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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE TOX!NAS DEL VENENO DE LOS ALACRANES

Tityus sarrulatus y Centruroides limpidus tecomanus.




ALSLAMIENTO ¥ CARACTERIZACION DE TOXINAS DEL VENENQ DE [0S ALACRANES

Tityus Serrulatus y Centruroides Limpidus Tecomanus.

TCXINAS DE VENENO DE ALACRAN: AISLAMiENTO Y CARACTERIZACION.

A diferencia de las serpientes, todos los alacranes son VENenosos,
El vereno es inyectado a través dz un aguijoén que se zncuemtra en la pun-
ta del telson, el ditimo segmento ael postabdomen o ''cola', los alacranes
pertenecen a Ia.clase Arachnida y al orden Scorpionida. Los venenos msjor
estudiados pérteneéen a especies de la familla Buthidee, problablemente
porque son ésta; las de mayor peI}grosIdad para el hombre. Consisten prip
cipalmente de Lna mezcla de muchos péptidos y proteinas Tarmacol6gicamen
te activos. < 7

Presentan también otro tipo de componentes como mucopolisacdridos vy
aminas libres. Las toxinas, gue constituyen un alto porcentaje del vene-
no, son protelnas de bajo peso moIe;uIar (alrededor de 7,000), b&sicas (-
pt:8-10), con un total de residuos de aminocdcidos que fluctia de 57 a 78,
Ja mayor parte de 62 & 66, cuya estructura terciaria ests estabilizada con
by, a veces, 6 puentes disulfuro, y que en su mayoria, carecen de metio-
nina. {ROCHAT, et al., 1967, MIRANDA el al., 1970, MC INTOSH y WATT, 1972,
BABIN et al., 1974, POSSANI et al., 1977, ALAGON et al., 1978),

A Ta fecha han sido aislados y caracterizados cerca de 30 toxinas

alacrénicas. Dos toxinas, Aml y Amll, Fan sido purificadas del vensno de

Androctonus mauretanicus colectado en Marruecos. La secuencia amino, ter
minal de Ta Am Il ha sido determinada (ROCHAT et al., 1972). Las toxinas

Bop 1 y Bop Il aisladas del veneno de Bathus occitanus, del norte de Marrue

cos han sido caracterizadas completamente por degradacién de Edman (ROCHAT

et zl., 1975). Tres toxinas, Bot 1, Bot il y Bot 11!, del veneno de Buthus ;

occitanus tunetanus son conocidas a nivel de su composicidn de aminodcidos ‘




y su secusncia aminoterminal (MIRANDA et al., 1970; ROCHAT et al., 1970).
Otras toxinas, componentes menores, del mismo venznd fueron aisladas uti-
lizando métodos diferentes a los inicilamente empleados (ROCHAT et al., 1375)

De otro alacrdn africano, el Leiurus quinquastriatus guinguestriatus han

sido aisladas 5 toxinas {MIRANDA et al., 1970)

bel slacrén norteamaricano Centuroides sculpturatus se han etectuado

el aislamiento de 4 toxinas designadas |, LI, Il y tV, las cuales actian

" sobre vertebrados (MC INSTOSH y WATT, 1973) y 3 variantes menos tdxicas

-}

para vertebrados, psro que producen pardlisis en insectos (BABIN et al.,
1974). Se ha determinado la estructura primaria de la“toxina | qﬁe contie-
ne 64 aminodcidos vy carece de metionina y alanina ?BABIN et al., 1975) y de
las tres variante; que presentan 65, 66 y 65-aminodcidos, respectivamente
(BABIN at al., 1974). Llas secuencias de estas toxinas muestran grandes hp
mologias, 1o que sugiere que pertenecen @ una familia de proteinas homblo-
gas.

De] venano del alacrén brasilefio Tityus serrulatus se han purificado

]

dos toxinas denominadas Tityus | y || {GOMEZ y DINIZ, 1966; TOLEDO y NEVES,

1976), las que contienen 63 y 78 residuos, respectivamente. La toxina

Tityus it contiene & puentes disulfuro, 1o que representa una excepcion

al igual que la toxina !l de Centrurpoides sculpturatus y la toxina para

crustdcens de Androctonus australis (ZLOTKIN, 1976). POSSEN! et al., (1977)

v ALAGON et al (1978) han caracterizade 5 toxinas del veneno de las que la

mas basica, toxinabi, contienen 62 residuos uno de }os cuales es metionina.

