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I • I NTF:ODUCC ION 

·/ Ato uir. :· t (l. se J"' r- i (? n te desPues de deJar las a1uas 

Primordiales dio el dia a los dioses, quienes a su ve~ 

oE·1~do r·resen1es Gn casi io(J~s l~s cosmo~onias , un eJemPlo 

1 - \'id''·' l ''· 

d•2 ··.¡id.;._, 

DLtddha es Prote~ido r·or una cobr~ de 

f \'u t () 
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te ha existido desde tiempos muy remotos Y ~ue ellas han sido 
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2. Sistematica Y di5trib11cion ~eo~i'aficl~ 
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F·ror·ié1.merite dii:hz._5 <Or-hidi~ .. }. ~:ierido t~n con.i1.i.ntc:i lo:-: rt~r:-1ite_:; 

co11 n\a)·or ex1to ecalo~ico. En la act1.1aliclad los miembi·c¡s de 

~i1te~ q11e l~s serPicnies }"na es !1ast~ el Cretacico SuPeriar 

~nimales de tra.nsicion antre tos v~r~noideos ( 5 (l,IJ r j 0 5) '/ t •:) ¡; 

boideoE r:-rimitivos (F:ome1', 1.9;'..::;:), 

J.b1.1¡·1d.J.rtC i .j 

••• ·-. .i • •• 
¡•p,I \ ! 1 ( h :\i: 0 ·'"'.•!:::' --· 

como runto de referencia La tra~ radiacion de los m¿1,m i fe1 ... os 

:ir: dio t1.1_·1z1f h,_,":i_1:e 70 - 50 mitton\:-::- dr: 1~.no.1 (Youn·1~ 1·-:/1;.:~:' .. D('2 

!...~. .fo . - -
1_ .~ .~ 

E r, f i'.J i"' m J.:; F E· l i ·:J r o 5 .:i.:; 1: o n u r1 .:i. r -9.1"' ;:,,. t o i n o e u t J. d o r r ~=- t r .:t. e -t i l ; 

Dt~ritr•o de lii.s: .~err iurite.=: ..:::uFerior.:~s hti.Y 4 { iFos de 



d s n 't i ·: i ü n m ~'. ,~ i l i:t. r ~- s ~:i i.: i ¿1• d ~- ¿._ t ííl ~·. r1 2 J o d t? l ven r~ n o : 

son Pel i ·3Y'OSJ.5 .. 

4. :::oleno·:il ¡ fa.s: Dientes ,,.nt,2rie('2.:- hi:·(Jd!:<fl.,i•:cs 

retractiles. todas son venenosas Y muchas son 

;.:·el i ·:; i· o:; a.:r .. 

·~1',~.ndes f.J.mi l i e.s. l c> • .s Col ub1' i d.i.e. El ~.F i d2.e Vi r-er i d.:;i.e; .:;-1Js 

r:· r· o t e t o ·J l i f -9. s Y so t i:3 no ·:; l j f ;i. 5 :- r- {2 s P e i: t i v J.m en t e M 

., 

unicos miombros d0 P.~· l .:i. .:1.tb f ¿;,1·;1 j l i .:j 

~-º .~ "iÍF0tido:; 
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t c.1i:..J.l i z,-:_,_d). 

de C-~- l i f ü ¡· r. i ~-
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fft¿\.S 

~.bordo r"'] !_ 

11 d Í ·:32:; ~ j\:D .. 'i 11 

dt?f. vEr-11..~rro 

he m G l i t i e .ri. ::; •. Cr !· r ,:. -

Et tiene un~ comPOEicion 

f·r- i ne i F·~.l mente enz i m~\ ti cEi.:i de los f l 1-1. ido~· 

Desde 1B34 De L~cerJ~ ob:Er~o 

disolver 

r:- i:: r 1.J no !-:. ·~ 

VL'f!L'flü dü 

3 in~ ~~ti .::e:.:.:, 

triF·.:.-in~\. 
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1:-roteol. i ti-=~ del. 

mi rma, 

ti Fas: 

• La.s ~ue m-:i.n0rJ. 

topes liti·::o.c dircctüs. En conJunto son conocidas 

C. i :; t i).d .:J.S 

tcix í nD.~; 1=·1·E!···s inif.F·t i i:¿¡.s 

del 

las terminales motoras CNaPias ~ Heilbpom, 

su to i i ·.: i d ,3_ d 9 .-=: m :\ '/ ü r' =i 1.1 r2 r. .;;. s 

neuroto:=:in~ . .i L -:~. ~- n 1'.] u j o t ·:; :: i f¡ ) . . · ;"i).': 

,!_ - •• 
i. ,_, i d::· 



L,),.: 5€ i"i= i ·::!fi t E·S di? 

f'· ,o. r t i •:u le<. r me'n t" ~.bundt4.nte estos dos ti F·os dr; 

4.2 Tt•xini'<.s de membr.;.ni'<.s. 

~ue modlf ic~n de 

v2i.l"" i edc,.d 

FroP i i: i .~.ndo .~.i:i: ion 

'fu~nte 

.: i e i' to:;; \. i F·E ¡- j do.e:,, 00 Ee ha encontrado una fLt~rta 1~et~c:ion 

estructur.:-:•.l :?ntre ~?l l0.s .. 

