crotoxina Proteina Protefna Crotamina
Amtnofeddo Acida Bisica
Ac. Aspértico 24 19 10 9 3
Treonina 11 10 4 6 -
Serina 12 211 5 6 3
Ac. Glutémico 15 20 13 8 2
Prolina 12 10 5 5 4
Glicina 20 18 9 10 5
Alanina 12 11 5 6 —
Hemicistina 14 21 11 11 4
Valina 4 3 il 2 -
Metionina 4 2 1 2 i
Isoleucina 6 7 3 4 1L
Leucina 7/ 7 1 7 1
Tirosina 14 11 3 9 1
Fenilalanina 16 8 3 6 2
Ligina 12 11 2 9 11
Histidina 4 3 1 2 3
JArginina 13 10 10 8 2
Triptofano 6 3 1 2 3
Residuos Totéles 206 185 88 112 46
N-terminal
C-terminal
Referencia 144 145 145 146 73



buffer de acetato de sodio 0.005k, PH 5.8, aplicandose a la colum
na de cromatografia (2 x 26.5 cm.), la cual fué equilibrada pos—

teriormente con el mismo buffer. Después de la completa adsorcidn
la elucién'fué conducida incrementando Ia concentracidén de la ==

sal y el PH. Cada fraccidn de 5ml. fué recolectada en un rango -

de 20 ml. por hora y la concentracidn de la proteina fué determi

nada por el método de Folin. La fraccidan que dié mayor contenido

de proteina fué sometida a otra cromatografia siguiendo la misma
técnica para una purificacidén mayor de la tozxira.

Para la cristalizacidn de la toxina, se afiadid sulfato
de amonio a la fraccidn de mayor contenido en proteina hasta la
precipitacidn de la toxina. Despiés de 5 horas bajo rejfrigera—-—-
cidn, los cristales empezaron a formarse, separdndose por centri
fugacidn, fueron disueltos en una peguefia cantidad de agua para
una recristalizacidn con sulfato de amonio; la recristalizacidn
se hizo tres veces mds.

La torine mostrd ser homogenea y tiene una letalidad -
6-7 mds grande que el veneno original Yy constituye la principal
proteina tézica en los venenos de las cobras. Los estudios quimi
cos (31) han mostrado que la cobrotozrina es una pequera proteina
bdsica, consistente de una cadena peptidica simple de 62 resi- =
duos de aminodcidos, con cuatro puentes disulfuro intracatena— -
rios, con leucina como aminodcido N-terminal y asparagina CoOmo =
carbozrilo terminal. La toxina estd compuesta de 15 aminodcidos =
comunes y carece de alanina, metionina Yy fenilalanina. La secuen
cia aminodcida completa y la posicidn de los puentes disulfuroc =
en la cobrotoxrina tambien ha sido establecida (Tabla No.9,14) --
ifige 3. (26)

Dos tipos de toxinas e harn sido aisladas del venenc de
la especie FNaja nigricollis y Naja haje haje respectivamente; el
primer aislamiento se hizo por cromatografia de intercambio ioni
co sobre amberlita IRC-50 (32), de acuerdo al siguiente procedi-
miento: 1.10g. de veneno fueron disueltos en 10 ml. de una solu-
cidn buffer fosfato de sodio 0.034, 7.3; la solucidn fué cla-
rificada por centrifugacidn y se aplicd a una columna de Sepha-—-—
der G-75 (3.2 x 80 cm.). La elucién se hizo con el mismo buffer
¢ 17.5 ml. por:hera y el eluyente fué colectado en fracciones de
10 ml., leyéndose a 279 mM Y obteniéndose la siguiente grdfica.

=30



<23 Toxina oL

Toxma B

1.0 1

§§Nﬂp

AN

1

&0 200

50 100
i
Feaccion No.

Las fracciones gque contienen tozina« (area sombreada) =
fueron mezcladas y la solucidn (250 ml.) Sfué aplicaeda directamen
te a una columna de emberlite IRC=50 (3.2 x 45 cm,) equilibrada
con una solucidn buffer fosfato de sodio 0.28K, PH 7,3. La colum
na se eluyd con este buffer a 30 ml. por hora. Los primeros 150
ml., obtenidos fueron separados Yy después se recogieron fracciones
de 6 ml. cada una y entonces cade fraccidn fué leida a 279 mM pa

ra obtener la grdfica siguiente.
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Las fracciones con la toxinast fueron diluidas diez ve-
ces y la solucidn fué aplicada a otra columna de amberlita IRC-—
50 para una recromatografia; el rendimiento de la toxina & obte~
nida fué de 25mg. gque corresponde al 2.3% del veneno.

£l segundo aislamiento se hizo por cromatograftia gra=-
diente en una columna de amberlita CG-50 (130 z 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 0O.1H, PH 7.3; la -
solucidn fué centrifugada y el sobrenadante fué aplicade a la co
lumna. Después de una elucidn inicial de 500 ml. con el buffer =
fosfato de sodio a la misma concentracidn y P, la concentracidn
fué cambiada a 0.5H. La velocidaed de flujo fué de 300 ml. por h.
y el diluyente fué colectado en fracciones de 20 ml.
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La fraccidn mds tdézica fué diluida con 1.6 voliumenes e
e agua destilade Y recromatografiada bajo idénticas condiciones
vevamente la fraccidn tdzxica se diluyé con el mismo volumen de
gua Yy se recromatografié sobre una pequefia columna de amberlita
G-50 (40 z 0.9 cm.). Se eluyd con buffer 0.5 para concentrar a
a torina en un peguenro volumens Jla solucidn concentrada se apli
4 @ una columna de sephadex G-50 (66 z 2.5 cm.) en buffer aceta
o de piridina 0.2, P 5.8, para sSu purificacidn y al mismo = -
iempo, le actividad de la enzima fosfodiesterasa la cual fué a-
ociada con la tozina, fué separada obteniendese el 1.7% por pe=
0o de venenoc.
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En afos recientes, Botes y colaboredores (34), aisla—--
on tres toxinas del venenoc de la serpiente Naja nivea designdn-
lolas como tozxinasel, B y &, por cromatografia de intercambio id
vico sobre amberlita CG-50 seguida por cromatografia sobre una =
~olumna de CH-celulosa Yy filtracidn de gel en sephadexr G-50. La
rorina mostrd ser la toxina mds bdsica; la tozina d tiene una se
cuencia y composicidn aminodcida idéntica a la toxina«de la ser

piente Naja haje haje. (33)

La crotorina, el principio neurotdxrico del veneno de =
la serpiente de cascabel crdtalus durissus terrificus fué aisla-
da en forma cristalina en 1938; de acuerdo a estudios recientes,
la torina es un complejo formado por una proteina dcida y otra -
bdsica. (35) La proteina dcida tiene un punto isoeléctrico de ==
8.6 y un peso molecular de 12 000. Es interesante hacer notar ==
que la neurotorieidad de la crotoxina requiere de la accidn de =
las dos proteinas, mientras que la actividad hemolitica en pre--
sencia de lecitina reside solamente en el compuesto bdsico.



TABIA No.12 TOXKINAS AISLADAS DE LOS VENENOS DE SERPIENTES

ghaske mapscae %2§12:nota los re Rets
siduos por molécu
la purificada
Familiasl
Elapidae
Na ja Naja naja atra Cobrotoxina (62)* 30
Naja nigricollis Toxina ol (61) 32
Naja haje haje Toxina o (61) 33
Toxina I (61) 138
Toxina II  (61) 138
Toxina II* (61) 138
Toxina III (71) 138
Naja nivea Toxina & (71) 34
Toxina B (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 3¢ (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
0. hannah Toxina a {73) 142
Toxina b (73) 142



continua TABLA No.12

T
énero Especie ($§iggnota los re Ref.
siduos por molécu
la purificada
milias
apidae
machatus H. hemachatus Toxina II  (61) 140
Toxina IV  (61) 140
ngarus B, multicinctus o -bungarotoxina 147
(74)
techis N, escutatus Toxina (119) 146
escutatus Toxina 1 (60) 146
Toxina 2 (70) 146
Toxina 5 {120) 146
ndroaspis D. polylepis Toxina o  (60) 141
polylepis Toxina ¥ (72) 141
otalidae:?
-$talus C. terrificus Crotoxina  (206) 35
terrificus !
C. adamenteus Toxina (82-84) 149



El1 componente baszco es una fosjfolipasa 4, cuya activi
ad especifica es dos veces mds alta que la de la crotoxina; por
tro lado la toxicidad fue dos veces mds alta que la de la fosfo
ipasa 4; el componente dcido (crotapotima) carece de toxicidad

actividad de fosfolipasa 4. (36)

Los pesos moleculares de varias neurotoxinas de dife-—-—
entes serpientes estdn resumidos en la Tabla No. 13. Huchos Jue
on calculados a partir de lIos datos sobre su composzczén en ami
odcidos; algunos fueron determinados por la combinacidn de los
oeflczentes de sedzmentaczon y constantes de dzfuszon, equili=-—
rio de sedimentacidn o filtracidn 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.
n contraste con las neurotozinas tipo I y II de la jfamilia Ela-
idae, el peso molecular de las neurotoxinas de la familia Crota
idae, tienen un ualor mucho mds alto que oscila entre 16 000 a
1 000 corn excepcidn de la crotamina gue tiene un peso molecular
e 5 474.

La diferencia en tamario molecular de las neurotoxinas
ntre diferentes especies, tzene una zmplicaczdn nuy significan—
e en la rapidez de aparicidn de los sintomas de envenenamiento.
os sintomas 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 viboras de cascabel y bothrops no
ausa trastornos inmediatamente sino hasta después de wvarias ho-—
as ¢ dias; esto es debido al tamaro, las toxinas de la familia
lapidae ,son mds pequefias que las de la jhmilza Crotalidae y por
sta rezdn se difunden mds rapidamente en los drganos vitales ==
ue aquellas, ejerciendo de inmediato su accidn tdzica.

—G 5~



TABLA No,13 PESOS MOLECULARES DE LAS NEUROTOXINAS

Género Especie Toxina Métodos Ref.,
Composicidn Equilibrio de Gel
Aminodcida Sedimentacién
Familia?
Elapidae ;
Naja N.N.4tra Cobrotoxina 6959 26,31
F-1 6803 29
Naja naja Toxina 3 7834 29
Toxina &4 7807 29
Toxina & 7802 28
N.N.Siamensis Toxina 3 7820 8000 29
Toxina 3c 6798 8200 4600 29
Toxina 5 6875 9600 500u 29
Toxina 7c 6985 9500 4200 29
N.Nigricollis Toxina e¢ 6787 6900 32
N.Haje Toxina I 6843 138
Toxina II 6857 138
Toxina II* 6887 138
Toxina IIT 7306 138
Toxina o( 6845 33
Naja Nivea Toxina o 7897 8300 34
Toxina P 6973 7300 39
Toxina & 6834 7000 34
Béngarus B.Multicinctus o -Bungaro 7840 143
toxina 7904 8000 140



continua TABLA No,13

Género Especie Toxina Métodos Ref.
Composicién Equilibrio de Gel
Aminoé4cida Sedimentacién
Hemachatus H.Hemachatus Toxina II 6838 140
. Toxina IV 6831 140
Notechis N.Scutatus Notexina 13574 10000 148
Scutatus
Dendroas- D.Polylepis Toxina & 7939 141
pis Polylepis Toxina ¥ 8034 141
Crotalidae:
Crétalus C.Terrvificus Crotoxina 30000 144
Terrificus
C.Durrisus Crotoxina 21000 21000 35
Terrificus Crotamina 5474 35



III.2 SECUENCIA Y COMPOSICION AMINOACIDA

Datos recientes sobre las propiedades de un nimero de
torinas, llevd a suponer un alto grado de semejanza d identidad-
en sus funciones, excepcionalmente ricas en residuos.de hemicis-
tinas los cuales estan en la forma de uniones disulfuro. Otra ca
racteristica comién, es el alto contenido de treonina y serina, -
con grupos OF en un rango de 8 a 14 y altas cantidades de dcido
aspdrtico, escencialmente en la forma de amida. Las neurotozxinas
tipo I de diferentes cobras tienen en comin 15 aminodcidos, pero
carecen de alanina, fenilalanina y metionina 6 leucina. En con=-—
traste, las neurotoxinas tipo II consistentes de 71-74 residuos,
contienen aminodcidos generalmente ausentes en las neurotoxinas
tipo I; tienen de £ a 5 residuos de alanina y de 1 a 3 residuos-
de fenilalanina. Kientras gue las neurotozxinas tipo I son ricas
en dcido glutdmico y pobres en valina.; las neurotorinas tipo IrI
son totalmente lo opuesto. La abundancia de aminodcidos hidrofd-
bicos en las toxinas largas puede explicar, por lo menos en par-
te, la irreversibilidad de su accidn neuromuscular bloqueante.

Los datos sobre la composicidn en aminodcidos estdn da
dos en las Tablas 9, 10,

Uno de los mds notables hallazgos en los estudios so--
bre la secuencia aminodcida de las neurotoxinas tipo I & cortas,
es que las posiciones relativas de los residuos de cistefna son
idénticas sin considerar la especie y el origen geogrdfico (Ta--
bla No.l14). Por conveniencia, cada fraccidn de la neurotoxina, =
es identificeda por un niumero a partir del nitrdgeno terminal al
siguiente residuo de cisteina. Puesto que el 60. y 70. residuo -
de cisteina estan proximos uno del oiro, no se asigna nimero a -
la fraccidn.

Haciendo una comparacidn 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.