De los alacranes mexicanos (entruroides elegans y Centruroides limnidus Te-
comanus se comienzan a conocer las caracteristicas de sus toxinas (POSSANI

et al., 1979; POSSANI et al., 1980)

Estudios comparativos de las secuencias conocidas de toxinas alacra-



nicas han conclufdo up minimo de 5 grupos de toxinas, que pueden indicar
}ineas divargentes de un ancestro comln (ROCHAT et al., 1970; POSSANI et

al., 1577). Recientemante, se ha sugerido gue Jas toxinas de serpientes

alacranes y abejas evolucionaron a partir de un polipéptido ancestral co

min a través de duplicacidn intragdnica (ERICKSON, 1978)
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ATSLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CUATRO FOSFOLJPASAS DEL VENENO DE LAS

SERPIENTES Bothross asper y Micrurus fulvivs microcalbinzus

LAS ENZIMAS EN LOS VENENOS DE SERPIENTLS

Un gran nimaro de venenss animales incluyends zgquéllos de las ser-

‘pientes, los monsiruocs de Gila, los alacranes, las arafas.y las abejas,

contienan distintos tipos de enzimas aaemds de toxinas. Estas activida

des enzimaticas juegan-un papel importante en las siguientes acciones

-}

patofisiol6gicas de los venenos (MELDRUM, 1965): (a) dado local de capi

3

lares y necrosis tisular por proteinasas, fosfolipasas, arginil éster
hidrolasas y hialuronidasas (SLOTTA, 1955; KAISER vy MICHEL, 1958; suzu--
KI e IWANAGA, 1970); (b} acciones coagulgntes y anticoagulantes por va
rias enzimas proteoliticas algunas de ailas ﬁuy especificas {MEAUME,
1866) y {c) produccidn de hipotensidn aguda y doior debido a la libe-
racidn de péptidos vasoactivos por kininogenasas (SUZUKI e IWANAGA,
1970). Otros tipos de enzimas han sido propuestos como agentes téxicos.
en 105 venenos de serpientes: 5'-nuclentidasa, fostodiesterasa, co?ineg
térasa, y - L~aminodcido oxidesa., Sin embargo, varios estudios, &n los
qua los venenos de muchas especies ds sérpientes han sido fraccionados
por cromatografia y electroforesis, han demostrado que estas enzimas
per se no intervienen directamente en el cuadrd téxico agudo ocasionado
por los venenos (MINTON, 1974).

Las enzimas de los venenos de serpientes, una de las fuentes natu-
rales con mas alta concentracidn de enzimas, han encontrado varios usos
en la invesfiéacién biomédica. La L-aminodcido oxidasa, -por ejemplo,
ha sido utilizada en la identificaci6n de isdmeros dpticos de aminodci-

dos y en la preparacion de & -cetodcidos {MEISTER, 1965); la fosfodies~



tarasa, en astudios estructurales de &cidos nucleicos y de coenzimas di-
nucleotidicas (LASKOWSKI, 1966); las enzimas proteollticas, para estudios

de secuancia de péptidos y proteinas (MELLA et al., 1967; VAN DER WALT y

JOUBERT, 1372); y la fosfolipasa Ay, en la investigacion de 1{pidos (VAN
DEENEN v DE HAAS, 1966). Otras enzimas, con actividad de trombina (rep-
tilesa, ancrode vy batrsxob!na) o procoagulantes (stypven), tienen cierta
aplicacidn en clfnica. Estos usos bioguimicos y terapéduticos de igs en-
zimas de venenos de serpientes son algunas de las razones que han dondy—
cido al e;tudio intensive de la ocurrencia, purificacion vy c?racteriza-
citn de estas enzimas.por muchos grupos de trabajo en todo el mundo.