que l ir. 

toxir1as i·,c, es dificil 

'.l t i t i :: .) . .,., :_ i'. s 

.. 1.1 ·.? i"1 5 : .. '/ O b i G l L' ··3 i e ü f 2. r:: j l Y 
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75 l~eEid11os de ~minoacido5 Y 4 o 5 F·ue11tes ele disulfl11~0. A 

.:· IJ. ·; 2 :: t ~- s r1 e •.t ro t o x i n ~·· .I F o s t --- .s- i ri ~. r.· l i e ~-:1.;; ~; e i:: l 9. s i f i i:: ·.'.i. n ~ n 

t :·.r·, o de: 

l<>. •:«.den<". F·oliPeF·tidic,\ ·1 de la F·resenci;.. de un quinto 

Puente de disulfuro. 

El com1'uesto 

fosf<Jt ir-J.SJ.s b~1.:::i1:a.s can actividad neurotoxica Y Por 

1?0 a 140 residuos. 6 a 8 Puentes da 

disulful"o dirneros 

tr Íili\"l'OE ,. 

En 1: ro t '3. l i 11 iJ.::; vir:e1 lnos .:oto .:\? 

l. 2. del vent:n•J de 

(':. Jur i .;- .;: us .' d;;'. "''2t1nno de 

ir ·~'r i dc1s h.::1.n 

d:.< 0:·t).F:ido.: reYmi~=- .su·:1erir· un esi:i.uema. de s1.t evol1.1i::ion~ et 

CUJt :;,~ F((~.:;-~¡-:"t::1 ::,-. I_ :- fi ··~1.1r,j_ t~ ::· ('.:;tl"'/dom~ 1·:¡·7·~·)' 
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fidos vasoactivos ~ al~o~enos Provocan dolor e hiPDfension. 
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i •fon ti f i i:;,J•hs 

.;c.s oc 1 a.das i: on ti. l ·~un mf~c;:.i.1·1 i smo d:.1 d :•.ne· .. l ~i. vi et i m0., 

TABLA # 

ENZIMAS PRESENTES EN VENENOS DE SERPIENTES • 

ENZIMAS ENCONTllAD1\S EN : 

TODOS LOS VENENOS 

FOSFOLIPASA A 

FOSFODIESTERASA 

DESOXIRRIBONUCLEASA 

FOSFOMONOESTERASA 

ADENOSINTRIFOSFATASA 

L - AMINO OXIDASA 

HIALURONIDASA 

NICOTIN ADENIN DINUCLEO-
TIDO NUCLEOSIDASA 

5- NUCLEOTIDASA 

PEPTIDASAS 

ARILAMIDASA 

ALGUNOS VENENOS 

TRANSAMINASA GLUTA­
MICO-PIRUVICA 

LACTATO DESHIDROGENA­
SA 

CATA LASA 

AMI LASA 

ENZIMA SIMILAR A LA 
HEPARINAS,\ 

{3 -GUCOSAMINIDASA 

* ADAPTADA DE IWANAGA Y SUZUKI , 1979. 

SOLO VIPERIDOS 

ENDOPEPTIDASAS 

CININOGENASA 

ARGININA ESTER 
HIDROLASA 

ACTIVADOR DE PRO­
TROMBINA 

ACTIVADOR DE FAC­
TOR X 

ENZIMA SIMILAR A 
LA TROMBINA 

a.un Y 

SOLO ELAPIDOS 

FOSFOLIPASA B 

GLICERO FOSFATASA 

ACETILCOL INESTE-
RASA 
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iniciando la formaclon de fibrina; otra reaccion es activar 

~:~ ·t1 t !"' e i~ e s i duo s de l i ::; i n ~. Y ·~tuta.min<i .. AdemDs, Frocesa. tos 

en t e. 1· d 1 J. s • r.. n i ·, e '-

l? l lb2racion de factores Plaque lar las. 

l <1. l. i t e r ii. t IJ r ¿¡_ e i en t i f i e 2•. e o 111 o " 0 n :: i m a.~ 5 i m i l :f. l"' e .~ ,1, l ~\ 

Se han aislada diversas 

se r F· f e r, t e _:; e tt m o A ·:J k i _:- t r· o d n 'f1 :.. e u i· u s -~O 1_; ·: .. ;., r¡ ·:; · · e o t .:- - 1. ? 71. ) ~ A ~ 

( .,,.r, o: r od, 

3 .. 1. 21.. :?':'°) 

( t1G.1· k l .).1"1 d 

"',-,...,, .. ,, 
.,;. ";:•:.•. 

rhGdo.?t.:::m.; 

r.:o t h ;,-·o;:_:: :: 1 o.-: 

lbatroxobina, Defibrasa , 

.-. h. horr i du.~ 



En i::¡..s i tGdiE 1 ¡·, 

A-· de 

Existen eJemPlos de 

det fibrino·:ier:D ei 

d ~? l \: 1.2 n ~: i"i •:: de i: r o t ~. l i nos Fe i- t f1n:=1:: (: n la clase definida coma 