=dif=



TABLA No. 14 SECUENCIA AINUACILA DE LAS NEUROTOXINAS TIPO I
F=1 F-2 F-3 F-4
Especie Toxina Ref, .

aja Naja Atra Cobrotoxina 26 Leu-Glut-Cyst His-Asn-Gln-Gln-Ser-Ser-Gln-Thr-Pro-Thr-Thr-Thr-Gly{-Cyst-Ser-Gly-Gly-Glu-Thr-asnt-Cys—-Tyr-Lys-Lys-arg-Trp-Arg-
aj& Haje Haje ol 33 " Gln‘ " " " " " " " Pro " " i LYS_Thr l,ro " e " " n X " " "
8ja Nivea ﬁ 34 mt-Ile "n " " " " n " " Pro " 1" Ile_Lys_Thr " l)ro " e " " 1" " n " " 1" " "
aja Hivea 6 34 11 Gln " " " " " " " " Pro " " " LyS_Thr " Pto " e " " " " n n " " " 1"
aja lielanoleuca d 139 et W " "n " " " " " " Pro " " " LyS " " Pro ' e s " " " n n Gln " Ser-
aja Nigricollis ol 152 " " " " i " " " " "n Pro " " " Lys_’rhr " Ero " S " " " " " " n Val 1" n
endroaspis Polylepis ot 56 Arg-Ile| " Tyr " His " ' Thr-Thr-Arg-Ala " ' Lys-Ser| " |Glu —~ — " Agn-Ser| " il | Y Tyr e
emchatus Hemchatus II 140 ”n " " " 1" " n " 1" " l)ro " " " Lys_ser " t)ro " —h Asp " " " " Asn " 1 11 1"
emachatus Hemachatus v 140 " i " " " " " " " " " " " " Gln-Thr " Pro " — " " " " n " n Gln " Ser-
aticauda Semifasciata Erabutoxinab 151 Arg-Ile| » | Phe ** * His = * * Pro-Gln » » Lys-Thr| » | Pro-Ser " Ser=Glu-S £ ! His " Gln '* Ser=-

F=-4 ¥-3 F-6 F=7 F-8
__Especie Toxina
aja Naja Atra Cobrotoxina Asp-His-Arg—Gly-Tyr-Arg-Thr-Glu-Arg-Gly+-Cys+-Glys—Cys+Pro~-Ser-Val-Lys-Asn-Gly-Ile-Glu-Ile-Asnt—Cys —Cys-—Thr-Thr-Asp—nrg"—Cys-—ﬂsn-Asn.
aja Haje Haje a " " " " Ser-Ile " (1] " n " " " " " "n (1} Lys " " " i " f1 i " " 1 LyS g " "
aja Nivea P " ——— " " Thr_Ile_Ile " " n " 1" " " "n " " L s n val_Gl n T r " " L s " n L s 'I| ooy AT
aja Nivea 6 " " " n Ser_Ile " 1" " n " " 1] " " " " Lzs " " Ily " X " " X " " Lys i 11} llg.
aja Helanoleuca d " " " " Thr_]'_le_lle " " i i n " " "n. " " Lys " Val-L s " " " " " " " X " " "
aja Nigricollis VA n " " " " Ile_Ile " " " " i " i vrhr " " X " " L;S_laeu " " " 1" " " Lys " " "
endroaspis Polylepis & " uw o oon " Thr-Ile-Ile " " " e ) ] " Lys " " Pro " Val-Gly " His| " " | Gln-Ser ! Lys| " N Tyr,
emchatus }lemchatus II " " " " " Ile_Ile " i " " " " " Thr " " Pro " " Asn_Leu_LyS " " " " " 1 " "
mchatus Hemchatus Iv " " " n Ser " " " " " " n " n Thl’ " " Pro n " Lys_Leu_Lys " n " " " " " " "n
aticauda Semifasciata Erabutoxina b W Phe I The=Tle-Tle it I u 2 A " Thy " " Pro " " lys-Leu-Ser| " Il " | Glu-Ser-Glu-val] " B!

Nota: La secuencia de la Cobrotoxina se tomé como referencia para las deméds,
sin que ésto quiera decir que sea la secuencia bésica para las Toxinas
— denota que no existe el residuo.
" denota que el residuo de la Toxina en turno es igual al residuo co -

rrespondiente al de la Cobrotoxina.
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FRACCION 4. Generalmente hay 16 residuos con la excep-
cidn de una especie.

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

FRACCION 6. Hay 10 residuos.

FRACCION 7. Hay 4 residuos.

FRACCION 8. Hay 1 8 2 residuos. El primer residuo es -
siempre asparagina.

Hientras que las neurotoxinas tipo I contienen 8 resi-

uos de cisteina o 4 puentes disulfuro, las neurotoxinas tipo II
ienen 10 cisteinas & 5 puentes disulfuro (Tabla 15). Comparando
os dos tipos, aparecen ciertas semejanzas las cuales son ilustra
as en la figura nimero I1; si consideramos el 4o. y 50. residuo
e cisteina del tipo II como una insercidén a la fraccidn 4 del -

ipo I,

la posicidn relativae del resto de los residuos de cistei

a, es igual para los dos tipos. Por ésta razdn se asignan segmen
os 4a, 4b y 4c a la porcidn comprendida entre el 30. y 60. resi
uo de cisteina en la secuencia aeminodcida perteneciente a las =
eurotoxinas tipo II.

Los puntos caracteristicos a las neurotoxinas tipo II

stan resumidos en las siguientes conclusiones,fabla 15:

FRACCION. 1. 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, eristiendo variaciones en
los residuos intermedios.

4c. Hay 10 residuos.

" FRACCION 5. Los 3 residuos son idénticos sin conside--—

rar especie, género y lugar de origen.

FRACCION 6. Hay 10 residuos y son algo variables.
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TABLIA No. 15 SECUENCIA AMINOACIDA DE LAS NEUROTGXKINAS TIPO II
F-1 F=2 F-3 F-4a F-4b
| Rapaain —Joxina Ref, . : -
(=4 - = . - = -] - - — - - — - - -G — -’ - - - ~Trp== o) - - -
<1 il N e eonelSprie el SRl St qiclle - — TR ApClyE AL & Gl Tiags e oy tAgp-Asacie 1 Oyer Sl
Naia Naja Siamensis 3 40 " " L n. on " n " Jle " " Lys-Asp oy " " Agn M " Sy " " i1} " Thy M " " Ala " SBer-Ile-
Naja Naja A 28 wooon " R " TS " T = " v Gly A il
Bungarus Multicinctus ol-Bungarotoxina . 143 " Val | " | His-Thr ' Ala-Thr-Ile-Pro ' Ser Val- H " Pro " Glu-Asn-Leu| " L Al Wl Ala ' | Ser-Ser-
Dendroaspis Polylepis Y 53 Arg-Thr | " | Asn-Lys ' Phe-S8er-Asp-Gln '" ‘Lys - - < " Pro ' Glu-Agn-Ile | " IR The & ! Ala-Txp| " | Ser-Gln-
F-4c F-5 F-é -7 E-8
Especie Toxina
o - -Val-Asp-Leu-Gly-+-Cys-FAla-Ala-Thr--Cys<-Pro-Lys-Val-Lya-Pro- -Asn-Ile-Lys+Cys ~+Ser-Arg-Asn-Asn-+Cve- isn-Pro=rhe-Pro~" ~Lys-Arg-8
L e ¥ AneCly-lys-Are-Val Asp-las Sy [EacpilacAla- T CyeT-Pro-lyeVal-Lya-Fro-Gly-Val-Apn- Tie-Lys{-Gys- Cys- Ser-Aun-fan-hsa L ye 1am-ero=zha- B The-hxg-Lys-sxg-Sov.
Najn N&ja Siamensis 3 " " " " " " " " " " " " " " Thy " Thr " " Asp " Gln " n " Thr—AsE " " " " " " " " " n Pro:
Naja Naja A Wt o gk o e W " TR " " Thr " Arg-Thr " " Asp " Gln| " " " Thr-Asp-Asp | " [Agp " " " n w o w peg’
Bungarus Multicinctus «-Bungarotoxina ! s /- S A ~ [ T i 1 i R & " Ser-Lys " '" Tyr-Glu-Glu-Val-Thr | " i "  Thr-Asp-Lys | " """ His-Pro '' Lys " Glu-Pro-Gly.
8 -4 Y 2 P oy y
Dendroaspis Polylepis r " " " " " Glu " " " " " 1" " " n ( " Ala " " Glu " " 1" "' Thr-Asp-Asp " " Lyg ' Gln—Gi'y-Lys—Pro 0 2

Nota: La secuencia de la Toxina o se tomd como referencia para

= ta que
" significa

no existe el residuo.

las demés.,

que el residuo de la toxina en tarno es igual al resi-
duo correspondiente al de la Toxina.
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FRACCION 7. Hay solamente 4 residuos.

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

La posicidn de la unidn disulfuro de las neurotoxinas
ipo I fué identificada para la cobrotoxina (37)"y las erabutozi
as a y b (38). Es muy probable gque todas las neurotoxinas ten-—--
an idénticas uniones disulfuro en la misma posicidn. La posi- =
idn de las uniones disulfuro pertenecientes al tipo II fueron -
ambién identificadas (39) y se presume que todas estas toxinas
ienen la misma configuracidn. La estructura bidimensional del =
ipo I y II estd ilustrada en las figuras 2 y 3.

4ién cuando las neurotoxinas tipo I y II difieren en el
Umero total de residuos de aminodcidos y de cisteina, hay una -
otable semejanza entre ellos, especialmente cuaendo los dos resi
uos de cisteina extra en el tipo II son considerados como parte
e la fraccidn 4, la semejanza de los dos tipos es sorprendente.
'sta suposicidén parte del echo de gue la molécula evoluciona de
na forma simple a una mds compleja. La evolucidn del tipo I al
T puede ser visualizada, cuando dos residuos de cisteina son in
roducidos en la fraccidén 4 de las neurotozinas tipo I y una - -
nidn es formada ahf.

Otra diferencia entre los tipos, es el alargamiento de
as fracciones 5 y 8. Por consiguiente, la evolucidn de las neu-
otoxinas tipo I a la tipo II debe ser realizada por dos princi=
ales cambios: formacidn de la unidm disulfuro en la fraccidn 4
) alargamiento de las fracciones 5 y 8. Fig. 2.
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Figura No.1l

Diagrama esquemdtico de las Neurotoxinas
Tipo I y II mostrando las similaridades
en las posiciones relativas de los resi-
duos de Hemicistina.
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III.3 BSTRUCTURA

Para localizar las uniones disulfuro en la molécula de
la cobrotozina, la toxina fué hidrolizada parcialmente con pro—-
ceqsa A dcida y deido sulfurico y los péptidos resultantes fue—-
~on separados por electroforesis (37). De los resultados del and
isis de aminodcidos de los péptidos que contenian azujre Yy sus
componentes oxidados, los 4 puentes disulfuro fueron localizados.
as uniones disuljfuro fueron encontradas entre 1os residuos de -
emicistina en las posiciones 3 y 24, 17 y 41, 43 y 45 y 55 y 60
(37); la estructura de la cobrotoxina mostrando las posiciones =
Je la unidn disulfuro y la secuencia aminodcida, estd representa-
ia en la figura nimero tres.

Todas las toxinas de las serpientes son claramente ho=-
nélogas con respecto a sus respectivas Secuencias, asi como en =
las uniones disulfuro. Botes (39) puntualizd que hay una notable
similaridad entre la estructura de la toxinael Y la cobrotoxina
(Fig.3), particularmente en la posicidn de la uniones disulfuro.
los residuos de hemicistina homdlogos estan identicamente unidos
en la cobrotorina; los dos residuos de hemicistina que no son =
nomdlogos entre las posiciones 26 y 30 de la toxina & constitu-—
yen un puente disulfuro exira que no se encuentra en la cobroto=-
rina ni en todes las neurotorinas tipo I o cortas.

En la fraccidn 2, comprendida entre el lo. Y 2o. resi-
duo de hemicistina, la torinaol tiene 3 residuos menos gque la -
cobrotorina, mientras que eh la fraccidn 3, la toxinaotiene sO
lamente un residuo menos. Solo se encuentran 16 residuos en la
fraccidn que contiene el dnico residuo de triptofano en la CO—=-
brotozxina; la correspondiente fraccidn de la toxinad, tiene 20
residuos. Se ha especulado, gue el numero de residuos conteni--
dos en ésta fraccidn de la toxina, compensan los cambios en -
la estructura terciaria producidos por las 3 supresiones en la
fraccidn 2. La estructura interna anillada debido a la inclu--—-—
sidn de la unidn disulfuro en esta parte de la secuencia (Fra--
ccidn 4), ayuda a estabilizar el tamafio extendido de la fraccidn.
(39).

E1 ndmero de aminodcidos incluidos en las fracciones 6
y 7 son constantes en ambas tozxinas, lo cual puede ipdicar un =
estricto requerimiento estructural para la funcidn bioldgica de
la torina en esta parte de la molécula.

La torinad en su fraccidn & tiene 7 residuos mds que

la cobrotoxina, esto podria no tener efecto en la estructura —
. . . I 4
terciaria, por ser parte final de la molecula.

g G



- Figura No.3 Estructura bidimensional de la

Cobrotoxina mostrando la posi-
cién de las uniones disulfuro
y secuencia aminofcida.
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Figura No.3

Estructura bidimensional de la
Toxina of (Naja Nivea) mostran-
do la posicién de las uniones
disulfuro y secuencia aminoécida.
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Se ha reportado recientemente (40), gue la digestidn -
. ]a toxina 3 del veneno de la serpiente Naja naja siamensis =-—
n una proteinasa cristalina de arthobacter, elimind un tetra--
{ptido que contenia el carbono terminal; el tetrapéptido fué:

~g§§-Lys§g—ArgZQ—Pro7l, la molécula resultante tuvo el 50% de -
, toricidad en comparacidn con la tozina intacta. Las moléculas
yrentes del dipéptido ArgZQ—Pro7l y del tripéptido Lysgg-ArgZQ-
e fueron aisladas también y se encontrd que tenfan el 70% de
. actividad letal. Estas observaciones indican gue la porcidn -
yn el carbono terminal no es esencial para la actividad bioldyi
2; la disminucidn graduael en la toxicidad parece ser una conse-=
iencia de la disminucidén de la carga catidnica neta de la molé—

tla

Una caracteristica extraordinaria de la estructura de
s torinas de serpientes en relacidn con la actividad neurotdzi
1, es la rigidez impuesta por los puentes disuljfuro; esto traé
ymo consecuencia una alta resistencia hacia la degradacidn por
wzimas (30)(41), estabilidad a temperaturas altas y a los dci--
s y una alta resistencia a la desnaturalizacidn a P2 neutro.
12)(43) De acuerdo a los conceptos sobre la estructura de las -
~oteinas, no es de sorprenderse, que los puentes disulfuro sean
w0 de los principales factores en la corstruccidn de la estruc-
ira terciaria de las proteinas y que ademds gobiernan la activi
d bioldgica de las mismas.

La interaccidn entre los grupos hidrofdébicos a los la=
>s de la cadena en la cadena polipéptidica es otro factor impor
wnte en adicidn a los puentes disulfuro para mantener al poli=--
tptido dentro de una conformacidn definida. Los residuos hidro-
{bicos estdn supuestamente incrustados dentro de la molécula, =
srmando uniones hidrofdbicas, mientras gue Ios grupos cargados
teden estar dispuestos sobre la superficie de la molécula debi=-
> a su naturaleza hidrofilica. Comparando la hidrojobicidad en
1 cadena polipeptidica de varias neurotoxinas, Se encontrd que
» distribucidn de los residuos hidrofdbicos en las cadenas es =
1stante similar; esto también indica que la estructura tridimen
ignal de estas torxinas es tambien parecida, apoyando la proposi
idn de que las supresiones e inserciones de residuos son muy ==
robables.

La regidn entre las posiciones 25 y 40 de la cobrotozxi
. es de particular interés; en ésta regidn se encuentran los re
iduos mds bdsicos y los residuos con anillo aromdtico y estd ——
ompletamente libre de prolina Yy cisteina; esta fraccidn posible
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nte proyectae hacia afuera a la molécula por sus propiedades hi
of{licas. La regidén parece contribuir predominantemente a la =
ricidad de la molécula,.pero aén no ha sido demosirado, en to-
 caso, que esta regidn es requerida para la interaccidn de la

zina con el receptor & para mantener a la molécula en su con--
rmacidn active. Se ha pensado gque la cristalograffa de Rayos X
dria resolver el problema. (44)

Dada la semejanza entre la estructura primaria y la =-
{mica de las neurotozinas de serpientes, se sugiere tambien —-
o similitud en la conformacidn; por consiguiente, el andlisis
tructural de una toxina de cualguier género d especie puede —--
r bases para considerar la relacidn estructura-funcidn para es
. clase de toxinas.