For 10 menos un mfn;mo de 26 enzimas oGiferantes, la mayorfa de ellas
hidralasas, han sido detectadas en venencs de serpientes (IWANAGA y SUZU-
KI, 1979)}. De éstas, 12 se encusntran presentes en todos [0S venenos aun
que su contenido varia importantemente; las restanies estén presentes s$0-
lo en cigrtos grupos taxondmicos, o son caracteristicas de algunas espe-
cies en particular (TABLA 1). Llos eldpidos, por ejemplo, se caracterizan
por la presencia de acetilcolinesterasa, enzima que no se encuentra en |os
vipéridos y crotadlidos (ZELLER, 1948); éstas dos Gltimes familias poseen
actividades de endopeptidasa, arginil éster hidrolasa, kininogenasa, trom-

bina vy pro:oagu?anté, no detectadas en los venenos de eldpidos (DEUTSCH vy

DINIZ, 1955). <Con raras excepciones, los vanenos de ciertos eldpidos

. (Ophiophagus hannah y Pseudechis colletti) contienen actividad proteoliti-

ca y de argini] éster hidrolasa, si bien es muy baja (MEBS, 1970). Los ve

nenos de los crotdlidos y de los viperidos se parecen mas entre si que cuap

- do comparados con' Tos de los elapidos. Sin embargo, aun para especies es~

trechamante relacionadas, hay reportes de diferencias significativas en

cuanto al contenido de alguna o algunas enzimas, hecho dificil de intefprg



TABLA 1. ENZIMAS PRESENTES EN LOS VENENOS DE SERPIENTES

A. Presentes en todos Tos vensnos:

Fosfolipasa A, (3.1.1.4), L-Aminodcido oxidesa (1.4.3.2),

Fosfodiesterasa (3.1.4.1), 5'~Nucleotidasa (3.1.3.5), Fos

fomonoesterasa (3.1.3.2), Deoxiribonucleassa (3.1.4.6),

Ribonucleasa (2.7.7.16), Adencsin trifosfatasa (3.6.1.8),

Hizaluronidasa (4.2.99.1), NAD-nucleosidasa (3.2.2.5), Ari

lamidasa, Peptidesa,

Presentas en venenos de crotdlidos y vipéridos:

Endopeptidasa, Arginil éster hidrolasa, kininogenasa (3.
Li4,21), con actividad semejante a Trombina, Activador

del Factor X de la coagulacioén, Activador de Protrombina.

[=]

Cy

‘Presentes principalmente en vensnos de eldpidos:

Lad

Acetilcolinesterasa (3.1.1.7), Fosfolipasa B (3.1.1.5)

3

Glicaerofosfatasa.

Presentes en alqunos venenos:

Transaminasa glutdmico-pirdvica {2.6.1.2), Catalasa

(1.11.1.6), Amilasa (3.2.7.1), -Glucosaminidasa, Lac-

“tato deshidrogenasa (71.1.1.27), Heparinasa.




tar va que pueden variar grandamente dependiends de la condicion de las ser
pientes (edad, sexo, nutricidn, condiciones de cautiverio, etc} y del mane-
jo y conservacién del veneno. Otra dificultad presente en este tipo de es-
tudias comparativos es la existencia de factores en el mismo veneno que pue
den influenciar Ta actividad de las enzimas: inhibidores de enzimas proteo-
ifticas (RAUDONAT, 1955), endopeptidasas que dagradan kininas interfiriendo
en la determinacidn de kalikreinas (SUZUKI e IWANAGA, 1970).

‘ Por 1o general, los venenos de crotdlidos y vipéridos presentan un ﬁog
tenido muy elevado de enzimas, en tanto que los de los elépidos son muy ri-

[

cos en toxinas de bajo peso moleculﬁr y relativamente pobres en enzimas
{MEBS, 13569). &La mayor parte deslas enzimas de venenos de serpientes son
smuy estables cuands se les guarda en estado seco (RUSSELL y EVENTON, 1964).
Las propiedadas de los distintos componentes de Jos venenos se conservan en

buan estado s estos ditimos son liofilizados en forma inmadiata a la ex-

traccidn,

FOSFOLIPASAS A,
Lés fosfolipasas son enzimas que degradan hidroliticamente a los fos-
folipidos. Se reconocen 4 clases de acuerdo a su sitio de accién sobre gij
cerofosfétidos {ESQUEMA 1). De todas eilas la que predomina en los venenos
de serpientes es la fosfolipasa Ay, la que hidrolisa selectivamente el aci-
1o d; la posicidn 2 de los sn-3~fosfoglicéridos (ESQUEMA 1). También ha sj
do denominada como fosfollpasa A, fosfatidasz A, lecitinesa A, y hemolisina,
por su capacidad indirecta de lisar eritrocitos, propiedad que serd discuti
da més adelante en esta tesis. La alta especificidad de esta enzima ha si-
do Gtil en andlisis estructurales de fosfolipidos y trigiicéridos, asi como

en el estudio de las interacciones |Tpido-proteina (SINGER, 1971). Entre

sus propiedades mds sobresalientes resaltan: un requerimiento absoluto de

132



Ca2+, una gran resistencia a temperaturas elevadas, y ung estruciura ter-

claria muy estable dada por numzroesos puentes disulfuro. Son Jas fo

5}

foli

pasas A2 las enzimas de venenos de serpientes mejor estudiadeas.