E¿;;rin:~. Frote¿ .. ~:¿.,E-: Fues t ienEn un r-e.:;iduo d~ .=:t~·, .. in.:1. como 

Y 67 000 daltones. 

ma.<t•.! in a.ria. f i br i no l. i ti e ,1. 

afibrino9enemia. Por e~te efecto l~ 1.lncrnd (Aru.1irr) !' t c.. 

t.atroxobl11& CDefibr~.SR 

de 

'/ 

115 arn¡noa~idc~) 
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ident¡fic~ciori de l~s 
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i:. orno 

de T¡-- i iile r· C: E U.r" 1},E l <•. F ·,-. D t ;; i f1 i<. :;· i•. HF! l. 

de c~otalus horridus (Civello v cols, 1983 la Y b. 

Tr ime·r~r"~:;1_1r1Js f!. t.ivoviridi .~ (Tt:.k.9.h.J.:::hi ., Oh;=;.ik!"•.: 197(1) b:- \JiF"{~r,~. 

r:n t re (F'1.bi~.nc 

¡ ,-,¡-, ¡ !:· ¡ d2.-' 

<B.i.ti.r·n~"<.son Y Tu-. 1.97f:). 

interes~nte 11at~r 

r·uede .Je 

" e r1;:: ¡ 111 ~. ~ te) ·.: i n '~. 11 r· e r· t o E d i f t:· r (? n ·t e:; ,:¡'.l.:: ~: t.~ ·l e:: " 

(F1_,1_-! (;n C 1J l s: 1 .-.-,.,-' - '/ / ,_I .' : 
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hemorra9icas no sean l~.s unicas resF·onsables de los 

.::o!,: j ·-;:,•7[) 

2.3 Proteinasas qtle inactiv~n a inhibidores de 1··roteinasas. 

! e du .: 

~.Lfa-: macro~lobul ir1a~ 

tt.:'31.tt.:,.cion 

hi!. r=·ub t i i:: =·.do vr:nerio de 

col ubr i ·:fos~ ·-./i :=·e¡- i riü:.: 

r 172 :; r •.Jn; :J.b !_E:; 

.. ..- .... '•""" 
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- ' ·:·. ~ 

[ .;. 

ir:hibidor 
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d t~ !_ 
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F1·oteinasas tienen 2<)7 Y 214 1 ... e~iduaz~ corPESFondiendn rl1 

d i i 3' Ci F /' O F i l ··· f l. l.l ü '¡"' O f O .~ f ¿:¡. t O 

'¡' (f:::1.1re o: k i "/ 

·¡ 

t e f·. e e í o n .:;,_ ¡... e o 't1 t"? t i n h i b i do r ·: C· l .s· , J. S'7'::· l . 

imFort.).nt" 

di::? t º-~ 

El _;1.1 r· e so 

müli2o:ut «.r en 3 l<da.I. 0:.'.ress ·:· C~.t<o.n1;se, t?:::Ol e .. 

L". tie?n;;:,. 1_1¡·¡ ·~1 f<?r:tü d(? mod1.it<lcion de l ~. 

Ir de 

• / G t t:• e i d ,;i, d de F ¡ · tJ 1_ '.:.! e t :; 1 .:,· •• ~1.:.: i e ei m ü t . .:i. 

\ 
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2.4 Proteinasas Proco~~ut1nt~s. 
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esF·ecific~.s coma 

0• ·.·•Ji'J.i'llJS scutellatus scutellatus tiene un Peso molecular 

[:FP, EDTt-,, 

Y r·e,-i.l i zr:.i. dos 

;; e t i '-·"--:. d ei r d 0' r· ¡~ r. t r e m b i n ~; f u e ¡:: tt r i f i e .~.do de l ven en o d e 

ruede11 modif~c~r al Eistem~ 

~)Activ~ndo l~ vla alt2~11a del complemento~ 

en ven~:nos 

r- .. -' , •• r 

de 

de 1, 
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¿. t t E r" r~ ¿1_. 

(;Dn P ! 

' . --'· 

t r ~: :s d ::· e l l. o ~- ¡ r, h i b i do.: F o t C:DTA ( M .J r-1 

F' ~! r 1) t ·t 1 m o .. el 

d 1~ r en d ¡ t.' n ~·t.:' d u ,;. r: t i e l.l L' ¡ .. r: o:~ h :~ _;. i do d ¿,~ser· í -t .:i. En C ro t ¿;_ l 1-t:: 

m:-. ~hburri. 

reportado el aislamiento de el e los factores resronsables. 