4 diferencia de las proteinas ordinarias, la cobrotoxi
 tiene una hélice o enrrollada hacia la izguierda. (45) Cuando
s uniones disulfuro son reducidas, la molécula se convierte en
a conformacién enrrollada al azar, sin embargo, la conforma-— =
Jdn helicoidal a la izquierda es regenerada por oxidacidn con -
eire. De los estudios sobre dispersidn dptica rotatoria (ORD)
dicroismo circular (CD) se ha sugerido que la cobrotoxina tam=-
én tiene la estructuraB. Cuando la tozina se somete a la accidn
1 dcido perfdrmico y S-carboximetilacidn, esta se convierte =
. una forma enrrollada al azar mezclada con peguefias cantidades
 hélice e¢ y estructurap.

El papel de los puentes disulfuro para mantener la ori
tacidn de una molécula en el espacio estd bien reconocida y en
s toxinas no es la excepcidn. Cuando la cobrotoxina SJué reduci
. con B-mercaptoetanol, la toxicidad desaparece; por exposicidn
. la torina reducida al aire, las uniones disulfuro fueron rege
radas y la toxicidad se restablecio completamente. El espectro
. infrarojo y la rotacidn dptica fueron idénticos al estago ori
nal. (47) .

Aparentemente los puentes disulfuro son las principa=-
s uniones que mantien la configuracidn de las neurotoxinas ac-
vas biologicamente. Bl bajo peso molecular y el alto contenido
 uniones disulfuro, sugiere gque estas moléculas tienen una es=—
‘uctura bastante compacta.
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III.4 MODIFICACION QUINICA

En los dltimos afos se han usado varias técnicas para
1 modificacidn quimiee de las neurotozinas (Tabla No.16), con
[ proposito de estudiar la relacidon de la estructura con la to-
icidad mediante la modificacidn de grupos especificos.

Es necesario distinguir entre dos tipos de grupos esen
iales. El1 primer tipo son los grupos esenciales jfuncionalmente,
te son los grupos involucrados directamente en la letalidad de
1 torina y el segundo tipo, son los grupos esenciales estructu-
1lmente que son requeridos por la molécula pare lograr su con—-
>rmacidn activa.

ITI.4.1 UNION DISULFURO

La unién disulfuro es esencial pare la accidn letal de
1s toxrinas, cuando la la unidn disulfuro en la cobrotoxrina es -
2ducida con B ~mercaptoetanol (47) & es ozxidada con dcido perfdr
ico (41), la toxicidad se pierde. Las uniones disulfuro son reE
ynsables de mantener la conformacidn de la neurotoxina; este =—-—
wmbio en el arreglo espacial, sin alterar la estructura prima--
ia, causa la pérdida de la toxicidad.

a) Reduccidn con B-mercaptoetanol:

ProtEing
§—5 HO"CHJ" CHy~SH P

5—5—(’0&),:0&

— R
HO-CHz Gi-5H e HO—CHx-CHz= 5~5~CHz-G -OH
SH SH

b) Ozidacidn con dcido perfdrmico:

ProtEINR . Peord ProteluA

co

L H,05 S0aft
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Toxina Residuo Keactivo 40XiClidad Aaccividal vbotclvVa™ Ao
Amino&cido Residual Antigénica ciones
o Residual %
Cobro- Triptofano Ozono 3 80 Trp-29 27
toxina HNB-Bromuro 6.2 100 Trp=29 56
NPS=Cloruro 3.1 95 Trp-29 56
NBS 1.6 90 Trp-29 56
Tirosina 131y 100 100 Tyr-25 y 35 56
TNM 100 100 Tyr-25 52
TNM en Guanidi- 0 0 Tyr-25 y 35 52
na=HC1 5M
1311 en Guanidi 100 100 Tyr-25 y 35 58
na-HC1 5M
COOH libres EDC en Gilieil 75 70 6 de 7 CUOH 57,48
metil ester
EDC Glicil metil 0 ) Los 7 COOH 57,48
ester en Gua Glu-21 es
nidina-HC1 511 esencial
NHy 1libres FITC 13.4 100 Todos los 50
NHy libres
1e-NHy y
3 &-NH 153
TNBS (1:1:1) 100 100 Lys-2 48
TNBS (1:2:2) 0 0 Lys=27 y 47 48
& -NHy 0-Metilosourea 100 100 Todos los 48
- €=NH .
«~NH2 TNBS 100 100 Despues de 48
la Guanidi
nacién
Unién Disul B -lMercaptoeta- 2.6 1.0 Todas las 47
furo nol uniones



Actividad

E-NH)

Toxina Residuo Reactivo Toxicidad Observa- Ref,
Aminoécido Residual Antigénica ciones
% Residual %
N. Haje Triptofano Ac, Fbérmico 50 Trp-28 43
saturado con
Toxina I HCLl gaseoso
Tirosina TNM (1:400) 16 Tyr-24 43
COOH libres  EDC, (14C) Gli-
cil metil ester 0 Los 6 CUOH 43
NH, libres (14¢) Anhidrido
Acético 0 Todos los
NHy libres 43
LetNy y
6 €-NH)
(14C) snhidrido 0 Todos los 43
Acético en Guani NHp libres
dina-HC1 5M y Tyr-24 43
(14¢) anhidrido 0 Todos los 43
lialefco NHy libres
Cloruro de Dan- 0 Lys=26 y 46 43
silo
Toxina III N, iitres  (}4C) Anhidrido 0 Un i, y 43
Acético 4 E-NHy
Siamensis = i
Toxina 3 NH2 Libres KCNO 3.0 Exacarbami- 40
lado
KCNO titulado ‘ .
con Anh, Acético 70 verivado mo 4U
noacetilado
E-lLilly O-metilosourea 50 Todos los 40



continua TABLA No.16

Toxina Residuo Reactivo Toxicidad Actividad Observa~- Ref,
Aminodcido ' Residual ALntigénica ciones
% Residual %
Toxina 3 Arginina Fenilglioxal 0 Arg-33 es
esencial 40
Naja
Toxina 3 NHp libres KCNO 20 Pentacarba 40
milado
Erabuto- Triptofano HNB=Bronuro ~5,0 Inmunodifu Trp-29 55
xina a sién (+)
NBS ~r5,0 (€2) Trp-29 55
Erabuto-  Histidina 131y 100 ) His-26 59
xina b
L. Semi-
fasciata .
Toxina a Triptofano NBS 0 ) 42
Lisina O-metilosourea 100 3 de 4 42
Arginina CHD 100 1 de 3 42
Toxina b Triptofano NBS 0 (Gw) 42
Lisina O-metilosourea 100 4 de 5 42
Arginina CHD 100 1 de 2 42
Schitosa Triptofano NBS 0 154
Toxina
Hardwickii Triptofano HNB-Bromuro 0 +) 53
Toxina NPS=Cloruro 0 +) 53
NBS 0 + 53



III.4.2 LISINA Y AMINOACIDOS CON NITROGENO TERMINAL

Puesto que todas las tozinas conocidas _son proteinas -
isicas con puntos isgeléctricos por encima de 9, la importan
,a de los residuos bdsicos en las toxinas, se hace latente.

Los residuos de lisina en las neurotoxinas a y b de la
rpiente marinae Laticauda Semifasciata fueron modificados con -
-metilosourea (42). Tres & cuatro grupos E€-amino de lisina en
. toxina a y cuatro S cinco en la tozina b no son esenciales pa
, la accidn tdzrica. EI mismo reactivo fué usado para la modifi-
cidn de la toxina 3 del veneno de la serpiente Naja naja sia—-
nsis (40), cuatro residuos de lisina asi como el grupo « amino
.1 aminodcido N-terminal isoleucina, fuerom modificados sin pér
.da de la toxicidad.

En el caso de la cobrotoxina, los tres residuos de 1i
na fueron modificados; el aminodcido N-terminal leucina, no fué
dificado. La toxrina modificada mostrd su toxicidad completamen
y (48). ILa guanidinacién de las toxinas con O-metilosourea, con
erte los residuos de lisina en residuos de homoarginina; apa--—
ntemente la convercidn del grupo €£=—amino al grupo guanidino -
 alterae la accidn letal. (48)

a) O-metilosourea: P= Protefna

P"(C"h.)q—ﬁl‘h + CH3- O-lcl" NH, —_— P- ((HZ)H"N!'("' ﬁ- NHz
Lisina NH NH

También se han modificado los residuos de lisina y el
inodcido N-terminal de la toxina de la especie Naja Naja sia—--
nsis con fosfato de piridoxal, seguida por la reduccidn de la
se de Schiff con borohidruro de sodio y se observd que la toxi
, retiene su toxicidad. (49)
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b) Fosfato de piridorxal: @E Fosforo

QM

D o® - —N=
P~(CH2),~NHa : J ra P-(t),—N=Cl¥

Ha¢” N 3 , H—o®

H3C/
P~ =T
HO~ o~ U O0® RIS

) No BH
Hae” N7

La modificacidn de los grupos amino libres en la cobro
oxina por el reactivo ticarbamalato de fluoresceina, disminuyd
e toxicidad sin afectar la antigenecidad (50); esto sugiere gque
os sitios antigénicos 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 observd pérdida de la tori=-
idad, sin embargo, cuando lisina 27 y 47 fueron modificadas, una
érdida completa en la toxicidad fue observada. Esto sugiere gque
1 3rupo €-amino de Lys—47 es esencial pare la accidn tdzica.
48

¢) Sulfonato de trinitrobenceno:

o o2 NOx
P—(cH2)y—NHs + 22 P (QHa)ir N NO,

NO, NOa
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Por otro lado, se ha reportado gue los residuos de Ii-
ina de la neurotoxina I perteneciente a la especie Naja haje —
on elementos esenciales del sitio activo (43). La acetilacidn,
aleilacidn y dansilacidén de las toxinas I y III ha probado es~-—
as consideraciones. Las toxinas acetiladas pierden su actividad
etal sin modificar sus propiedades conformacionales. La maleila
idn, la cual reemplaza las cargas positivas por cargas negati-—
as, reduce la estabilidad de la proteina drasticamente por la -
epulsidn electrostdtica de las cargas negativas (51) y decrese
a letalidad. Este resultado y el de la acetilacidn son conside-
ados pruebas convincentes de gue Uuno d varios grupos amino son
arte del sitio activo de la neurotorina. La dangilacidn afecta
electivamente Lys-27 y 53. Es interesante hacer notar que Lys—-
q de la misma neurotorina I no es dansilada. La cinética de la
érdida de la toricidad es estrechamente paralela a la modifica-
idn covalente de estos dos residuos de lisina.

d) Acetilacidn:

® - city
P-(alz)y-NHa + _CHaC0ONa,  P-(cHa)y-NH-C~CHa
C — CH3
/7 (&

e) Maleilacion:

o)
] g
G CH” DNo®
::) CH N\ i
P-(cHa)y—NHy + L 0 —— ¢
c N C—NH-
\l‘ ﬁ NH «Hﬂ¢43
o °

5=



f) Dansilacidn:

HaCay~Ha

A e S
Ow50 NH= ((H2)y—P
(et ]

CLonuRro
pe DansiLo

III. 4.3. RESIDUOS DE ARGININA

La cobrotozina es un polipéptido bdsico que tiene 6 ——
esiduos de arginina en las posiciones 28, 30, 33, 36, 39 y 59 =
‘Tabla No.l4). La reaccidn con fenilgliozal a PH 8.0 y 27°C pro-
ocd la pérdida de la toxicidad casi completamente y una pronun=
iada disminucidn en la actividad antigénica con tan solo lc mo=
ificacidn de 4 residuos. Sin embargo la proporcidn de la inacti
acidn disminuyo significativamente cuando el PH de la reaccidn
‘ué disminuido. Solamente un residuo de arginina fué modificado,
uando la reaccidn fué llevada a cabo a PH 6,0 y el derivado-re-
uwvo la actividad bioldgica; esto indica gue por lo menos uno de
os 6 residuos no es esencial, y este residuo resultd ser Arg-28
eacciones 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 modificacidn con 1,2 cicloexrano=
liona ataca a un residuo de arginina enrn ambas toxinas sin cambio
n su toxicidad (42). Este echo confirma, gue por lo menos uno -
le los residuos de arginina no es esenciael para la letalidad de
las neurotoxinas.
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TABIA No,17 MODIFICACION DE RESIDUOS DE ARGININA EN LA COBROTOXINA
CON FENILGLIOXAL VARIANDO EL PH-

Residuos de Arg, Letalidad Actividad
Cobrotoxina modificados (%) Antigénica (%)
Ninguno 100,0 100
a P 6,0 Arg-28 100,0 98
a M 6,7 Arg-28, 36 22,6 94
a PH 705 Arg-28, ‘30, 36 3._1 70

a PH 8,0 Arg-28, 30, 36, 39 1.6 34



a) Fenilglioxal:

o
e~ 1
P"““z)g Nﬂ"ﬁ—N"? @é T Q(CH:);NH—ﬁ-MH-c—-@
@ Ni * ¢ so @NH;

b) Cicloexanodiona:

G

o s i

- (ata) M=Ky //O i P—(cﬂ.:);uu—ﬁ—me—;( CC:)
@ NH; o ®NH, 1
o

IIT.4.4 RESIDUO DE TIROSINA

La cobrotoxina contiene dos moles de tirosina, uno de
1los es importante para la accidn letal. Cuando Tyr-35 fué ni--
rada con nitrometano, no se observd cambio alguno en la activi-
ad bioldgica; sin embargo, en presencia de clorhidrato de guani
ina 5K Tyr-25 fué modificada con pérdida de la toxicidad. Esto
ndica que Tyr-25 es esencial para mantener la conformacidn de -
a tozina, asi{ como su actividad bioldgica. (52)

La nitracidn y la acetilacidn, muestran que Tyr-24 de
a toxina I de la especie Naja haje estd enmascarada en la con--
ormacidn original. Es interesante hacer notar gue el residuo de
irosina en la posicidn 25 es comin pare todas las toxinas (Ta--
la XNo.l4'y 15); esto, junto con los resultados encontrados, in-—
ica? g?e Tyr-25 es esencial para mantener la conformacidn acti-
a. (4
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ea) Nitracidn con nitrometano:

p—CHQCQOH + CHa—NO;z —_ P—CHQ"‘Q"OH

NOy
b) Acetilacidn:
5
CHz— €
P-cH 2—@—% + o CHaCOON. , P—CH;—@-O—IC‘—CHB
CHy-¢’ o
\
i 3 CHa—~CooM

¢) Guanidinacidn:

G —C-NH
P—G‘b—@’m + HaN ﬁ NH;~ P"CHJ_‘@'O i N o
NH NH

+ NH3

III.4.5 RESIDUO DE TRIPTOFANO

Se ha demostrado que la toxicidad de la cobrotoxina de
-ece progresivamente cuando el residuo de triptofano es oxidado
'n N-bromosuccinimida (NBS) (87); esto tambien se observd en o-
as torinas (53)(54)(55). Solo existe un residuo de triptojfano
, estas neurotoxinas, por lo tanto, es claro concluir que el re
iduo es esencial para la accidn tdzica.