ESQUEMA 1. CLASES DE FCSFOLIPASAS, ACCION DE LA FOSFOLIPASA Ay
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Purificacidén. A la fecha se han aisltado fosfolipasas A, de venenos perte-

necientes a todas las familias de serpientes (UWATOKO-SETOGUCHI y GHBO,

1969; TU et al., 1970; VIDAL y STOPPANI, 1971 KAWAUCHI et al., 1971;

SHILOAH et al, 1973; BOTES y VILJOEN, 1974b; TSAO et al., 1975; JOUBERT,

1975a; JOUBERT y VAN DER WALT, 1975). El esquema de purificaci6n es rela-



tivemente simple, compzrado con los utilizados para otras enzimas de venea-
nos como fosfodiesterasas, endopeptidasas y L-aminsicido oxidasas. En mu-
ch3s casos una fiftracisdn en gel seguida de cromatografia por intercambio
i6nico, ha sido suficiente para obtener fosiolipases en estado homogeneo,
Los rendimientos reportados fluctian alrededor del 20 al 30%. La cromato-
grafia por afinidad ha dado mejores resultados, con rendimientos del 90%
(ROCK vy SNYDER, 1975). Lla presencia de miltiples formas de fosfolizasa A,

es un ha]?ang frecuente en la mayoria de Jos venenos. SALACH et al (1971)

identificaron de 7 a 11 isoenzimas en Tos venenos de Naja naja y Vipera

russellii, De 2 a 3 isocenzimas con actividad fosfolipésica Ran sido iden-
tificadas para los venenos de Crotalus adamanteus (WELLS y HANAHAN, 1969),

Agkistrodon halys blomhoffi (I1WANASA y KAWAUCH!, 1959; KAWAUCHI et al.,

1971}, Naja nigricollis (WAHLSTROM, 1571), Bothross neuwieddi (VIDAL et

al., 1972), Vipera palestinae (SHILOAH et al., 1973), Vipera berus (DELO-

RY, 1973), vy Naja melanoleuca {JOUBERT y VAN DER WALT, 1975).

fs)

Propiedades Fisicoquimicas. Las fosfolipasas de venenos de serpientes

sen muy resistentes a temperaturas elevades, pHs extremos, liofilizacicn,
=1

congelamiento-descongelamianto vy concantraciones elevadas de urea (KAWAU-

CHI et al., 1971; BREITHAUPT, 1976},

ET pzso molecular de las fosfolipasas fluctGa entre 8500 y 31000,

ejemplos: de Crotalus atrox, 14500 (WU y TINKER, 1959); de Naja naja,

24000 (CURRIE et al., 1968); Naja nigricollis, con dos iscenzimas de

13000 vy de ]4DQO.(WAHLSTROH, 1871); de Vipera palestinae, 16000, (SHILOAH

+“

et al., 1973); Bothrops neuwiedii, con dos isoenzimas de 8500 y 20000 (V]

DAL et al., 1972).
Como ha sido mencionado anteriormente, la presencia de miltiples for-

mas de fosfolipasas en un mismo veneno ha sido bien documentada. TU (1977}
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sefizla que sste hecho pudiera explicarse de diferentes maneras:

1} Que fueran issznzimas en el sentido tradicional, es decir,_que szan
codificadas a nivel genético en su estructura primaria.

2) Que rasulten de diferentes estados de agregacidn (oligdmeros) de
una misma enzima.