2 .. 1~. Prott: in;.i.s-::t.s qui? d2jf',J.d.:~.n et2.:::t in.; '/ 1.:ol(.;1·3G1·:.J .• 

L~. ¡~ ~-·· 

d Q C IJD\('.?fl t Zl.d .:i. F'ere;~~-T2imc\ ··e ... 

dt-:l nomb¡-·r . '. ;•. \. -:J. f>(CJtcÍ(r:\S ... \ 

,:-:omo 
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e 1J l ::-. sen¿ .. . :s ,::- • C t re:: :;.1.: t n r· i:- :.T :· .: o :ii o !tJ '"? r b ·.,· CD t :7, 

(1.97:?:) con.:: i drrc""i.n 

condiciones fis!olo~icas de FH t PmF er c. t 1.1·,· .;, 

de !\)n irih;bid.:1.S FOt lo.-:: 

dE de·Jr .. ~.d?..r ut i l i ;:¡: ndo •:amo 

_, .. 
11v ·.- ~. t :·. 

Dichos estudio.: f",¿¡,n :::ida r·ei.:1.l i 2.::..dc:s .::on 

.-, ..,. 

3rl.IF Q dt~ 

,;,o: t i .. ·id :..d .!.SO!'.: i ;..d c .. 

::: ¡ ne~ f.:¡ do 

.Ju:: t ~~ J t o:;;· J •.? n-.:- 1" .:i. l 

•':: t 2.F id 05 
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. : e: r ¡= i En t t: .: 1: o m o r:i ·1 k i 5:.-: ·t r· o d ij r: h ~. t "/ s b l o rn h o f f i (Osh i ma. 

TrlmerezuruF flavoviridls (Takah~5hi ~ Ohsaka, 1?70)b, ViPcr2 

!' U5 e [ [ i Dimltrov, 1''l'71.), Bitls ~.rletH:.I' ( \-',i.n der l4a.lt ·· 

i::rc·t.J.lus .?.tr·nx ( Pfleid1:i""er: Y f;um·,-k.~ 1')'(,f). 

o 

ro r :luco:il~cion de lz.s 

Dentro de 

¡: ;- [' {· ·.:: ¡ ¡·, ;.,_':" i·.:: 

ir11F!di'2rido ::u r:.r: ... ·:::~~:: .. ·ic.~· 
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proleol ilicas obtenidas del 

l. ·. ·~ !!1,•.11 

'- 2 .. u. { ; l i:: Zi.i::.: ¡ on 



A. Ubtencion del veneno.· 

El veneno fue obtenido Por estim~Lacion mecan1ca de Las 

3Lc1.ndulM venenos<>.s de Ve.ríos ejemF-l<>.res ~.dÍ.tltos de C1'0\«.l1.1s 

Este l. i 1Hti do 1.: l ¿1,f' 1 1 1 C¿i.iJo 1'· IJ r· 

El F·olvo 

obtenido fue almacenado a -20 C has\a el momento de su 

1.d i l izc>.•:ion. 

Este veneno l i 1, i i l i za.do fue Pesado T disuelto en 

solucion amorl.i3uadora de fosfatos de sodio, 5 mM a PH de 

centrifugado 15 m1nutbs a 21 000 x 3 T el sobrenaaante 

F-rocesc>.do i nmed i o:t c>.mente. lo 

•:ont1'ario, todo el manejo ael veneno ,. sus -i f'¿¡,i:c 1 ont:s 

fue re•.l 1 Zc.do e>. • c::i i ne l t1Yen•:J(l l if.S 

•:rorn<>.to·•ril.f i ca.s. 

B. ::;ePa.r;,,.c 1 ones •.:r·om~. t 0·3r~. T 1 c~.s. 

L«. crom<J.to·;i1·,•.t1~. F·or· 11Lt1'«.•:ion en ·;el f 1.1e 

1.1 t 1 L 1 2 o.n•:l o 

1d.1:ir11.: . .;.n t t-:-

iosiatos (i~ soa10~ 1111'1 i'. 
... ....: 
• •. .1 •• _1 

., e¡_ 1J i 1Jo F·i'E: s 1 on 

i:onsr..;<,1'1{8 us;;i..nuo 1.1.n rest·~f·vor·1ü 1.1e 1'i¿i.1··1u11;_:.,. 

La.s croma. to·3ri<.1 i ;.,;; de 1ntef'•:<>.mt•1 u 1Dn1 •~o se r·ei>.l i ;.:;..ron 



ti f·o DE-:.ú ( ~ír;~.tm ... r.J:F'.r-o.::esúlii. P1'·ev i i<.liHHde de a.c•.1erdo '" Las 

instr1.1•:¡•:-iones -del--•·fabric<>.nte• Posteriormente L<>. resin.i. f1.1e 

emP.i.ca.dci. en·Columnc>.s ·de o,-:¡· x 30 cm be.jo 

F·resion de. ni fpo·•el'lo. 

.;.tmosie1·ci. de 

Los ii.mort i ·31.1a.dores •,ls<.dos 1'1.1er·on de tr· is-

Chidroiimetill-amino met<'.no \Me 1' •: k i 

concentracion 20 mM alustando el PH a 7.6 Y 8.~ con HCL 

El flulo .del el1.r1ente en est.;.s columnas Tue 

re·Hllc.do •:on 1.1n<1. bomb.i: de 1:·iston ffii:U'•:a. i·JILTOI~ RUf 1110.JeLo 

t1ini-P1.1mr- '1 fue de 30 rnl .. F·or hor.i .• L.i; F'1'esion f1.1e v1·;iil.;.da. 

dur·cJ;ntii LCI . .> _corrida . .> .,. L~;.o; colurnna.s _se reenwli<.Zi<.Lo<•.n •:•.lio.fPJO 

[¿¡_ excedia los 3.!:• kilo·:iro.mos r·or ceniiu1ei1'u 

cu.i.d1'adu. 