Se habia reportado, que la modificacidn con NBS puede
yusar rompimiento de la unidn péptidica conteniendo el triptofa
)y (56). Esta posibilidad fué excluida para el caso de las nReurg
rinas de serpientes. (49)
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a) Ozidacidn con NBS:
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III.4.6 GRUPOS CARBOXILO LIBRES

La cobrotoxina tiene siete grupos carboxilo-libres, ==
iatro en el residuo de dcido glutdmico, dos en el residuo de as
irtico y uno en el aminodcido terminal asparagina. Los grupos -
yrboxilo se modificaron con el ester glicil metilico, después -
a activacidn con una carbodiimida; seis de los siete grupos =-
arborilo reaccionaron en ausencia de clorhidrato de guanidina =
in alterar la activjidad bioldgica. Cuando el grupo carboxilo —-—
estante fué modificado con el mismo reactivo a concentracidn 5K
a torina perdid su toxicidad (48)(57). Este carborilo resultd -
er el grupo carborilo ¥ de Glu-21. Todas las neurotoxinas tipo I

cortas y parte de las toxinas largas, tienen grupos actidicos -
n ésta regidn, variando la posicidn de estos grupos. La activi-
ad inmunoldgice desaparece con la modificacidn de todos los gru
os carboxilo; esto puntualiza una posible destruccion de la con
ormacidn.

a) Carbodiimida, ester glicil metilico:

3NH;-CH:"§'°C*"3 p-‘c‘-lm-cu--‘cl--ocu_Ts

. : R\-—NH—ﬁ'-NH"Rz
n® 7 O o
= P-< 7
COOH 4 R—-N=C=N-Rq —* o—g
A NH-R
- Creaooiinioa &
it
p-¢
-R|



b) Guanidinacidn:

= —<—N P—c—c-NH
P-cooH + Hal & Ha il SRR,

NH Nt

III.4.7 RESIDUQ DE HISTIDINA

La cobrotoxina tiene dos residuos de histidina en la -
posicidn 4 y 32. Cuando se efectud una reaccidn de foto-orida- -
cidn en presencia de azul de metileno (58), se observd que His-
32 era mds accesible a esta reaccidn que His-4; por otro lado, =
se notd que la toricidad y la especificidad antigénica disminuyd
cuando His=32 fué foto-oxidada, indicando gque el residuo influye
en la actividad bioldgica de la toxina. En otra toxinas no se ob
servd este echo. (59) e

a) Foto-oxidacidn, azul de metileno:

D= Colorante D estado excitado S= substrato
(histidina)
D == D*

D* + 0p —* DO2
Dog + S &— D + 80g
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III.4.8 TOXINAS MARCADAS

Con el propdsito de estudiar mejor la naturaleza bio--
uimica y el sitio de accidn de las toxinas, es aconsejable in—-
-roducir una marca o etiqueta radioactiva en los péptidos y en =
as proteinas. Este proceso deberd cumplir dos criterios bdsicos:
) la torina modificada debe ser rapidamente separada de la toxi
0 que no reacciond y b) la tozina purificada y modificada debe
ser bidIdgicamente activa. La ®-bungarotozina aislada del veneno
le la especie Bungarus multiginctus ha sido recientemente aceti-
 ada con anhidrido acético (SH) y N-(3H)acetil imidazol; las to-
rinas modificadas con estas reacciones mostraron Ser muy esta- =
yles (60) y activas bioldgicamente. Varios trabajos se han reali
rado con estas torinas marcadas. (60)(61)(62)(63) e

2 65=



ITI.S SINTESIS

Las técnicas en los laboratorios de investigacidn han -
. . ’ .
evolucionado notablemente, lo cual ha conducido a la sintesis de
compuestos muy complejos Y el examen de su estructura y funcio--
nes.

La sintesis de un péptido con la secuencia de la cobro-
torina ha sido realizada gracias a estos adelantos, esencialmen~—
te de acuerdo al método de fase sdélida de Merrifield (64)(65).
La sintesis comprende la adicidn escalonada de aminodcidos prote
gidos por un copolimero clorometilado de estireno y divinilbence
no para formar una unidn covalente con las particulas sdlidas de

la resina.

Primeramente la resina es clorometilada con clorometil
metil ester; por otro lado, el aminodcido 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 aminodcidos que van a los lados de la cadena po-
lipéptidica.

Los Boc—aminodcidos protegidos para la sintesis fueron:
Arg(ﬁ?g), His(Z), Ser(Bzl), Asp(0Bzl), Glu(OBzl), Thr(Bzl) y Cys
(HBzl).

La resina y el Boc-aminodcido en este caso Boc=4sn, 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
HC1 1M en dcido acético durante 30 minutos a 25°C para obtener =
el clorhidrato Asn-resina.

Este producto es lavado con dcido acético glacial, al--
cohol absoluto y dimetilformamida en volumenes de 25 ml. y neu--=
tralizado con trietilamina al 10% en dimetilformamidae gurarte 20
mninutos, efectuando un lavado mds con dimetilformamida y cloruro
de metileno. A partir de este paso, la resina—-Asn se agita duran
te 10 minutos con una solucidn del Boc-aminodcido que se gquiera
introducir en el grupo amino del aminodcido (Asn) en cloruro de
metileno Yy NyN<dicicloexilcarbodiimida como agente copulante du=
rante 4 hrs.
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E1 proceso se repite nuevamente hasta obtener el pépti
o gque se desea.

Después de la incorporacidn del residuo de triptofano
lurante la reaccidn de desblogueamiento y el lavado con dcido a-
ético, se aidadio P -mercaptoetanol (0.2 ml.) a la mezcla de — =
~eaccidn y se burbujeo nitrdgeno para desalojar el aire. El rendi
viento 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
/¥ (5ml.) en presencia de anisol (0.5ml.) durante una hora a 0°¢
parae al péptido de la resina y quitar los grupos protectores.
Después de evaporar el deido, un residuo Fué extraido con dcido
cético al 5%, se lavd con acetato de etilo y se liofilizd (55mg).

El residuo se purificd sobre sephbdex, se dializd con
fcido acético 0.1¥ y se liofilizo; rendimiento 26mg.

La oridacidn del polipéptido se efectud de acuerdo con
el siguiente método: una solucidn del polipéptido en 13 ml. de =
buffer fosfato 0.05H, PH 7.2 conteniendo NaCl 0.1 fué llevada a
reposar en un frasco al aire libre durante 3 dias sin agitacidn.
Pasado este tiempo, -se-dializd otra vez con agua y Se liofilizd

para dar 22 mg. de producto ozidado.

El1 producto sintético mostrd ser similar en comporta—-
miento a la cobrotozina naturel en un experimento de inmunodifu-
sidn (66). El péptido purificado tuvo el 20% de la actividad le~-
tal de la cobrotozina.

En la siguiente pdgina se presenta un esguema simplifi
cado de la sintesis.
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III.6 PROTEINAS BASICAS

Unas proteinas bdsicas, termicamente estables gue no =
ienen propiedades neurotdzricas, pero gue 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 cardiotozina, factor directo litico
DLF), cobraminas, citotoxinas Y toxina ¥ (67)(68). Se supone gue
as citotoxrinas son una mezcla de las cobraminas asi como el fac
or directo litico. (69)(70)(71)(72)

3 La composicidén aminodcida de algunas proteinas bdsicas
std resumida en la Tabla No.18. La secuencia aminodcida estd re
resentada en la Tabla No.19.

Estas proteinas no presentan actividad neurotdrica, ==
in embargo, estructuralmente son similares a las neurotozinas -
ipo I. La posicidn relativa de los residuos de cisteina es la -
isma; el carboxilo terminal para la cardiotoxina y la citotoxi=-
a I pertenece a la asparagina,y es adyacente al octavo residuo
e cisteina. Una diferencia notable entre estas proteinas, estd
epresentada en la fraccion 55 en el tipo I hay solamente un re-=
iduo, mientras gque en las proteinas bdsicas hay tres residuos;
n este aspecto se asemejan al tipo II, que también contienen 3
esiduos en la fraccidn S.

Por otro lado, estas proteinas exhiben actividades bio
Sgicas diferentes a las del tipo I y II; una posible evolucidn
wimica de las neurotoxinas tipo I a las proteinas bdsicas y al
ipo II estd ilustrada en la figura No.Z.
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Género Na ja Naja " Hemachatus
Especie Na ja Na ja Hemachatus
Subespecie Atra

Nombre Cardiotoxina Cobramina B Citotoxina DLF
Aminoé4cido CM=-XI

Ac. Aspértico
Treonina
Serina

Ac, Glutémico
Prolina
Glicina

Lo
} Pk

Alanina
Hemicistina
Valina
Metionina
Isoleucina
Leucina

HpoNooN Do
RN NS
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L

Tirosina
Fenilalanina
Lisina
Histidina
Arginina
Triptofano ——
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I

Residuos totales 60 61-62 57
N-terminal leu Lleu Leu
C~terminal Asn Asn Asn

w
N

Referencia 73 69 73 67



TABLA No., 19 SECUENCIA AMINOACIDA DE LAS PROTEINAS BASICAS

F-1 F-2 F=3 F=4
Proteina
Especie Bisica U
Naja Naja Atra Cardiotoxina Leu—Lys--Cys#-Asn—Lys-Leu—Val-Pro-Leu—Phe-Tyr-Lys-Thr-~Cys--Pro—Ala-G1y—Lysﬁ&sn—Leu--Cys-—Tyr—Lys-rkt—?he—ﬂet-Val-Ala—Thr-Pro-Lys—Val-
Ilaja Naja (India) Cki_XI " . 1 " 1 " Ile " n Ala 1 L} " ] n Tyr " 1 " " " 1 1 " Tyr n " n " " ] "
Naja Naja F_s " n " " " " Ile " Ile_Ala_Ser " " "n " i " n " n " " " n ] " LAct—Ser—ASp-Leu-Thr—Ile-
l!aja Ila e Cardiotoxina " " ”"n HiS " " " " Pro-Ala-Trp " " " " Glu " " " " " " " " " " " ser " Ser_l‘hr n
Naja Melanoleuca Cardiotoxina el SRR Bt eV aToH gt e, -1 oy il T SRR 4 " Gln " Tyr " ' Ser-Lys-S8er-Thr-Ile-
Naja Nigricollis TOXina x " " " " Gln " Ile " Pro " Trp n 3 " " " Lys " "n " " n " " " 'I\hr n ﬂrg " 1\13 " L\let "
Hemachatus llemachatus = DLF W s oS e S Phe=Leu-Ser ' i WG e SR i "o " Thr " Leu-Lys-ilet " " Ile-
F=5 F-6 F=7 F-8
Proteina
Especie Bisica

At o= - - H4- -4 - - . = 1 - - - - - - = i X A s Lbg bo -] -, —Aro—Cys—= &
gggz gzg; ?igsia) gﬁfgiotoxina Pﬁo Vﬁl Lxs Aﬁg-Ghy st I%e ASP Vﬁl Czs Pﬁo Lxs §§§ Sﬁr Lﬁu Vﬁl Lﬁu LXS fxr éii st LXSW Aﬁn FHr Aﬁp AEO LX Aﬁn
Iqaja Nﬂja F_s " " " " ”n " 1" n " " " " " len " Leu_val " " " " " " " " ”" n "
Naja Haje Cardiotoxina i " " " " " " " " " " " Asn " Ala-Leu-Val " " " " " Ser " n L?’S " 1"
Naja ~181&n018uca Cardiotoxina mn " i " it " ”" " " " " n " " " Leu_val " "n n 1" " 11 " 1n 1 " "
Naja Nigricollis Toxina ¥ " " " " " " " " " " " " 1" " " Leu-Ile " " et " " " 1 1" Lys " "
Hemcha‘éus Hemachatus DLF " Ile " " " " Thr " ‘lla " " "n " " " Leu__val " Val " " " " Lys " Lys " " *

Nota: La secuencia de la Cardiotoxina N. l. «tra se tomé como referencia para las demds.
" significa que el residuo de la Toxina en turno es igual al residuo correspondiente
al de la Cardiotoxina.



CAPITULO IV
ENZIHAS
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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 numero grande de enzimas gue Son necesarias para que mani=-
ieste sus propiedades tdzxicas. La actividad de las enzimas va--
ia de veneno a veneno, asti como su toxicidad. Las enzimas comun
ente mds encontradas en el veneno son: Proteasas, Esterasas, Le
itinasa 6 Fosfolipasa 4, Acetilcolinesterasa, L-Aminodcido oxi-
asa, Nucleasas,.Enzimas involucradas en la conversidn de Pro- =
rombina a Trombina y Fibrindgeno a Fibrina (Actividad Coagulan-
e) e Hialuronidasa.

Es importante hacer notar gue un veneno no contiene a
odas estas enzimas. En las siguientes pdginas se hara una des—=-
Cipcidn corta del aislamiento, propiedades y funciones de las
ds importantes enzimas comunmente encontradas en el veneno de -
stos reptiles. |

IV.1 PROTEASAS Y ESTERASAS

Las proteasas han sido encontradaes en muchos venenos,
odos los venenos de la familia Crotalidae examinados, son ricos
n actividad proteolitica, en contraste, los venenos de la fami-
ie Elapidae no exhiben esta actividad.

Como una consecuencia de esta actividad, se producen =
arcados cambios en los tejidos enimales, hasta llegar a su des=
ruccidns une caracteristica importante de los venenos que po= =
een actividad proteolitica, es que también exhiben actividad de
sterasa. (74)(75)

El1 método general parae medir la actividad de la enzima
sterasa en los venenos, estd determinado en la titulacidn de la
antidad de dcido liberado por la hidrglisis del compuesto p=to-—
yl=L-arginine metil ester HCI (TAKE) con NaOH 0.05N, usando co=
o0 indicador rojo fenol (76). La reaccidn es llevada a cabo en =
uffer glicina O.1M, PH 8.5 durante 30 minutos a 25-30 °C.

£l método usado para medir la actividad proteolitica,
onsiste en la determinacidn de la absorbancia a 660 mMdel fil-
rado del dcido tricloro acético (TC4) después de la adicidn del
eactivo de Foling; el filtrado se obtiene por la adicidn de TC4
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,na mezcla de caseina al 1% & hemoglobina desnaturalizada tam=
‘n al 1%, buffer fosfato 0.I1H, P 6,8 y la cantidad de veneno
.eada, con una incubacidn a 37°C durante 60 minutos.

La actividad proteolitica tambien puede- ser medida en
Filtrado de TC4 a 280 mMde acuerdo al método de Kunitz (77).
~0 método consiste en medir la liberacidn de p-nitroanilina a
°C usando benzoil—DL—arginina—p-nitroanilina.“(78)

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

‘n se midid la habilidad para la coagulacién de la sangre (75)
to se resume en la Tabla No.Z£0. De una manera general, la hadi
iad de los venenos para hidrolizar BAEE es inferior compardndg
con la actividad de la tripsina hacia el mismo substrato.