3) Que resulten de la degqradacidn protesiftica 1imitada opor enzimas

et

presentes en el mismo veneno (principalmente en los vensnos de ¢ro
, t41idos y vipéridos}.
Sin 'mbargo, no todos los venenos de serpientes presentan miltiples

formds de Tosfolipasas. ?Por ejemplo, el veneno de la serplente marina

laticauda semifasciata tiene una sola fosfolipasa, la aues,ha sido bien ca-

racterizada y purificadaspor dos laboratorios en forma independiente (UWA-
TOKO-SETOGUCHI, 19639; TU et al., 1970}.
Gtra caracteristica de estas enzimas es su {endencia a la formacidn
de dimeros; el equilibrio entre el monfmero y el dimero puede ser despla-
.zado en cualauier sentido dependiendo de las condiciones del medio, sobre
todo de la fuerza iénica y de la presencia (o ausencia) de CaZ+. Una ba-
ja fuerza i%nica y la presencia de CaZ* favorecen al dimero; las condicio
nes opuestas resultan sn el mondmero (BOTES y VILJOEN, 1974b)}. Probable-

mente, esto mismo pudiera aplicarse =n los casos de Crotalus atrox (WU y

TINKER, 1969, HACHIMORI et al., 1971), C. adamanteus (WELLS y HANAHAN,

1969} y Bothrops neuwiedii (VIDAL et al., 1972}).

Estudiando la composicidn de-aminodcidos para varias fosfolipasas A,
de distintos venenos se encuentra que todas tienen un contenido elevado
de &cido asPértico,-g]icina,ftirogina y cisteina. Los aminodcidos baési-
c0s presentan una tendencia muy interesante: mientras que el nimero de re

siduos de histidina varTa de | @ 3 y el de arginina de 3 a 6, el de lisi-



nas es muy variabie, de 4 a 17. En ningln caso ha sido demostrada la pre-
sencia de carbohidratos o de grupos tiol libres.
Por dicroismo circular se ha calculads que el mondmero de la fosioli-

pzse de Ackistrodon halys- blohoffi tiene de 32 a 37% de o& -hélice (proba-

blemente con girp a la derecha) (KAWAUCHI et al., 1971). E] contenido de

ol -hélice para el dimero de Crotalus adamanteus (WELLS, 19771a) y el mond-

mero de Vipara ammodytes (GUBENSEK y LAPANJE, 1974) es de 70 y 24%, respag

tivamenté. Mientras que las 3 isoenzimas de Naja melanoleuca, muy senmejan

tes entre s, presentan de un 22 a un 28% de ¢ -hélice, su estructuralﬁ

fue muy pequeda o nula {JOUBERT y VAN DER WALT, 1975).

= 44

Sstructura Primaria. La Fig. 1. muestra ls secuencia de aminoécidos desde

el amino terminal hasta Té posicidn 30 de varias fosfolipasas Ay: 2 de ma-
miferes, &4 de eldpidos, una de vipéridos y 2 de crotdlidos, en ese orcen.
El alte grado de homologia entre eilas se absérva en forma inmediata.

HE INRTKSON ét al (1977) han propuesto dos familias de fosfolipasas besados
princigalmente en la posicién de Tos residuog de cisteinas. La primera de
ellas comprends a las fosfolipasas de elépidos y mami feros que en la posi-
cién 11, por ejemple, presentan un residuc de cistefina, situacidn que no
se da para la segunda familia, que incluye a las fosfolipasas de vipéridos
y crotdlidos. Es prokable que esta clasificacisn sea modificada con el co

nocimiento de otras secuencias de fosfolipesas de otras especies.

Propiedades Enzim&ticas. La mayor parte de las fosfolipasas A, presentan

una actividad maxima entre pH de 7.5 y de 8.5, actividad que disminuye mar
cadamente aipHs por debajo de 6 o por arriba de-10. 1la temperatura dptima
para estas enzimas varia con la especie de origen. Por ejemplo, para los

venanos pertenacientes al género Naja es de 65°, en tanto que las fosfoli-
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sesas de Crotalus son inactives por arriba de 45° (NAIR et al., 1876).
las fosfolipasas A, reguieren de £al* para su funcionamiento; este iodn
intaracciona con el extremo polar del fosfolipido dé&ndole al carbdn del
carbonilo una carga parcial positiva que facitita el atagque nucleofilico
necesa;lb para la ruptura del éster (WELLS, 1972}. EI £a?* se une a la
enzima-previamente a la interaccidn de ésta con el sustrato (VILJOEN et
al., 1975). Otros cationes divalentes pueden substituir parcialmente al
isn calcio. |