L<>.s F·rote i n.;.s 1'~1eron el 1.\ Í di<.S med i ax1 l t: d 1 vi,;r·su~ 

~radienles Lineales de Cloruro de Sodio, 

vasos comunicantes i~ual~s. La conductividad fue mea1oa en 

l «.s I' r a·~ e 1 one s 1.1s il.n do •.m cond 1.1ct i 111e h' o 111 c<.r-.~ a. f~,, .. J 1ullle11c;i·, 

inodel o C:Di·I ,;;; d. 

f i"'t1.cc i üi"1es cr·o1ri.a.to·~,.,c1.i 11.:-::1.s f '~lt' I' 0 11 r· .;;1.:a·J 1 1.J-:::1.,:, 

med i c..r1 i e Uf1 i:ol t:rc e ur· n1ci.r·c~. L~<t3 íllüdel u Ul i r·o1·c1.1.:. ii...H)l) ·1 s.u 

absorbencia determinada ~uran1e 

.2 ¡ ¡' 1·1cn. t:.n l -:1. 1r1.:..~.1 uf' 1 ..:i. iJ e l.. os l IJI) OS 

i::olei:t<).düs:- su '1.bsoi"·be1·11.:1..:.~. ¿ •. 2;:11.) nm 1ue m!~•J1•.1i1. l.lllLJ:·:Ci.riiJo un 

L.;.s rracc1ones iuero¡1 1.t;;;an1Jo inembl'~.na. 



._ ·' 
•:ontril. t;iO vol~tmenes de .sol.ucíon de il.morti·Hti>.dor, cambiando 

., 
Cl Pruebas Elecirofor~ticas e~inmun~l~ti~as. 

Li!.- r--ureza. ·de· las frii.•:•: 1 ones f•.le lllon i toread<>. med i <>.nte l .i. 

de el e•= t ro fo" e s:i s discontína en ·~el de 

Poliacr1Lamida en Placas de 7 x.-5 x 0,2 cm. 

dos ti F·os: 

1) En condicibnes nativas, al 7.5 % de acr1lamida 

a PH .de 8.3 se~W1 Jdvin J cots.~1964. 

O. D; , en c>.cr i la.mi da <>.l 12.5 X Y en Presencia Y 

é'.usen•: 1 a. de 2-meri:aF·toetc.nol se·••.m La.emml 1, l")/U. 

med1i1.nte la tec111ca de maPeo dt1 ~:·e~· e idos ;o. 

cPoma101rat1a Y electroforesis combinadas 

i:el1Jtosei. li::.,,:. . .s,lm..:i.nJ:o 1Jes1:r1tc..s F·or t-·ossa.n1 / 1:uL.=, i • .l--¡.~n)). 

1nmunodii1.1s1ones en agarosa en 

TRl::.-·rlCl , r--H ;:;;:,(1 d.i10-R,<.di, •.tt i l 1 Z·J.ndo ii.nt 1 s1.1e1'0 F"i.H iv.;.l¡'!nte 

sujeio 

La. a.o:iivid«.d Fr·cii!!uliti•~<l. ¡ 1.1 e 111 e d 1 oJ a. •.( ·¡ 1 l 1 ;: .:<.n d ci el 

Htslr<o.to 1n.>ol1.1ble Hide Po1.1.1i:ier íCi<.l b 1 cicheml, 



incluyendo al~unas modificaciones Cl. l me todo des•:I' i to 

íl'-i74i, lé<.s •:l1ales 

•: o n :> i s i í e 1' o n en d í s m i n 1.1 í 1' l .i. •: "· n t 1 d.,. d de s u s t r "· t o ( .:i. :5 1rr~ í 

del volumen de la reaccion (<1 1 ~l). _Se deiinio una un1ddd 

de actividad Proteolif ica IU.P.i como la cantidad de enzima 

que causa el aumento de una unidad d~ absorbencia a 595 nm 

POI' minuto en el sobrenC1.da.i-i"fe de 

condiciones antes menclonadas 1 TRIS- HCL 

La a.div-idad estel'<J.Si•:a de L a.s fra..•:i: 1 aries fue me•jid«. 

i.lt 1 l iza.ndo me todo 

en ¡.¡) l'ck · esias detel'minaciones se emPleo 

un ma.rcc'. Gil ior-d modelo 2.22 co11 ur1 

·3ra.f i cador a.cof.-ra.do. El sustrato 1.d í liza.do 1· 1.1 e P. l /\i--

benzoil-argínina eti l ester Y se dei1n10 una 

uní~ad de actividad esterasíca como La cantidad de en2imJ ~ue 

hidrolíz•. lllH. micromol de si.t$tr•.to F·or 11111H1io, «.un f-"f·I 

de 7.·1.s ·,-_con 1.tna concentra.e ion de s1.tst1'a.cu mh. r'c1.f'c), TOd<.1.5 

l «.s del errn 1 na.•: iones ern: ima i 1 •:<J.s, se c1-1 í do q<Je L.:;.~ ¡·~et.•.:..:. 1 unes 

se encontraran en su velocidad 1n1c1al. 