Se logrd aislar del veneno de la especie Trimeresurus

avoridis una proteasa, cuya purificacidn se hizo por el empleo
una columna de cromatografia; la enzima as{ obtenida se homo-
neizo por vltracentrifuga(?79). La actividaed de la enzima puri-
cada es completamente inhibida por el tioglicolato de sodio, =
steina y agentes guelantes como EDTA, O=fenantrolina y KCHN. La
cidn del EDTA puede ser invertida por la adicidn de iones Hr'™,
gy Znth

La actividad proteolitica J esterasa de los venenos, =
. es inhibida por los inrhibidores de la tripsina. E1 EDTA inhi-
. la digestidn de la hemoglobina por el veneno, pero no por la
ipsina (75). La diferencia en el comportamiento de las protea=
s y la tripsina y la guimotripsina hacia verios inhibidores, =
giere que son diferentes enzimas. También se ha sugerido gque =
gunos cationes pueden ser involucrados en lo hidrdlisis de las
oteinas por estos venenos. (80)

Los venenos de las especies Bothrops jararaca, Bothrops
ytiara y Bothrops terrificus, contienen por lo menos una enzima
oteolitica muy similar pero no idéntica a la tripsina. La pro-=
,asa de la especie Agkistrodom piscivorus difiere de la tripsi=-
, en muchas formas. Si el vereno es mantenido a PH 3,0 por 20 -
inutos, pierde toda Su actividad proteolitica , pero la tripsi-
1 bajo idénticas condiciones, retiene su habilidad para hidroll
17 a la hemoglobina. Parece ser, gue el veneno de ésta especie
iene dos diferentes enzimas proteoliticas, una actua a PH 8.5 y
1 otra a PH 6.8-7.0.
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TABIA No,20 _ ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE VARIOS VENENOS DE SERPIENTES

Veneno Hemoglobina BAEE Goagulacién
Tripsina -610 56 ———
Quimotripsina — ——— ——ae-
Agkistrodom Piscivorus 30 8,0
Crétalus Atrox 21 2,8 ———
Crétalus Horridus 17 5.9 2
Agkistrodom Contortrix 13 11,6 -
Bothrops Neviniedi 7.9 2,6 1.6
Bothrops Jararacussu 4o 3.8 3
Bothrops Jararaca 3.1 3.7 11
Bothrops Insularis 2.5 2,9 3.6
Bothrops Cotiata 2,1 7.9 253
Bothrops Alternatus 1.4 0.4 0,25
Bothrops Atrox 1.5 3.8 7.8
Crétalus Adamenteus 1.0 2,3 7
C.Terrificus Terrificus (amarillo) 0,01 0,7 3
C.Terrificus Terrificus (blanco) 0,005 1.4 2

Referencia 75

La actividad para la hemoglobina estd expresada en miliequivalentes de tirosina6
x 104/mg. 1iberadosacada 15 minutos A 37°C, PH 7.4, Para BAEE, moles de hidrolizado x 10°/
mg. por minuto a 227€.

La actividad coagulante estd expresada como el reciproco de los miligramos de
veneno requeridos para coagular 1 ml. de una solucién de 300 mg. de fibrinégeno a P 7.4
en 30 segundos a 25%.



El veneno de la especie Bothrops jararaca es capdz de
drolizar a la gelatira, caseina Yy benzoil argininamida(BAA) -
1); se ha encontrado gque el veneno pierde su habilidad para hi
olizar a la caseina, cuando este es calentado a 60°C, pero la~
tiene para hidrolizar BAEE. La hidrdlisis de caseina y gelati-
, es elevada por iones catt e inhibida por sulfuros, cianuros, =
steina, glutatidn reducido, EDT4, 8-hidroziquinolina e histami
1. (82) Este veneno tembién puede hidrolizar a TAME y el progre-
) de dsta reaccidn puede ser incrementado, s{ se aumenta el PH
9; ésta actividad, RO puede ser inhibida por Jlos inhibidores =
> la tripsina ni por la cisteina.

Un estudio reciente (83) sobre la actividad enzimdtica
>] veneno de la especie Ccrétalus durissus cumanensis, mostrd —-—
iertas semejanzas en cuanto Su activided proteol{tica y estera-
» compardndolas con otras especies del mismo género, esto com=-
rueba que la actividad se manifiesta en toda la familia Crotali
aee

IV.1.1 ACTIVIDAD COAGULANTE

Si se compara la actividad proteolitica, esterasa y ==
oagulante de varios vVenenos, aparentemente se podrd observar —-—
ue no todos los venenos gue poseen actividad proteolitica pueden
oagular la sangre. Por otro lado, ha sido descubierto, que los
enenos con actividad proteolitica 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 péptidicas en las moléculas de protrombina Y
ibrindgeno, gque son necesarios pare la coagulacidn de la sangre.

Parece posible gue otros factores que influyan en la =
oagulacidn, también sean destruidos por esta actividad.

El veneno de la especie Agkistrodom piscivorus, el = -
sugl posee la mds alta actividad proteolitica de todos los vene=
0s, no puede convertir protrombina a trombina é fibrindgeno a -
fibrina a cualquier concentracidn, mientras que la tripsina pue=
je convertir fibrindgeno a fibrina a cualguier dilucidén. Esto —-
puede indicar gque la especificidad de substrato puede ser dife--
rente y es incapdz de hidrolizar la unidn péptidica en la melécu

la de fibrindgeno, que es esencial para la coagulacidn. (85)
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La presencia de enzimas proteoliticas en los venenos,
wdican que pueden ser involucradas en las causas de la muerte =
,r mordedura de serpiente y se ha demostrado claramente que el
oneno de la especie Botrhops jararaca puede causar indirectamen
> la muerte, por blogueo de la circulacidn de la sangre a tra--—

¢s de la formacidn de codgulos, produciendo, por otro lado, ne-
rosis profundas.
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IV.2  FOSFOLIPASA 4

La habilidad del veneno de las serpientes para disol-—
. Jos erotrocites (hemdlisis), fué observada por varios inves-
jadores pioneros en la investigacidn de esltos venenos; encon-—-
yron que podian disolver los gldbulos rojos solamente con la =
»sencia de pequenras cantidades de plasma, finalmente se demos=—
§ que la cantidad de plasma podia ser reemplazada por lecitina
jue el producto de degradacidn enzimdtica de la lecitina era =
responsable de ésta accidn. Esto fué corroborado por Meldrum
5) ol deducir que la accidn hemolitica podia ser debido a una
cidn directa sobre los fosfolipidos de la membrana celular, =—-—
s cuales son hidrolizados d por una accidn indirecta a través
produccidn de lisolecitina a partir de lecitina presente en =

1SMa .«

Generalmente los venenos de la familia Crotalidae siem
> exhiben mds actividad hemolftica gue los venenos de la fami=
1 Elapidae. La lecitina en presencia de estos venenos, es con=
rtida en lisolecitina, la cual es el verdadero agente hemoliti
5, la Fosjfolipasa 4 d Lecitinasa pcesente en estos venenos tam—
Sn actua sobre la cefalina, liberandose en este caso lisocefa-
na, la cual también puede disolver los gldébulos rojos. La con=
rsidn de lecitina a lisolecitina por los venenos es un proceso
zimdtice y el modo de su accidn sobre la lecitina y cefalina =

mostrada en la siguiente reaccidns (86)(87)(88)

(e
R-g-of g o — % 5 o
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La exristencia de esta enzima ha sdédo demostrada en to-
os los venenos analizados, excepto en la especie Trimeresurus =
kinavensis (89); pero no todas las enzimas son idénticas, cuan-
o son sujetas a la electroforesis, no siempre migran a la misma
elocidad.

E1 método empleado para obtener a la enzima de los ve-
enos es el siguiente: Ia fosfolipasa se precipita, afiadiendo 15
.. de ¥aCl a 100 ml. de una solucidn al 2% en agua del veneno, -
’H 3.0 ajustando con dcido sulfirico 1N; la mezcla se lleva a re
osar por 20 minutos a 37% y se filtra después de este tiempo.
71 pricipitado se disuelve en 50 ml. de agua, ajustando el PH a
1.2 y aRadiendo 5g. de NaCl; el precipitado gque se forma es des-
artado y el PH del filtrado se ajusta a 2.8--3.0 y se afiaden 2g
le NaCl., El1 precipitado formado se separa por filtracién y se =-

lisuelve ern 20 ml, de agua, el PH se ajusta nuevamente a 2.8-3.0
e afiaden 5.2 g. de sulfato de amonio con agitacidn constante, =
te fiiltra la solucidn y el precipitado gque se forma se disuelve

n 10 ml. de buffer acetato 0.2H, PH 5,6 y se trata con un volu=
wen iguel de una suspensidn de alumina (396 mg.), la mezcla se =
gita a temperatura ambiente durante 30 minutos, después de este
-iempo se hace una centrifugacidn, al sobrenadante se le afiaden

5.2 g. de sulfato de. amonio, se filtra la solucidrn y al filtrade
e le anade el mismo reactivo hasta la saturacidn, dejando repo-
sar la mezcla por 1 hora. Los cristales que aparecen, SOn separa
los por centrifugacidn y se disuelven en 4 ml, de buffer acetato
De EH PH 6.0. La solucidn se enfria a 10° y se trata con una SO
lucidn saturada de sulfato de amonio hasta la aparicidn de los =
rimeros cristales, dejando elevar la temperatura a 28°C hasta -

la completa cristalizacidn.

La fosfolipasa 4 cristalina de la especie Naja naja 0b
tenida por éste proceso tiene el 2.9% de proteina y el 52% de la
wctividad del vemeno.

Saito y Hanahan (90) obtuvieron evidencias para aso- =
ciar la actividad de la fosfolipasa 4 de la especie Crdtalus ada
nanteus con &2 fracciones proteicas, las cuales pueden ser separa
das por un método que incluye cambios de PH, de temperatura Yy =--—
cromatografia sobre dietil aminoetil celulosa (DEAE). las 2 frac
ciones tienen constantes de sedimentacidn similares, tienen car-—
gas diferentes migrando a distintas mobilidades, también ¢ienen
diferentes puntos isoeldéctricos, con pesos moleculares que va= =
rian en un margen de 30 000 a 35 000. Sus actividades espec{fi==
cas son diferentes pero no hay diferencia en la naturaleza de -—-—
los dcidos grasos liberados, por Su acci bre la ovolecitina.

22 %
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Recientemente han sido usados métodos mds rdpidos y -
propiados para el aislamiento de ésta enzima (91)(93), que in--
luyen filtracidén sobre sephadex G=50 y cromatografia sobre DEAE
clulosa.

La actividad de la fosfolipasa A ha sido medida en uae-
ios venenos (89)(93), empleando cromatografia de papel y usando
) la desaparicidn del substrato durante la hidrdlisis de la le-
itima por la enzima, b) la aparicidn de los dcidos grasos libe
ados y c¢) la formacidn de lisolecitina como indice de la activi
ad enzimdtica. (83)(89)(91)(92)(93) -

Es muy posible gue ésta enzima fecilite la penetracidn
e los componentes activos neurofarmacologicamente dentro de los
ejidos nerviosos, pudiendo contridbuir, por otro lado, a los e-—
ectos neurotdxricos del veneno.

En los éltimos afios se ha logrado elucidar la secuen=-
ia aminodcida de la enzima de diferentes especies de serpientes
udidndose observar algunas similaridades entre ellas (Tebla No.
1), (91)(92)(95)

Se ha reportado la existencia y actividad de otras fos
olipasas; la fosfolipasa B en las especies Agkistrodom piscivo=
us y Crdétalus adamanteus ¥y fosfolipasa C en la especie Bothrops
lternatus (96). La fosfolipasae B cataliza la hidrdlisis de liso
ecitina a glicerofosfocolina Yy dcidos grasos; la fosfolipasa (27
ataliza la hidrdlisis de fosfatidil colina a diglécéridos y jfos
o colina. Los efectos farmacoldgicos de estas dos enzimasS RO ~-=
on conocidosS.
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TABLA No, 21 SECUENCIA AMINOACIDA DE ALGUNAS FOSFOLIPASAS

Pancredtica Porcina

Naja Melanoleuca

l(la-Leu—Trp—Gln—Pbe-Atg-Set—!ht-Ile-Lys—Cys -Ala-Ile-Pro-Gly-Ser-His-Pro-Leu-Met-Asp-Phe-Asn-Asn-Tyr-Gly-Cys ~Tyr-Cys-Gly-Leu-Gly-Gly- -- -
Asn-Leu-Tyr-Gln-Phe-Lys-Asn-Met-Ile-His~Cys-Thr-Val-Pro-Asn-Arg- - -S er-Trp-Trp-His-Phe-Ala-Asn-Tyr-Gly-Cys-Tyr-Cys-Gly-Arg-G1 y-Gly- == -

Bitis Gabénica Asp-Leu-Thr-Gln-Phe-Gly-Asn-Met-Ile-Asn~ - - - - - - Lys-»Met-Gly—Gln—Ser—Va.l-Phe-Asp-Tyr—Ile—Tyr—I‘yr-Gly-Cys—l‘yr-Cys—Gly—Trp—Gly—Gly-Lys-
Pancredtica Porcina Ser-Gly-Thr-Pro-Val -Asn-Glu-Leu-Asn-Arg-Cys- -- -Glu-His—Thr-Asp-Asn—Cys- == =Tyr-Arg-Asp-Ala-Lys-Asn-Leu-Asn-Asp-Ser-Cys-Lys-Phe-Leu-Val-
Naja Melanoleuca Ser-Gly-Thr-Pro-Val-Asp-Asp-Leu-Asp-Arg-Cys-Cys-Gln-Ile-His=~Asp-Asn-Cys- -- ~Tyr-Gly-Glu-Ala-Glu-Lys- - -Ile-Ser-Gly-Cys-Trp-Pro-Tyr-Ile-

Bitis Gabénica

= =Gly-Lys-Pro-Ile-Asp-Ala-Thr-Asp-Arg-Cys-Cys-Phe-- - -Val-His-Agp-Cys-Cys-Tyr-Gly-Lys~-Met-Gly-Thr~ - -Tyr-Asp-Thr- - -Lys-Trp-Thr-Ser-

Pancreética Porcina Asp-Asn-Pro-Tyr-Thr-Glu-Ser-Tyr—Ser—Tyr-Cys-Ser-SereAsn—Thr-G1u—Ile—Thr—Cys—Asn-Ser—Lys-Asn-—Asn—Ala-Cys—Glu—Ala—Phe-Ile-Cys—Asn— -- Asp-
Naja Melanoleuca Lys-Thr- - -Tyr-Thr- - - - =Tyr-Asp-Ser-Cys-Gln-Gly~ - ~Thr-Leu-Thr-Ser-Cys-Gly-Ala-Ala-Asn-Asn- - ~Cys-Ala-Ala-Ser-Val-Cys-Asp-Cys-Asp-
Bitis Gabénica Tyr-Asn- = =Tyr- = =Glu-Ile-= = = = = = = - =Gln- - -Asn-Gly-Gly-Ile-Asp-Cys-Asp-Glu-Asp-Pro-Gln-Lys- - -Lys-Glu-Leu- - -Cys-Glu-Cys-Asp-
Pancredtica Porcina Arg-Asn-Ala-Ala-Ile-Cys-Phe-Ser-Lys-Ala-Pro-Tyr-Asn-Lys-Glu-His-Lys-Asn-Leu-Asn-Thr-Lys-Lys-Tyr- = ~Cys= = = = = = = = = = = =
Naja Melanoleuca Arg-Val-Ala-Ala-Asn-Cys-Phe-Ala-Arg-Ala-Pro-Tyr-Ile-Asp-Lys-Asn-Tyr-Asn-Ile-Asp-Phe-Asn-Ala-Args - -Cys-Gln= = = = = = = = = -