Las fosfolipasas Ay son ;]tgmente espec?FiLas: hidrolizan la unién
éter dél carbono 2 de los fosfoglicéridos liberando &cidos grasos (gene
ralmente insaturados en esta posiciédn) y lisolipidos (l—aciIgI}cerofés—
fatidos). La resccidn se lleva a cabo por ruptdra en el 0 del acilo,
como ha sido demestrado por la hidrélisis de 1,2-dipalmitoilglicero-3-

fosforilenlina en presencia de HZISO (WELLS, 1971b):

H,COCOR HZCOCOR
) 18 ] 18
R‘OCOEH + H, 20 HOCH + R'CO'®CH
' 1 -
HoCGPO;0-colina HzCOP0;0-colina

E] *sustrato mds comin de estas enzimas es ok -lecitina (fosfatidil-
colina), la que puede ser hidrolizada tanto en forma libre (yema de hue
vo, suero) {(TU et al., 1970; MARINETTi, 19671; CHIﬂEN, 1972} o Formandd
ﬁérte de lipoprotefnas (PATTNAIK et al., 1976). VAN DEENEN y DE HAAS
(1963) estudiaron en detalle la especificidad de la fosfolipasa A, de

Crotalus adamanteus. Para esto utilizaron varios anélogos modificados

de fosfolipidos con lo que pudieron-postular que la estructura minima

requerida como substrato para esta enzima era la sigulente:

|
R*“'%-——U**—C'—*H

g
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neg

Mme DE-{
Hme DE-I
Nma DE-111
b4ha DE-I
Bga

Cad

Aha A-il

[

Fig., 1

A[E]w[a Fir sf® NkEIA 1{PleBI]PIL M DfFIN[NYG CYC G
AV W) FIR SM 1 Q@ C THI{P N'S KiPlY L ei? NID YGC YCG
NL YQFKNMIHCTVPNFIRPWWHFANYGCYCG.
NLYQFKNMIQCTVYVPNI-IRSWWHFANYGCYCG
N L QFKNMIFTTVPNQRSWWHFANYGCYCG
NLYQFKNMI K'C TVPI"ISRSWWHFANYGC YCG
D L[TIO FIGINM IINKMGQ -BIVFD YT Y--lYGCYCG
Stelvlg FlE Tk va kRsfe L LfW}- vysajyeC v Ca
S QF|E T LHIM K 1 AGREBJG | - Y els[v C G

Comparacidn de las sescuencias amino terminal de varias fos-
folipasas Ay. (Ppo) Péncreas porcino (DE HAAS et al., 1970);
(Peq) pancreas equino {EVENBERG et al., 1977): {(Nme DE-1I}
Nzja melanoleuca DE-I (JOUBERT, 1975c); (Nme DE-11) N. mela-
noleuca DE-11 (JOUBERT, 1975¢c); (Nme DE-i11) N. melanoleuca
DE-111 (JOUBERT, 1975b}; (Hha DE-i) Haemachatus haemachatus
DE-1 (JOUBERT, 1975a); (Bga) Bitis gabonica (BOTES y VILJOEN,
1975ha); (Cad) Crotzlus adamantels (HEINRIKSON et gt., 1977);
(Aha A-11) Aakisirodon halys blomhoffi (SAMESJIMA, et af.,
1974). Se utiliza la simbologia de una letra para cada ami-
nodcido. Se han dejado espacios (=) para alinzar a los resi
duos de cisteina y obtener el mdximo grado de homologfa. )
Los pares Glu-Gln y Asp-Asn se consideran equivalentes entre
s7. Se han enmarcado los amino&cidos que se repiten con ma-
yor frecuzncia en cada posicidén. Los segmentos de secuancia
para la fosfolipasa A-I1 del veneno de A, halys blomhoffi eg
t&n ordenados en forma diferente a como fueron publicados
originalmente, siguiendo las sugerencias de HEINRIKSON., et

al (1977).
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PRCZIEDADES HEMOLITICAS DE LOS YENENOS DE VEINTIDOS ESPECIES ANIMALES

HEMOLISIS Y.VENENOS
Hemdlisis es la ruptura da la membrana de eritrocitos con la conse-

cuente difusidn de Ta hemogiobina contenida en ellos hacia el medio exter-
no. En general, los componéntes de vensnos gue inducen hemélisis caen_deg
tro de dos grandes grupos: (1) aqusllos que por.sr mismos producen la bi-
sis de tos eritrocitos o factores hemol fticos directos (FHD) vy, (2) los que
2 través de su accion catalitica sobre fDS|O]IPId“S producen lisoderivados
que son Ios verdaderos agentes hemoliticas (ROY, 1955): &stos componentes‘

con accidn hemolitica indirects nan sido identificados como fosfolipasas AZ.