::: e P 1' o o a.Pon d 1 versos 1 1·1 ;·, 1 b 1 do l' es 1j e r- 1' o [e a.;; a. s ; 

¡::;: i ·~ma.i 

Hi: ido --ci.m 1noec1.f·ro1 r: u ¡:;:;¡ •;Jfllé<.i 

4 l r 1 h í b i do r· de "ir· i P s i I«'· de s o·,- a. <:='· i ·3ma.1 l. üi; 
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¡;;;· .... L - e: ¡ s te i na. (C~.l b i ochem) 2 mi'i 

6 14•: íodo.-..cet i •:o e:; i ·3ma.) .~ .. 
"- mM 

-¡ l~-e t i l maleím1da ( s- ¡ ·3mal 2 mM 

:;; A•:. Et i l end i a.mi n 1 et l'Ci.<>.•:e t i •:o (:3 i ·3ma.) 2 ml'I 

·:¡ o-fen.;i.ntrol in.-.. íMerr.:kl ··, 

"' rnt-1 

Los inhibido~es fueron PreParad~s antes de usarse, 

d1solvíendose lii. ma'foria .. en \'l.mortí·•uador fosfi<.los (1Jd ¡.¡, Fi-1 

fosiatos Ó.01 
- .-... ,. -

M.· F·H. 6 •. o. aci.do iodo.;.cetico en l~~.l~•N •.i.i ¡~ l 

o-fenantrol in.-.. en 50.%' met¿¡.nol en i'os ic..tos U.<.1! 1·1, 

La.s enz ime<.s fueron I.n•:'-lb<i.das en p;·eseno;: 1 ~. di; l us 111i11b1 uu ;·es 

concentraciones finales indicadas ~rrr~ a 37. C f·Or 

a Dehm Y cols.1974. 

c.;..bo en <1.mo1•ti·~uado1' TRI:;:;-HC.l H·i 1 •• ~. ''· .,,,,. .• ... , .. ur· ¡;;:. hur·¿..s, 

en i:-reseni:i~.--o a.1Jseni:.:i..;.. de 0-itin-:.~.1,r1·0L111.¿¡ .• 1 .• -:.•. 1't~1J.c1.:1ur1 ·1u~ 

termina.de•. ír 11·v 1 en•:Jo l::• lfrlr'ruios L ¿i_ cJe·~r·~.iJa.i: 1 ü)1 i:Je l ei. 

1 ue ¡j 1 .->-· 

cont 1nu.¿¡. en ·:;¡eles de <.\l.'.:.l' 1 l2.rn1d~. ci.l .-.;.í.,lj. l,1. ::.u::.. "/ ,:_, rl •Je U.i ea .• 

L.~. s ./..~.e 't 1 v 1 d a. d e i 1;:. o i). ·:;u t él. n ·t e d t:: 1 1 u r 1 r1 ü ·:J 12 ri o ~ r 1 b r 1 n o l 1 r 1 e él. 

de a.i:tiv<>.dor de Fl<>.:>rnino·3eno 



'. 
Los sustratos utiliz~do~ fueron fibrinoseno ~ovino,75 ~ 

• 
de Protein". coa·Htla.ble (frai::1:ion,· 

no, \ir<>.o:•:ion I de !:3 i sm<d F·ur U 

Mosesson. (1•iéo2i il. iOil.S del 

icado se·31.1nc Lah: i ' 1·:¡51 y 

95 ¡; .de l il. r-rotein•. 

coo.sul".ble, libre de F·lasminoserío (vei,·Asra.deciioientosl. F'•.ra 

l il. obtencion de seles de fibrina comercial Y i i br- i nil. 

F·l.\l' i f i C <1.dil., se an<1.d1eron 0.4 unid<1.des de trombina human" 

' <Sismal a l<:\ solucion de fibrinoseno. 

La. a.•:t rvid<>.d de ·fosi'ol i P<>.sa. it.te 

t ilulometricamente de acuerdo a Shiloah Y col s. ( 1·:¡¡:3j' l il. 

de desoxirribonucle<:\sa. una tecnica esr-~ctrofotometrica, de 

J.<:1.1erdo a. kuniiz (i'')50i Y el ensil.YO de hia.l1uonid<l.S<l. Por el 

me todo ~ 1.t r b i d i me fr i e o de Tol ksdol'f (i •:¡49 i . 

acetilcol1nesterasa, iosf<i.ta.sa,, Tos -r u d 1 es 1 ~ 1 · ij. s t:i., 

ribonucleasa Y t1rosina ester hidrolasa tueron medidas 

emF'leil.ndo Los rnetodos 1'ecoF·i l ;..dos For Ber·;1me'i(!I'• 1i.''1•:·::•1. 