Bitis Gabénica

Arg-Val-Ala-Ala-Ile-Cys-Phe-Ala-Asn-Asn-Arg-Asn-Thr-Tyr-Asn-Ser-Asn-Tyr-Phe-Gly-His-Ser-Ser-Ser-Lys-Cys-Thr-Gly-Thr-Glu-G1ln-Cys



IV.2.,1 FOSFORILACION OXIDATIVA Y CADENA DE TRANSPORTE
ELECTRONICO

Se ha reportado que la lecitinasa 4 obtenida de la es-
ecie Crdtalus terrificus terrificus no afecta apreciablemente a
o 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 Ozridasa succinica (97). Cuando se usdé el veneno de co-
ra previamente calentado a 100°C durante 15 minutos, la activi=
ad de la deshidrogenasa piruvica y Citocromo oxidasa pertene- -
ientes a homogeneizados de cerebro y la actividad de lIa Deshi--
rogenasa succinica de homogeneizados de cerebro y corazdn fue--—
on suprimidas. Esto sugiere que el veneno calentado a ésta tem-—
eratura (fosfolipasa 4) actia destruyendo la estructura de la
itocondria que es donde se realizan las funciones de las engi--
as. (98)

Existe una inhibicidn fuerte de la enzima DPNH-citocro

o ¢ reductasa en homogeneizado de rifon de conejo con la presen

ia del veneno de las especies Naja naja atra,Adgkisirodon acutus

estos venenos de acuerdo a obhservaciones previas, no inactivan

la enzima reductasa, citocromo oxidasa Yy al citocromo c¢; la —-

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

¥ds tarde, se encontrd gue los venenos de las especies
aja migricollis y Naja haje, pueden causar una disminucidn en -
1 radio P/0; estos venenos, calentados a 98°%c durante 15 minu—-
os, retienen ésta propiedad. Todos estos venenos contienen Fos=-
olipasa 4.

Kl veneno de la especie Agkistrodom piscivorus puede =
esacoplar la ozxidacidn de la fosforilacidn en sistemas mitocon=
riales aislados y preparados a partir de rifon & higado de rata
uando 250 g. del veneno calentado fueron usados en estos siste=
as, una caida rdpida en la compresidn de oxf{geno tuvo lugar, --
oincidiendo con el rompimiento de la estructura mitocondrial.
or otro lado, se observd que al aiadir fosfolipidos a los siste
as mitocondriales, inhibian la accidn desacoplante del veneno -
alentado.

4ravindakshan y colaboradores (99)(100)(101{ usando --—
reparaciones mitocondriales obtenidas de cerebro e higado de ra
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n, demostraron que el veneno de cobra calentadé puede inhibir :
. cadena de transporte electrdnico. Este veneno también afecta

, fosforilacidn oxidativa. De los tres estados de la fosforila-—
dn oxidativa, no todos son suceptibles a la accidn desacoplan-
. del veneno. La regidn del DPN-citicromo c¢ reducido Yy la cito=-
omo oridasa es mds sensitiva a la accidn del venene calentadd
‘osfolipasa 4). (100) '

Por otra parte, el veneno calentado no puede inhibir -~
rectamente a las enzimas involucradas en la fosforilacidn oxi~-
tiva. De todos los efectos producidos por el veneno de cobra =
ybre el metabolismo mitocondrial, particularmente aguellos aso-
ados con la cadena de transporte electrdnico y la fosforila= =
:6n oxidativa, parecen ser el resultado de la accidn de la fos-
,pasa 4 sobre la estructura de la mitocondria, especificamente
ybre los fosfolipidos, Jos cuales constituyen una parte inte~ =
~al de la membrana mitocondrial.

Estos resultados, indican claramente la presencia de =
, fosfolipasa 4 en el veneno de varias especies de serpientes Yy
1 habilidad para hidrolizar a le lecitina a lisolecitinae, la ==
1al destruye a los erotrocitos. Ademas, inhibe la respiracidn y
a fosforilacidn oxidativa a traves de la accidn sobre la membra
¢ mitocondrial. La muerte producida por el veneno, no puede ser
greditada a la accidn de la fosfolipasa A, porgue no se observa
Srdida de la toricidad cuando se destruye la actividad de la en
ima.
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IV.3 COLINESTERASA

La presencia de ésta enzima en muchas especies de la =
amilia Elapidae ha sido identificada. La enzima cataliza la hi-
rdlisis de la acetilcolina a colina y dcido acético; la acetil-
olina juega un papel importante en la transmisidn de los impul=-
0s nerviosas. Los venenos de la familia Crotalidae no poseen e$
a enzima 6 estd presente en pequenas cantidades. =

Se ha logrado aislar ésta enzima de{ veneno de cobra -

n un estado de pureza dptimo y es 20 veces mds activa gque el ve

- ’ . . -

eno crudo, la enzima no mostro las propiedades tdxicas del vene
0.

E1 procedimiento para aislar a la enzima, consiste en
a precipitacidn de la misma a partir de una solucidn al 2% en -
gua del veneno, anadiendo sulfato de sodio al 22% o PH 6.0. El
recipitado que se obtiene se disuelve en agua Yy Se precipita ==
vevamente con la misma concentracidn de sulfato. Este proceso -
e repite una vez mds. Kl precipitado se disuelve en agua Yy sSe =
eprecipita con sulfato de amonio a PH 6,0. E1 proceso se repite
os veces cambiando la concentracidn del sulfato de amonio Yy el
H, El procipitado que se obtiene se dializa con agua @ 2-4°C du
ante 48 h.con 4 cambios de agua. e

El punto isoeléctrico de la enzima purificada es 5.5 y
std libre de otros constituyentes. Si es calentada a 44°C duran
e una hora, pierde el 50% de su actividad, la enzima es especi—-
ica para los esteres de la colina. Una inactivacidn parcial es
ausada por agentes oxidantes leves como por ejemplo: p=benzoqui
ona, cloruro de fenil mercurio, perdzido de hidrdgeno y ferri—-—
ianuros. La pérdida de la actividad puede ser restablecida por
a cisteina, sulfuro de hidrdgeno, dcido ascdrbico y NaCh.

Se ha observado (102) que la velocidad de hidrélisis -
e los esteres etilicos aumenta constantemente, cuando el subs-—
rato ge aproxrima a la estructura de la acetil colina; la mdzima
idrdlisis se encontrd con 3.3 dimetil butil acetato, También -
e ha reportado (103) una hidrdlisis considerable de los compues
os etil fenil acetato, glicol acetato, cortisona, desoxicorti-
osterona por la colinesterasa del veneno.

La colinesterasa del veneno de cobra es estable duran=—
e 70 dias a 4-5°C, pero en una<solucidn acuosa pierde el 50% de
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actividad a ésta temperatura en 3 dfas y en una hora a a25°¢,
actividad es estabilidad por iones Mg**y es inhibida por el -
rofosfato de tetraetilo, pudiendo ser restablecida si es guar-
da a 4-5°% durante 37 dias. (104)

Se habia supuesto gque la enzima contridbuia de una mane
. preponderante a la toxicidad del veneno por el blogueo de los
pulsos nerviosos. Pero ésta idea se desecho al observar que la
tividad de la enzima era destruide completamente al calentar =
veneno a 55°% durante 10 minutos y la toricided no sufria nin
na alteracidn.
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IVe4 L=AMINQACIDO OXIDAS4

La enzima ha szdo encontrada en 70 especies de serpzen
s, cataliza la oridacidn de L—ol-aminodcidos y de d~hidroxidci
vs. Es la mds activa de las aminodcido oridasas que Se CORoOCen,

La enzima fué cristalizada por Wellner y Heister (104a)
partir del veneno de la especie Crdtalus adamanteus. El método
nnszste en una desnaturaelizacidn selectiva por caelor, filtra— -
idn sobre gel de fosfato de calczo, Jfracciomamiento con sulfato
> amonio y didlisis con agua. EI método no es apropzado para --
islar a la enzima de la especze Agkistrodom pzsczuorus. La enzi
1 crzstalzna se homogeneizd por ultracentrifugacidn y contiene
6 3 componentes los cuales son separados por electroforesis.
. peso molecular, determinado a partir de la constante de sedi-
>ntacidn, es de 130 000.

Esta enzima es moderadamente estable y retiene su acti
idad por muchas horas en soluciones diluidaes a temperaturae am=—-—
iente.

Lo actividad de la enzima puede ser medida menométrica
nte en frascos de Warburg, siguiendo la velocidad de oxidacidn
L:leucina en exceso de la enzima a P? 8.8 en buffer fosfato =~
70

2
>
2

3

La actividad tembién puede ser medida de acuerdo al mé
»do de Weissbach usando sulfato de L -guinurenina como substrato
usando el incremento en la absorcidn a 331 mpm del producto de
2 desamznaczon oridative (dcido quinurénico). La mezcla de reac
idn consiste de 0.5 Mmoles de quinurenina, 100 pmoles de Tris—-=
widroxi metil) amino etano como buffer, ﬁ 8.0, la enzima Yy a=--
ia a un volumen total de 1 ml. (105)

También se puede usar a la L-fenilalanina como subsira
» y midiend® la disminucidn en la fluorescencia de la esoopole—
ina, gque es un compuesto altamente fluorescente. La disminucidn
» la fluorescencia es obseruada, cuando la reaccidon de la enzi-
1 es acoplada con la oxidacidn de la escopoletina. (106)

La actlvzdad de la enzima es inhibida por dcidos car--
rilicos alifdticos y aromdticos, dcidos sulfdnicos y sulfanil=-
vidas, actuando como inhibidores competitivos (107)(108). Tam--
iérn la actividad es inhibida por ortofosfatos, arsenatos, jflavi
1 y compuestos andlogos.
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Se ha reportado la presencia de riboflavina en el vene
de las serpientes (109). lLa L-aminodcido oxidasa cristalina =
la especie Crdtalus adamanteus tiene 2 moles de Flavin adeni-
dinucledtido (FAD) por mol de la enzima (104). El dinucledti-
se encuentra como grupo prostético. Generalmente los venenos
. de color amarillo debido a la presencia de riboflavina, el =
tenido varia de veneno a veneno y es de 120-240 Mg. por gramo
veneno seco. Por otra parte, el veneno de la especie Crdétalus
rrificus es de color blanco, no contiene riboflavina y no exhi
la actividaed de L-aminodcido oxidasa. La mds alta concentra—-
fn de riboflavina, ha sido encontrada en el veneno de la espe-
> Bothrops jararaca. (110)

" El veneno @e las serpientes ha sido empleado para la
2paracion de S =-cetoacidos a partir de los correspondientes —-—
_aminodcidos. Una mezcla de una solucidn del veneno, L-aminod-
io, catalaza cristalina de higado se incuba a 37°C durante 30
wutos a PH 7.2. Se pasa una corriente constante de oxigeno a =
10és de la mezcla; el progreso de la reaccidn se sigue por la
icidn del aminodcido liberado en un tiempo deseado. Los el-ceto
idos se separan por cromatografia. E1 esquema de la reaccidn -

el siguiente:

R—cH-COOH + Oy + M0 ——2» R-—c—CoOK +H;0,
I

H
N 1 NY
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!
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En ausencia de la catalasa, la descarborilacidn oxida-
iva del L—cetodcido toma lugar por la accidn del perdzido de hi
régeno liberado en la reaccidn, como se muestra en el paso TR
n presencia de la enzima ésta reaccidn no se efectua. Como en -
I veneno no hay catalaza presente, es necesario afiadirla a la =
ezcla de reaccidn. Se sugiere que la degradacidn del L-aminodci
o incluye una o« /p deshidrogenacidn.

Estudiando la especificidad de substrato por la enzimas
e llego a la conclusidn de que un grupo caerboxilo libre, un gru
o amino insubstituido en la configuracidn L y un hidrdgenoc & en
2 molécula del substrato, son reguisitos estructurales gue debe
lenar el aeminodcido para gque la enzima pueda actuar.(111)(112)

La ectividad enzimdtica es inhibida completamente si -
n grupo hidrozxi & metozi estd presente en la posicidn Bdel subs
ratos; por otro lado, la presencia de azufre o de la colina en -
2z del hidrdgeno B, aumenta la conversidn del aminodcido al ce-
»dcido por la enzima. Un grupo carbozxilo o amino adicional en -
» molécula del substrato también anula la habilidad para servir
omo substrato para la enzima. (113)

Se ha sugerido que la enzima no es un componente tdxi
co del veneno (113), pero que su accidn estd integrada en la --—
funcidn digestiva, activendo a las enzimas proteoliticas del ve
neno.
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IVe5 ANUCLEASAS

Ha sido reportada la existencia de nucleasas en el ve-
w0 de las serpientes, con la capacidad de hidrolizar las unio-
s de fosfodiester en el DNA y RVA (113a)(114)(115). Estas enzi
s muestran actividad de endonucleasa Yy exonucleasa.

Los venenos de las serpientes son generalmente ricos =
fosfodisterasa y 5<-nucleotidasa, las dos enzimas que se usan
cuentemente para el estudio de la estructura de los acidos nu
»{cos. El veneno de las especies Bothrops jararaca, Bothrops =
ror y Crdtalus edamanteus es relativamente rico en jfosjodieste

sa y el veneno de las especies Agkistrodom piscivorus y Crdta=-
s afres es relativamente pobre. (116)(117)

Entre varios venenos que jfueron probados para la acti=-
dad de DWasa, se encontrd la mds alta actividad en la especie
Stalus terrificus y la mimima en la especie Bothrops atrox. La
tividad de la enzima es mucho mds alta en el veneno liofiliza-

gue en el veneno secado a temperatura ambiente en un deseca—-
rs por ejemplo, cuando los venenos liofilizados de las espe— =
es Vipera lebetina y Crdtalus adamanteus son afiadidos a una SO
cidn de DN4, se observa una gran disminucidn en la viscocidad
la solucidn, que cuando son agregados los venenos a temperatu
ambiente.

Varios investigadores han estudiado ampliamente la ac-—
vidad de la enzima fosfodiesterasa en 1los venenos y han inten-
do purificar a la enzime de 10S mismos venenos, por la gran ==
portancia gue tiene en el estudio de la secuencia de los nuclgd
dos en el DNA y RNA.

El primer intento para purificar a la enzima del vene=
de la especie Crétalus adamanteus fué realizado por Koerner y
nsheimer (118); el proceso incluye fraccionamiento con acetona
una desnaturalizacidn 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
accionacidn del veneno con acetona y alcohol, seguido por una
paracidn cromatogrdfica de los componentes sobre celulosa Subs
‘tuida (119). EI material purificado contiene cantidades apre--—
Lables de la enzima monofosfatasa alcalina, pero estd libre de
' —nucleotidasa 6 contiene muy poca enzima que no puede ser de——
ctada. En un intento por eliminar a estas enzimas, Bjérk (120)
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tuvo la enzima del veneno de la especie Bothrops atrox virtual
nte libre de 5<-nucleotidasa pero no de la monojfosjfatasa alca-
L NQ.