- B

Yenenos de Especies Diferentes. Llos venenos de los elépidos por lo comin

contienan tanto factores hemoliticos directo e indirecto (DE VRIES et al.,

1962}, La Hamooloblnur|a, manifastaci Nvo de la hemélisis, es un ha?lag

= :gf(KELLAWAY, 1929}, Los venenos de

]

g0 frecuente en envenenamiento pfﬁf
los crotdlidos carecen de FHD, por 1o que su potencia hemolftica, generalmen-
te, es menor que la de los elépidos {SAKHIROV y DAVLATOV, 1969}, Esto se ex-

plica por la accidén sinérgica del FHD v la fosfolipasa Ay,

Eritrocitos de Especies Diferentes. Los eritrocitos de especies diferentes
presentan susceptibilidad distinta a hemsiisis por vensnos (ROSENFELD et al.,
1968; DASS et al 1970). CHOPRA y ROY (1936) observaron que el veneno de la

serpiente Russell hemolisa eritrocitos humanos y de cobayo pero no ovinos.

TURNER (1957) propone que las diferencias en sensibiljdad a hemblisis de Jos
eritrocitos de distintas especies se debe a la relacién ?ecatlra/esflngoml

elina de sus membranas; asi, las especies con una relacién alta son mas }ab:
les que las que presentan una baJa SCHROETER et al (1972) reporta que los ni

veles de gluLatlon reductasa en Jos eritrocitos estén relaclonados con 1a ac-



tivicdad hemolftica del FHD: células con altos niveles de esta enzima son
mé&s sensibles a el FHD.

!
HemSiisis y Letalidad. - La Hemélisis, es sin duda, uno de los muchos efec-

tos tSxicos gque los venenos, sobre todo de reptiles, producen. Sin embar-
g2, no es el principal factor letal (CONDREA et al., 1969), Las neurotaxi
nas alsladas de vanenc de cobra no son hem;?fticas (1ZARD et a].; 1969).

El factor hemolitico aislado del veneno de Naja oxiana tiene uns Dlgg de

2.4 ug g-1 en ratones inyecfados i.p. (YUK?L'SON et afl., 1973)‘q@e eé mayor
{menos potente) que la del veneno o de la toxina purificada, lo que indica
que si bien no es altamente téxico no deja de ser de importancia, En otro
estudio se compard la potencia tdxica y hemolitica del veneno de 6 especies

de serpientes y se concluyd que no existia correlacifn entre la toxicidad

¢ Tos venenos y su actividad hemol{tica. (NEDYALKOY y MARCHEY, 1971),

WEMOLITICO DIRECTO (FHD)

Bioltgicas. Debido & que el FHD lisa Ia membranarde los erILFOCItDS

su eiegio scbre los compenentes de membrana y sobre la permeabilidad de la
misma ha sido estudiado intensamente. E! FHD del veneno de Naja naja se une
fuertemente a membranas de fantasmas de eritrocitos (SCHROETER et al., 1973;:
DAMERAU et al., 1974).

Tratamiento de eritrocitos con el factor hemolitico de Naja naja produjo
un aumento en las actividades de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, ade
nilato cinasa, 3-fosfoglicerato cinasa y aldolasa, pero no en la actividad de
catalasa (FAJUNHOLC et al., 1972). En eritrocitos humanos el FHD de Naja oxiana
aumenta Ta permeabilidad al K%, asT como la conductfvidad de membrana

(YUKEL'SON et al., 1974). Algunos artrépodos poseen también péptidos hemolf-

ticos, como la melitina del veneno de abeja, que por su estructura caracteris-




tica actda como un potente detergente (HABERMAN, 1972).