E.i B i oensc..Yus. 

L.:.. f·1'1.leb;;..s de tox1cidc·1.d fue1"ül11~ec:•.l1;::¿1.dt1..~ t:'l'I (·<1.t·ones d(~ 

l ii. 11n e•:•: ion 

dt:l venef1u o si-ts i ('.¿.i,1:;1.: i úfll-?S. F.,.r~. 1_¿¡, deierinin.1c1lJfl dt:- l~. 

•~OSÍS let¿i.l 

1de 5 a 1v0 u1 de veneno Por 20 1 de raton1, emF'l e<J.ndose l(i 

Ct.n i 1ni•.l E-: s 

l L ev<J.d<l.S <l. c.:i.bo in ( 1' .a.d& 1·;t1 i 1.:c1. l a.s 

l<l . .S er1;~ i mci.s 

r-rodu1: i dci.s J..2 ho1~tl.S óesF1.1e~.., 1·1e l tJdu ít1od 1 f i cc•.do i:ie l·· .. uc1do.' 



Fl ComPosiclon quimica de laj prote1nasas. 

Los il.nc.lisis de aminoacidos fuer·on reé'.liz.,.d1is en HCl ,_;, hl 

0.5 /.de fenal v/v <Baker), selhi.dos <l. •.tnil. F"r·es1on 

meno1' a 25 111Torr e t1idroli:!ados F·or ;w, 4:;::.,. 72 i'ior«.s "· lli).(; 

se·:.iun 
·;t, ·-· .. 

Moore, J.'163. L.i. determilH.•::i.or1 detrÍF·tof.;.no se llevo«. •:e<.bo 

medi~.rde hidrolisis. •:oi-1 <o.o:ído mer1:M·'loetil.nesulfon1co 3 N 

(F'i erceí se·3un .Penke "/'. 1:0L s", 1'174. 

Las c1.1.i.1n.i í' i 1:<1.1: iones se -re<1.l iza.ron en un .i.1H.l i Z<l.dOJ" de 

aminoacidos rnarc.i. Durrum modelo D-500 i'lii.rk 

A~radecfrni~n1osJ. L.;.s "·re c.s re Po 1• fadc.s i ue ron i .-de ·;i 1" .;_,jJ.s 

bil.Se a estar.dares de arninoacidos usc1.ndo un. 

Promedio de 4 ensafos. 

emF·l ec.l'On entre '1 13 m 1 e r1J·3 r· a.mo .s dt? l·' l' o i, l~ 1 l 1 {.l .• 

P c. l' a l e l. a.me n t e s e h 1 d r o l i z o l i s 1:i<: 1 lll 2-. f· u , . d. l ::. 1 \lfft <!. 1 o: o ;no e o n 1 1· o L , 

(.uri 1:!'l i in •Jé' f::!l 1m1n<.-=t.I' Ld. 1.:ur1tit.1n1rio.i:.:iun dt:: ff~.t.::· <~ue i-10 

íue 1·eo1ov 1 di<. F·o1· l «. d 1c<.L1s1;, 1 fl ( t' I' J ~ I' 1 1J. 

cuant1f1cacion de n1stid1na de lai 

de l.. J.S l'l'O re 1 na.b·a . .s, 

ílll.li?S i' I" ~.S p·rf!V 1 ~.mei11 e ~·-:~(1 

er1 1.1n«. col1.1inn.i. o:Je C•. 7 x .;:':• ur1 >;f1 ~.11lor·-¡ 1·•1..1~ .• jo1' •Je 

ll, J.ó l'Í LOS 



valores de t~eonina Y serina fueron extrapolados a tiempo 

iriicit1.l de bid.rol isi-'> i los de v•.l ini\ isoleucina .fueron 

Hs ti m<"'.dos •.dili2C>.ndo ¡¡[ rn'<1.Xilllo 'O.lor obtenido de los 

i\rralisis a 20, 43 Y 72 horas. 

Gl ComParacion estadislica de Las composiciones de aminoacidos. 

la comParacion estadística de las 4 Proteinasas Y 46 

n·otein•.s el 

•:J 1 fer·enci <i .• _. n. desarrollado Por Cornish-Bowden. 1 'i/f: I 

oefinido como 

, ... 
.;:• (ni - ni J-0.U35iNA-NBl+0.535 

A B 

dondH: 
ni== El nwne1'0 de 1-es1duos del a.minoar:ido 1 en l«. 

A 
F· 1' o 1 e i n éi. A • 

11 i == El nlimero de residuos del .:1.rn i noB.r: ido i en l •. 
B 

Pl'o·tein•. B. 

NA El t o t<l.l de <l.m i no«. r: 1 dos de l "· PI' o re 1 n "· A. 

NB EL total de am1noacidos de la Pro1e1na B. 