Otro método para la preparacidn de la enzima a partir
2] veneno de la especie Vipera lebetina, consiste er la incuba-
6n del veneno (Img/ml.) con un volumen igual de ZnCl2 (4.8 mk)
60° durante 10 minutos; la mezcla se guarda a 2-4°C durante -
3 horas y pasado este tiempo se centrifuga. (115)

Bajo estas condiciones, mds del 90% de la actividad de
, fosjfodiesterasa se retiene en el sobrenadante y el 90% de la
tividad de la 8-<-nucleotidasa se destruye. El Zn¥ se elimina -
r cromatografia sobre DEAE-celulosa.

La actividad de la fosfodiesterasa puede ser destruida
r calentamiento a 60°C durante 30 minutos en presencia de sul-
to de amonio; solamente el 4% de la actividad de la enzima se
tiene y el 65% de la actividad de la 5-<-nucleotidasa se conser
.. Este puede ser un método para la purificacidn de la 5%-nu-— =
'leotidasa.

La fosfodieterasa es activa bajo un amplio rango de PH
> 5.0 a 9.0. La actividad de la DNasa del veneno de la especie
ja naja atra se destruye si se calienta a 100 °c durante 10 mi-
itos; la actividad se elimina también por la adicidn de benzoato
> p-cloro mercurio 0.1H, glutatidn 0.l1M y citrato de sodio 0.01K
)r otro lado, la actividad de la enzima se aumenta por la adi--—
én de iones Mg*t, Mn**a concentracidn 0.003K. (121)(122)

La fosfodiesterasa de los venenos también puede hidro-
zar nucledtidos éficlicos, ataca las uniones 3'y 5°del dcido —-—
5-adenilico, los productos formados son el dcido 5<adenilico y
' dcido 3<adenflico.
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Los méiodos para determinar la actividad de la enzima
‘asa y DNasa sor esencialmente 10S misSmos descritos por Kunitz
23 )%

La actividad de la DNasa en el veneno puede ser medida
diferentes intervalos, siguiendo el aumento en la densidad Jp-
ca a 260 nm de una mezcla de DNA como substrato, buffer aceta
), P 5,0 y el vereno. Para la actividad de la RNasa, se usa cO
) substrato RNA. El1 periodo de incubacidn no excederd de medig
ra y la concentracidn del veneno no excedera de la relacidn 1
» 100. Se ha medido la actividad de estas enzimas en varios ve-
>nos siguiendo este método. Los resultados se resumen en la Ta-
la No.22.

La actividad de la enzima fosfodiesterasa se puede de=
rminar midiendo la liberacidn de p-nitro fenol a 37°C por el =
.cremento en la absorbancia a 440 mpM , usando como substrato —-=
is(p-nitrofenil) fosfato de calcio. (124)
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De los resultados obtenidos con los venenos de las di-
ferentes especies, aparentemente, la actividad de la RVNasa es me
wr que la actividad de la DNasa. La mds alta actividad de la —--
Wasa se encontrd en los venenos de las especies Bitis gabdnica,
Vaja melanoleuca y Crdtalus adamanteus. Los venenos de las espe-
2ies B. gabdnica y Naja naja exhiben la actividad mds alta de —-
iNasa.
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TABLA No.22 ACTIVIDAD ENZIMATICA DE IAS ENZIMAS DNasa Y RNasa EN EL VENENO
DE DIFERENTES ESPECIES

( sg‘let\.:z?gn al 0,5%) RNasa (%) DNasa (%)
Crétalus Terrificus _ 8.2 2002
Agkistrodom 4,3 18,1
Vipera Ammodytes 7.6 1643
Bothrops Jararaca 4,0 23,8
Crétalus Adamanteus | 9,99 31,7
Bitis Gabénica 18,6 34,8
Naja Melanoleuca 7.8 35,6
Naja Naja 14,0 22,3
Vipera Russelli ' 10,5 23,0

Tiempo de incubacién: 30 minutos; temperatura 309C, buffer tris-HOL 25 Mmoles
PH 7.8, densidad 6ptica medida a 260 mpen presencia de 5 gimoles de acetato de Mg,

Los resultados estan esmpresados como el incremento en la densidad éptica (%)
con respecto a la solucién de DNA o RNA usada.



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 nimero de deshi
rogenasas, tales como la deshidrogenasa ;éctica, deshidrogenasa
dlica, deshidrogenasa aminodcida; se encontrd que aguwellas des—
idrogenasas que requerian DPN para Su accidn eran las mds afec=—
adas, sugiriendose la presencia de una enzima que inhibia su =-
ccidén atacando al DPN. (125)

Esta enzima se encuentra presente en el veneno de las
species Naja naja atra, Vi{pera russelli y Bothrops jararaca. El
eneno de dsta fltima muestra una muy alte actividaed. (126)

| Como ésta enzime rompe la unidn pirofosfato entre el =
cido adénflico (4P) y la nicotinamida, se sugirid gue la enzi-
a podria ser considerada como una pirojfosfatasa nucledtida.

S
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Cuando la enzima actua sobre el DPN en presencia de Zn
> libera dcido adenflico sin la produccidn de dcido fosfdrico.
n ausencia de iones Zn**se forman 2 moles de H3POy4 Yy adenosina,
robablemente debido a la accidn de la enzima 5Z-nucleotidasa ==
resente en los venenos sobre el dcido adenilico, el cual se for
a por la accidn de la DPN-pirofosfatasa sobre el DPW.

AHP + 54-nucleotidasa —— Adenosina + Pi
Adc. Adenilico

Puesto que todos los venenos contienen ambas enzimas -
¢ actividad de la DPN-pirofosfatasac puede ser determinada por
a medicidn del fésforo inorgdnico (Pi) liberado por la accidn -
e la 54-nucleotidasae sobre el AKP formado por la accidn de la
PN-pirofosfatasa sobre el DPN em bujffer glicina, PH 8.3 y la —-
resencia de iones Mg & 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, glutatidn, cis=
eina y se desactiva completamente por calentgmiento a ?0°C duran
e 30 minutos.
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Iv.s6.2 5=-NUCLEQTIDASA

Esta enzima hidroliza el fosfato terminal del dcido a-—
denflico y estd distribuida ampliamente en la naturaleza.

i Los venenos de todas las especies de secpientes exhi--~
- . 3 s

ben ésta actividad que es muy alta. Las fuentes mas ricas de es-

ta enzima, son los venenos de las especies Agkistrodom piscivo--
’ 3 4 .

rus, Crdtalus adamanteus, Crdtalus horridus, Vipera russelli, --

Bungarus fasciatus y Bitis gabdnica.

La enzima es la mds activa entre todas las fosfatasas,
como la ATPasa, DPN-pirofosfatasa, fosfatasa alcalina no especi-
fica, etc. que se presentan en el veneno. Los venenos de las es-
pecies Vipera russelli, Agkistrodom piscivorus, B. fasciatus y =
C. adamanteus que contienen a la enzima jfosfodiesterasa y que no
pueden hidrolizar al compuesto mono fenil fosfato, hidrolizan fa
cilmente al dcido adenilico. (127) -

La enzima puede hidrolizar S-adenosin=-S5-fosfato e ino-
sin=-5-fosfato, pero no puede actuar sobre adenesinr3-fosfato, --
guanosin=-3-fosfato, citosin-3-fosfato, glucose-6-fosfato, hezeasa
-6-fosfato y o« , p —glicerofosfatos. (113)

E1 PH éptimo de la enzima es 8.5-9.0. La velocidad de
desfosforilacidn del dcido adenilico por ésta enzima se incremen
ta por la adicidn de Mgtt, Ca*t, Mntt, Cott. Los iones Mn**y Co+
aceleran mds pronunciadamente la hidrdlisis; los iones Zntt y witt
actian como inhkibidores.

Con la presencia de EDT4 y ausencia de los iones metdli
cos, la enzima pierde toda su actividad en 5 horas. La enzima es
estable durante 8 dias a 37° en ausencia de EDTA y es mds sensi
tiva al calor que las otras fosfatasas del veneno. (128)

La actividad de la 5<-nucleotidasa se puede determinar
midiendo el fdsforo inorgdnico liberado cuando una mezcla de 0.1
ml. de buffer glicina (sal de sodio), 031 ml. de solucidn del ve
neno y agua hasta un volumen total de 1 ml., es incubada a 375
durante 15 minutos.



La enzima ha sido purificada del veneno de la especie
othrops atroz (129). La enzima fué precipitada con acetona al -
2% como un subproducto durante la purificacidn de la enzima fos
odiesterasa del mismo veneno. El método comprende didlisis del”
recipitado (suspendido en duffer tris-HCl 0.1, PH 8.0) contra
gua , precipitacidn con sulfato de amonio al 60-70% de sature—-—
idn y purificacidn sobre sephadex G-100 Yy cromatografia en una
olumna de DEAE-celulosa.

Se ha observado una pérdida progresiva en la actividad
e la 5<=nucleotidasa, cuando la enzima se incuba a 37° en pre=-
encia de lecitina u homogeneizados de cerebro con venenos ricos
n fosfolipasa 4. La lisolecitina formada por la accidn de la ==
osfolipasa A4 sobre la lecitina es responsable de la inactivae- =
idn de la enzima.

Cuando se comparo la actividad de la enzima en el vene
o0 de diferentes especies de serpientes, separadas geogrdficamen
e , se encontrd una actividad muy alta de ésta enzima en el ve—
eno de la especie Ccrétalus adamanteus, en contraste, la activi-
ad de la enzima en el veneno de la cobra Naja naja es baja.
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La velocidad de hidrdlisis de AMP es proporcional a la
soncentracidén de la enzima en el estado inicial de la reaccidn,
segun se observa en la grdfica y disminuye rapidamente cuando ==
yumenta la concentracidn de la enzima.

La actividad de la enzima se incrementa con reactivos
jue tengan grupos SH, tales como cisteina y glutatidn reducido,
bero se inhibe con pirofosfato, ortofosfato y NafF.
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IV.5.3 ADENOSIN TRIFOSFATASA ADENOSIN DIFOSFATASA

Y PIROFOSFATASA

La presencia de adenosin trifosfatasa capdz de hidroli
zar ATP, ha sido detectade en el veneno de las especies crétalus
Bungdrus, Bothrops, Bitis, Agkistrodom y Vipera (130)(131). La =
sctividad de ésta enzima fracuentemente Se encuentra en la misma
fraccidn en la que también se detecta la actividad de las enzi--
nas 54-nucleotidasa y DPN-pirofosfatasa, cuando el veneno se so-
mete a electroforesis de 20na.

El veneno de las serpientes también contiene una enzima
que hidroliza ADP; cuando se estudio la actividad enzimdtica del
veneno de la especie Bitis gabdnica y otras especies, se detectd
la actividad de la enzima ADPasa y ATPasa (132), sin embargo, la
%ctigidad de la ADPasa fué mas baja que la actividad de la ATPasa

TIERDS

La aparicidn de un mol de dcido fosférico por mol de -
ATP hidrolizado por el veneno de &1 especies de serpientes, Sugi
rio que la enzima hidroliza ATP a ADP y H3P04; después se observd
gque la hidrdlisis de ATP era acompafiada de adenosina, pirofosfato
y ortofosfato a una concentracidn baja del substrato. (131)(143)

La hidrdlisis 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 accidn de la
ATPasa; el AMP formado es hidrolizado a adenosina y ortofosfato
por la enzima 5Z-nucleotidasa presente en el veneno. Cuando el =
4DP actua como substrato, se produce un mol de adenosina y dos -
moles de dcido fosférico por mol de ADP hidrolizado. El1 ADP se -
hidroliza a AMP y H3PO4s; posteriormente el AMP se hidroliza a a=
denosina y dcido fosférico. (133)

‘SHTP-nsn
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La actividad de la enzima ATPasa se puede medir jfacil-
ente a partir de la cantidad de dcido fosférico liberado, cuan-
o una mezcla de 0.2 ml. de una solucion del veneno (5.0mg/ml),
.2 ml.de ATP (5.0 mg/ml.) y 0.4 ml. de buffer veronal O.I1H, ---
H 8.5, se incuba en presencia de una solucidn 0.001¥ de iones =
g a 30°C durante 20 minutos. La temperatura de incubacidn no -
ebe erceder de los 30°C, porque la enzima empieza a perder Su =
ctividad.

Los iones Znt*t, Hg**y Fb++actdan como inhibidores de -
a actividad enzimdtica; el PH dptimo de la enzima:[fluctua entre
.3 y 9.5 y se inactiva completamente cuando se calienta a 60°C
lurante 15 minutos., (113)

=

La enzima ATPasa no puede hidrolizar pirofosfato de =--
-iamina, B=glicerofosfato y erosafosfato, pero hidroliza inosina
‘rifosfato. (131)
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IVe5.4 FOSFATASAS NO ESPECIFICAS

La presencia de monoesterasa no especifica capdz de hi

. . - .« 7 [

rolizar monofenil fosfato, se libera fenol en la reaccion, en =
] peneno de las serpientes ha sido demostrada. (116)

Sin embargo, no todos los venrenos contiemen 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-nucleotidasa y una fosfatasa no especifica, lograron puri=
icar a ésta Ultima enzima 200 veces.

La enzima purificada estd libre de 5=-nucleotidasa ¥
e fosfodie;&erasa; se activa con la presencia de iones Mg & Ca
 tiene un dptimo alrededor de 9.5. Puede hidrolizar 5-AMP, =
’ d-AMP, 3<4iP, ribosa 5-fosfato, flavin mononucledtido, 5=fos=
oril ribosa, l=pirofosfato, ATP, etc., pero no puede hidrolizar
irofosfato y uridin 2°, 3‘fosfato ciclico. También puede hidro-
izar mononucledsidos 37, 5’'difosfato.

De todo lo anterior se podra observar que la naturale-—
va ha dotado a las serpientes de enzimas potentes, requeridas pa
@ hidrolizar ATP, AKMP y DPN. Los productos de la hidrdlisis de
TP y AMP son téxricos, ya gque bajan la presidn sanguinea. La pre
encia de la enzima DPN¥-pirofosfatasa, asegura la destruccidn de
)PN, el cual es requerido por muchas enzimas que son importantes
.n las reacciones que se llevan a cabo en el Ciclo del Acido Ci-
‘rico y Glicolisis. La enzima 5-—nucleotidasa también juega un =
papel importante, ya gque nidroliza AMP cuando la enzima ATPasa
votda sobre el ATP, de tal manera gue los sistemas enzimdticos
responsables de la fosforilacidn oridativa no pueden usar 10s
productos de hidrdlisis para la resintesis de ATP,
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IV.6 HIALURONIDASA

Esta -enzima ha sido encontrada en cada veneno gque ha -
sido analizado. La enzima hidroliza el dcido hialurdnico gque 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 hidrdlisis del dcido hialurdnico trae como conse- -
cuencia la penetracidn de otras enzimas y componentes tdzicos en
los tejidos, facilitando la actividad enzimdtica § toxicidad del
veneno, manifestdndose como inflamacidn y edema de la parte afec
tada.