=

Estructura. Todos ellos son péotidos, como el aislado del veneno de Hazma-

chates haemachatus que es un péptido bdsico gue consta de 57 residuss de

aminodcidos (ALOCF-HIRSCH et al., 1968). Tiene un peso molecular de 7,000
y contiene & puentes disulfuro. Por la posicién de &stos Gltimos los fac-
tores hemolitices dal venzno de cobras se clasifican dentro de los péptidos
bdsicos no neurotéxicos, si bien estructuralmente estén relacionados con
las verdaderas neurotfxinas.
- -}

Lta melitina de abeja es up péptido corto que presenta un extremo alta-

mente hidrof6bico y el otro con un contenido muy elevado de aminbacidos car-

o

gados. Esta doble naturaleza hace de &1 un buen detergenté (HABERMAN, 1972).

PAPEL DE LAS FOSFOLIPASAS A, EN LA HEMOLISIS.

La lisolecitina, producto de la accién de las fosfollpasas A; sobre la
fosfatidil colina, es uno de Tos agentes que puede producir hemdlisis. La
fosfolipasa Ao pura, por si misma, no produce ham8lisis o tiene una actividad
hemolitica muy baja (CONDREA et al., 196L). La fosfolipasa Ay pura de

Laticauda semifasciata tuvo una UHgg (punto con 50% de hemblisis) de 16 Mg,

sin embargo, en presencia de o.] mg de lecitina, la UHSO se redujo a 0.4 pg;

es decir, ta fosfolipasa Ay pura tuvo sblo un 2.5% de la actividad hemolTtica
.encontrada para una mezcla de la enzima con su sustrato (TU, et al., 1970; TU

y PASSEY, 1971).

En condiciones hipoténicas la fosfolipasa Ap puede hemolisar directamen-
te; To mismo sucede con 1os eritrocitos obtenidos de paciénfes con esferocito
sis (LANKISCH y VOGT: 1972).. En los dos casos anterjores se postulé hay un
rearreglo en la membrana que favorece la accién de la enzima sobre ella.

En algunos casos particulares tas fosfolipasas Ay pueden ser hemolfticas
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por si mismas. Esto se da cuando la enzima es altamente badsica. Como fue
mencionado previamente, Las fosfolipasas A de venenos no siguen un patrén

determinado en sus pls: las hay &cidas, nsutras y bésicas. AsT, la fosfo- -

lipasa Ay del veneno de Agkistrodon halys blomhoffii que es bdsica puede

lisar eritrocitos aln en ausencia de FHL o de fosfolipidos (MARTIN et afl.,

1975)

SINERGISMO ENTRE FHD y FOSFQLIPASA Ao

Cuando$se usan en forma simultdnea fosfolipasa A, y FHD la combina-
cidn resulta a]tamente hemolTtica (CONDREA et 2al., 1971; OLDIGS et al., -
1971; YUKEL'SON et al., 1975). "Los venencs de Vipera palestinae y V. ru-

e o
ssellj poseen fosfolipasa Ay pero no FHD, y ambos carecen de actividad he-

molTtica per se. Si otros agentes que pueden alterar la membrana se usan
en Tugar del FHD, las fosfolipasas A, producen hemélisis. Resulta claro,
entonces, que la funcidn del FHD es alterar lz superficie membranal permi-
tiendo a la fosfolipasa A, penetrar a la regién hidrofébica de 1a mambrana.
A su vez la enzima actGa sobre los fosfolipidos de membrana para producfr

D

lisoderivados, que ocasionan mayor destruccién de la membrana celular.
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§We maintain several spiders alive in the kboratory:
anybody wishing 10 work with the “taraniels™ may refer
to us.
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Cratafus enyve Bal aliforma Sur) Croralus
ruber (B ix Norel Beihrops asper (San Juun
Evan Yeraeruz) Bothrops ivhinus and Bulhops
dunni (La Ventesa, Oaxaca). Buthrops ni v aneifer
tOcazoecdutla. Chispas) and fnally an uaknown spider
from the family Theraphesidoe, commonb nems=d “taran-
tola® {(Venustiano Cartanza, Pusbla)s.

The venoms of the anthropods were obtained by electri-
cal stmulation of anuesthetized unimals, The venoms from
the verizhraies were ohtained by mechaniva) stimelation.
After extraction, all venoms ware immediately contiifugad
at 3000 ¢ for 3min and the supernziant (saluble venom)
was {rezen of hophilized and kept at —20°C
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