La actividad de la enzima puede ser medida mediante el
método siguiente: se afiaden a un tubo de ensaye 0.5 ml. de dcido
hialurdnico, después se afiaden 0.05, 0.10, 0.15 y 0.20 ml. del =
veneno (19 mg. disueltos en solucidn salina al 0.85%) respectiva
mente; se anaden 3 ml. de buffer acetato de sodio-dcido acético
0.02H,.PH 6.0 y se incuban los tubos a 37°C durante 30 minutos,
pasado este tiempo la solucidn se enfria y se afiade un ml. de sO
lucidn de ferricianuro de potasio, 1 ml. de solucidn de carbona—
to de Ca-cianuro de K y se pone a bafo maria durante 15 minutos;
se enfria y se afiaden 5 ml. de sulfato férrico en intervalos de
30 segundos.

Posteriormente se pasa la solucidn de los tubos a unas
cubetas para su lectura en un fotocolorimetro. El1 objetivo del -
7étodo es medir la cantidad de glucosa liberada por la enzima.

135)

De dsta manera se midid la actividad de la enzima en -
varios venenosy

Veneno
crdtalus terrificus 74 mg. de glucosa liberada
Naja naja 75 mg. por 1 mg. de ve-
Agkistrodom blomhf[fi 47 mg. neno
Botrhops jararaca 38 mg.
Triemeresurus flavoridis 57 mg.
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La enzima rompe las uniones B -glucosidiecas del dcido
3 . 2 7
iglurdnico, liberando de esta manera a la glucosa.

COOH CHz-Ott oot
o o, .
—0 _Kom e l\o\‘ ot o—
ot NG~y o
g fc. Hiawonspico
CHz-OH C°°“°
o, OH
+ ’Bu O
\ HO
2 on
Ni=G-CHa
6

Entre los inhibidores de la enzima se encuentra la hepa-
. . ’ . .
rina, la mucina gastrica Y el sulfato de condroitina. La enzima -
no interviene en la toxicidad del veneno, pero contribuye a la in
troduccidn de los componentes tdéricos.

Con las tablas siguientes se podra ohservar un panorama
mds amplio de la actividad enzimdtica y toxicidad del veneno de
varias especies de serpientes pertenecientes a las familias Elapi
dae, Crotalidae y Viperidae.
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TABLA No,23 TOXICIDAD Y ACTIVIDAD ENZIMATICA EN ALGUNAS CROTALIDAES

Protefna Toxicidad Amino4cido Fosfo- Fosfo- Proteinasa Esterasa
(%) 1.pe 1iove oxidasa diesterasa lipasa A (caseina) TAME
Veneno (biuret) ( g/kg)

A.biliniatus 62 1155 800 271 82 44 53 637
A .mokeson 65 4222 2711 425 0 35 131 1450
A.piscivorus 68 4844 2044 277 47 54 87 561
A.rhodostoma 715 4977 4711 i16 26 27 750 892
B.atrox asper 75 2844 1244 84 50 29 66 230
C.adamanteus 73 2222 1333 410 -84 32 20 4100
C.atrox 80 4266 2666 170 31 25 328 308
C.durissus 75 667 1244 164 52 9 22 1098
C.d.terrificus 79 400 267 263 64 ) 78 450
C.horridus 80 2844 1644 150 23 0,1 o 625
C.scutulatus 70 178 178 163 23 46 31 910
C.virddis helleri 71 2444 844 500 36 18 2% 2567
C.viridis 75 2000 1111 272 92 26 120 1233
S.barbouri 74 6844 2800 110 2 32 83 375
T.flavoridis 87 5066 3689 56 48 42 83 56

Todas las actividades estan expresadas como unidades/mg. de veneno
para su definicién ver la referencia 89

Abreviaturas: A, Agkistrodom, B, Bothrops, C. Crétalus, S. Sistrurus,

T. Trimeresurus.



TABLA No. 24 TOXICIDAD Y ACTIVIDAD ENZIMATICA DE ALGUNAS ELAPIDAES

Proteina Toxicidad Amino&dcido Fosfo- Fosfo- Proteinasa Esterasa
(%) i.p. 1i.v. oxidasa diesterasa lipasa A (caseina) TAME
Veneno (biuret) ( g/Kg)
B.caeruleus 87 89 111 8 0 34 6 0
B.fasciatus 91 5955 k378 2 0 11 g 0
B.multicinctus 75 80 71 7 0 27 4 0
M. fulvius 90 667 378 73 18 65 0 0
N.melanoleuca 81 324 289 20 19 68 3 0
N.naja naja 80 280 244 3 19 34 2 0
N.naja kaouthia 80 329 356 14 29 20 6 0
O.hannah 76 1644 1600 6 35 21 28 36
A.mellifera 72 3333 2933 0 0 54 0 0

Todas las actividades estdn expresadas como unidades/mg de veneno
para su definicién ver la Ref. 89

Abreviaciones: B. Bungarus, M. lMicrurus, N. Naja, O. Ophiophagus,
A. Apis



TABLA No. 25 TOXICIDAD Y ACTIVIDAD ENZIMATICA DE ALGUNAS VIPERIDAES

Proteina Toxicidad Aminoédcido Fosfo-~ Fosfo- Proteinasa Esterasa
(%) .0, 1.V _.oxidasa diesterasa lipasa A (caseina) TAME
Veneno (biuret) ¢ g/Kg)

B.arietans 65 933 - 533 52 115 13 20 80
B.gabénica 64 1955 711 100 18 21 15 240
E.carinatus 74 1600 1111 21 16 19 141 193
V.formosensis 67 489 178 68 78 52 3 65
V.russelli 70 400 133 48 59 40 0 82

Todas las actividades estén expresadas como unidades/mg de veneno
para su definicién ver la Ref. 89

Abreviaturas: B. Bitis, E. Echis, V. Vipera
i.p. intraperitoneal
i.v. in vitro.
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Una de las defensas gue el hombre tiene para evitar el
dafio producido por el veneno de las serpientes, es la produccidn
de antivenenos & sueros mediante esguemas de inmunizacidén en e-—
guinos. Para ello es necesaria la obtencidn de venenos monoespe-
cificos para la produccidn de anticuerpos cuando se inoculan en
el tejido animal. -

La obtencidn de venenos de especies cornocidas reguiere
un trabajo taxondmico eficiente y un serpentario bien manejado.-
Actualmente, se cuenta con un serpentario en el Instituto Nacio-
nal de Higiene que, aungue rico en ejemplares de algunas de las
serpientes mds conocidas y comunes en la Repiblica Kexicana ado-
lece de ejemplares del género Micrurus.

Los venenos se obtienen por ordefiac de las serpientes -
haciéndolas morder sobre una copa esteril y haciendo pasar el ve
neno por un tamiz de tela de molino. Una vez gque se obtiene el -
veneno, se trasvasa a un tubo de centrifuga y se somete a una ==
centrifugacidn de 2000 rpm durante 30 minutos para eliminar todos
los detritus celulares, particulas alimenticias y microorganis—-
mos contaminantes. El liguido sobrenadante didfano es inmediata=—
mente congelado y liofilizado para obtener de esta manera un pol
vo con una proporcidén no mayor de 1 a 2% de humedad. Este conser
va un tiempo bastante prolongado sus propiedades téricas. (136)"

4 partir del veneno liofilizado se prepara una Solu—-—-
cidn madre al 1% en solucidn salina al 0.85% glicerinada (50%— -
V/V) adicionade de mertiolato al 1:3000.

Se determina la actividad tdéxica en ratones (DLsp) y -
nitrdgeno total por el método de Kjeldahl.

Las especies de serpientes mds utilizadas en el Insti-
tuto Nacional de Higiene para la obtencidn del veneno son: Créta
lus bassiliscus bassiliscus, Crdtalus durissus culminatus y Bo—--
throps atroz.(137)

Determinacidn de DL50

Para efectuar esta determinacidq se hicieron dilucio—-
nes del veneno en solucidn salina, inyectdndose 0.5 ml. de la -
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solucidn por via endovenosa en la vena caudal a ratones de 18 a
20g. de peso, 6 ratones por dilucidn, anotandose el numero de =--
muertos y vivos a las 24 hrs.

La valoracidn final (DL50) se calcula de acuerdo al mé
todo de Reed y Muench. (137b)

Obtencidn del Suero

El esquema de inmunizacidn consiste de dos fases:
a) Esquema base.

b) Esquema de refuerzo.

a) Esquema base. La primera inoculacidn se hace con ==
1l mg. de veneno (peso seco) en 5 ml. de solucidn salina mezcla—-—
dos con 5 ml. de adyuvante completo de Freud. El1 adyuvante con—-

siste de aceites vegetales gue ayudan a retener a las toxinas --
que por su pegquefio tamanro se pueden eliminar facilmente.

Ocho dias después, se inmuniza nuevamente con 1l mg. de
de veneno en 5 ml. de solucidn salina con 5 ml. de adyuvante in-
completo de Freud. 4 la semana siguiente se inyectan 500 mg. de
veneno disueltos en solucidn salina en forma fraccionada, repi--—
tidndose tres veces mds con un intervdlo de 48 hrs. aproximada—-
mente.

Se realizan pruebas de sangria a partir del Z2o. dia —-
después del fltimo indculo, aobteniendose el plasma final y deter
minando precisamente el dfa éptimo en que el titulo de anticuer-
po sea aceptable.

b) Esquema de refuerzo. (reinmunizacidn). La reinmuni-
zacidn tiene como caracteristica la administracidén de antigeno -
soluble en forma fraccionada.

La duracidn del esguema 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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T4BLA No.26 PRUEBAS DE PROTECCION CRUZADA

Suero anti-bassiliscus

Veneno de: DEsgp/ml. Proteccidén(%)

C. bassiliscus 128,8 100

C. durissus 24 20

C. molossus 0 0

4. biliniatus 0] 0

B. atrox (0} 0
Suero anti-durissus

Veneno de: DEs5p/ml. Proteccidn(%)

C. durissus 124.8 100

C. bassiliscus 43.8 3449

C. molossus B7ee 30

A. biliniatus 0 0

B. atrozx 0 (6]
Suero anti-agkistrodom

Veneno de: DEsp/ml. Proteccidn(%)

4. biliniatus 167,64 100

B. atrox 46. 28 27.5

C. durissus 0 0

C. bassiliscus (0] 0

C. molossus B 0 0
Suero anti-bothrdépico

Veneno de: DE5p/ml. Proteccidn(%)

B. atrox 699.6 100

4. biliniatus 0 0

C. durissus 0 o

C. bassiliscus 0 0

C. molossus 8 0



repitiendose cada tercer dia.

Los plasmas que se obtienen en las sangrias 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 solucidn. Estas soluciones de globu=
linas son empleadas cOmO SuUEros purificados.

Determinacidn de la DEsp (Sueros)

Se hacen diluciones de los sueros obtenidos en el es——
guema de inmunizacidn, mezcldndose volumen a volumen COn un vene
de toricidad conocida (DLsp), obteniendose finalmente en la mez-—
cla 3 DL5p en 0.5 ml. Se incuba 1 hora a 379C, inyectdndose 0.5
ml. de la mezcla por via intravenosa en la vena caudal, emplean=
do 6 ratones por dilucidn de 18 a 20g. de peso. El1 tiempo de ob-
servacidn es de 24 Rrs.

La valoracidn final DEsp se efectua por el método de =
Reed y Muench considerando la unidad DE5p como la minima canti--
dad de anticuerpo especifico capaz de neutralizar 12 DLsp de ve=
neno de serpiente.

De esta manera, se pueden hacer pruebas de proteccidn
cruzada entre diferentes especies de serpientes, empleando en la
primera prueba el veneno homdlogo 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 ‘el cual se sujeta a las siguientes pruebas de control de -
control: esterilidad, determinacidn de preservativo (cresol), to
ricidad, sulfatos y cloruros.

Como se podra observar de la tabla de proteccidn cruza
da se encuentra gque practicamente no existe una proteccidn que =
garantice la supervivencia de un individuo mordido por una espe-
cie de serpiente cuando ha sido protegido con suero preparado —-—
por otra especie ain del mismo género, ya que el mdzimo de pro--
teccidn cruzada encontrada en los experimentos anteriores fué de
30 a 33% con el suero antidurissus y venenros de crétalus bassi-—
liscus y Crdtalus molossus. (137)
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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 mericanas en mds centros de investigacidn, ya que a la fecha
solo el Instituto de Biologia de la UNAM y en el Instituto Nacio
nal de Higiene dependiente de la Secretaria de Salubridad y 4sis
tencia se estudia el problema.

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

1.- Hérico es un pais rico en fauna de reptiles veneng
sos y se considera como de los paises con mayor variedad de espe
cies de este tipo, particularmente de los géneros licrurus, cré=
talus y las especies Bothrops atrox asper Yy Agkistrodom bilinia-
tus gque son las gue mayor nimero de victimas producen cada aro.

2.- Se requiere tanto, un mejor estudio de la fauna ==
3 S . . ; 7
hecpetoldgzca nacional como de su prevalencia y distribucion geo
- . . s . Py L—
grdfica y es indispensable contar con datos epidemioldgicos mds

eractos sobre las especies de serpientes gue mds frecuentemente
s rd
causan accidentes mortales en nuestro pais.

3.- Se han logrado aislar y purificar del veneno de, ==
las serpientes, principalmente de la Sfamilia Elapidae, mds de 50
torinas con actividad neurotdzrica libres de toda actividad enzi=
mdtica y se ha logrado, tambien, diferenciar esta actividad de =
la toxicidad.

4.- Los estudios sobre la modificacidn quimica de las
neurotorinas con reactivos especificos, revelan gue los aminodci
dos bdsicos tales como lisina y arginina son esencial y SJuncio--
nalmente importantes para la actividad bioldgica de la proteina.

5.- Dada la similitud de la estructura primaria Y la -
gquimica de las toxinas de serpientes, se sugiere gque el andlisis
estructural de una toxrina puede dar bases para la constderacidn
de la relacidn estructura—tozricidad para esta clase de toxrinase.

6.~ Para estudios comparativos de secuencias, andlisis
s . + £ . - -
de propiedades conformacionales y determinacion de sitios acti-=-



vos, estas neurotoxrinas son muy apropiadas.

7.—- K1 veneno de una serpiente es una rica fuente de =
enzimas, la mayoria de ellas hidroliticas, lo cual puede servir
como guia para seleccionar unrn veneno con particular abundancia -
de enzimas y toxinas para la investigacidn de problemas en Bio=-
quimica o como material de partida para estudios de purificacidn,
propiedades, actividad, etc., sobre alguna enzima especifica.

8.- Para preparar un verdadero suero polivalente que -
permita mayores posibilidades de proteccidn, se requiere un gran
nimero de estudios de proteccidn cruzada con la mayor parte de -
especies mexicanas.

9.= Debido a la complejidad del veneno y a la gran can
tidad de antigenos, es necesario hacer un fraccionamiento del --
mismo para obtener los antigenos responsables de la toxicidad y
asi poder preparar un suero ideal.
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