:=;e desarr·ol lo un f'l'0'31'<'.ma F·,1.r•. •:.<.l •::ul <•.1· el o:oer i ·~ i ente 

A~raaec1mientos) i se 

L i>. 1 r1 '! e r· r-· re t "·e i o n de los CB.li:uto.:1 l d. 

s1~uiente manera. su~erida Por Corn1sh-Bowden(l~811: 

._.¿¡,d,;. de F·f'o te 1 no.s 

relacionada.'> s1 S n ·;_, 1). 4 2 N !" l ("\ e V j d f} n t~ 1 i•. no e S" •.:. (j n r.:: l l.l s 1 Vª· 

)· (1, ·:¡:.:; N • 



Hl Determinacion de la secuencia de am1noacidos. 

Lé<.S f'l' O te i néi.S' é<.S f•.teron y 

•:a.rbox i met i l ada.s ,S:e<;11.in Crestfield ·1 cols, (J.':;i1;;.:;:;), Er1 el 

caso de Las Proteinásas como alternativa a la. 

,;.l 'Hl i l <i.c í on é<.C Í do se emr--l eo l.éi. 

viniLPirídilacion con 2-vinilPiridtna como fue descrito r--or 

Possa.n i ·1 •:ol s. \ 1 ''/BlJ. Po si e 1· i armen te L ,1.s mues t r·a.s fue 1'0i'1 

di ali za.d.i.s liofilizadas Y almacenadas a -2v.C La. 

secu~ncial de aminoa0idos se real izo de acuerdo 

a Edman Y Be•• (19671 en un .S:ecuenciador marca ~ockman 8yu L 

(ver A·3radecimientosi util iz<i.ndo el Pro·3réi.rrtii. r-<J.r·a. rnu1?sr1·a.s 

se i d P. n 1 i f í •:a 1" o n en 1.m •: r o m a.· t o·;¡ r a fo l i q 1.1 i d o d e <>. l i a F' 1' e ,; 1 o n 

marca Hewlett Packard modelo 1084 A. 

GI Crornato9rafia de afinidad. 

El 1nhibidor de proteinasas r--ara-amino benzarn1d1na fue 

inmovíLizC!.do <'. 1.1n .>oF·orie de a.·3aro.>.i,, a. ira.ve.o de 1.1n br·<!.ZO 

esPacíador de b atamos de carbono. 

se le a.n<'.d 1 e ron •:: i ifJ1o·~ti11•.J 

hor«.s de l <:t.'/ú 

·1\Hs1na. cein .ci.·3JJ~. f con t.t.mor·(1·:Ju<.1.dor' de i:<:i.i:ü1:l1t.:i.'to (1.11·¡ it. Ul"i 

Para finalizar, se anad1eran a La mezcla 4vu m1 



Tl 

de P-c3.m i no benz.i.m id i na. ¡:;:; i ·3m¿¡.i .,. 4 ·~ de 1-et í L-.3 

13-dimeti[- amin0Prop1ll •:arbodi imidé<. HCl i:. s t ii. 

mez•:l <l. se ínr.:1.tbo toda la noche, se lci.vo .,. e<i1.1il íbro •:on 1.m 

<l.ffiOl'ti·~•-lc3.dor TRIS-HCL 0.1 /'í, 0.2 f•] 1'1<l.Cl, PH :::.(;. 



RE:::;UL TADO:;:: 

::: o l '-lb i t i d B. d .,... es t a. b i l i d..,;. d d E l \•en~ na . 

[ :~ \/e r1 t? n t1 f r a~-: e o ,;1, l ser 1: o t e 1: t ~1 do ·' (· i e r1 e i.t n ~'· s F' t-~ 1: t ci 

material sedimentado se estima en un 10 X del Peso del veneno 

ft1 (?$(ü. 

t e e & n 1 l" i fu ·3 2-. r· t é s o l 1.t i:.: i o n r-· il. r ti. e l i m i n .~. r tt n ~- F' e q l.l en ti. i:: ci, n 1 ¡ d ,_;i, d 

,v·r o:< i m<>.d a.men t ¡; '.f. ) • 

L.~•. .:-0 t 1.tb i l i d1:1.d del v2r1f:~·10 f l.\ e es t i m "· d ,1. ·"· l rn e d i r e l 

a.wner1·!0 de'-"· a.bsorben•:ie. «. é.61) nm o:a.•J.>a.do r-·or li.o. r-resencii<. 

d" sol i dos En 51.l s r-· e ro<: i o¡·,. Le'. :; \J t. IJC. i !. i d il d venc:rrc. 

d:,;;~1in1JYC: valores de r-H acidos este no ll~s? a 

disolver:;& comrletarnente a r-H de 8.0 

El ···' e.,., e r, re s o l •.t b l e í1 m ·.; I m l.\ fu e i n i: u b ~.de <. ··1 v ii. l o r e .:; de 

hor<.s. Lil. a.•:t ivida.d r·r0ti!c1l i 1. i•:<'. :·G;.;,-"'Hil'1!"€· f•.t•' rnedi·L-• ... '. 

entl"e e·l :20 ·1 1.?l 30 ~~~ 

cuando et F·H es de 4.7 . 
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39 

pH 

\.'en:::. no ¡ i:; f i t : :: ::i de f :.1 e· r F: s u 5 F t:: n d i d o en :ur, a r· t i ~ u .él.do r' e ~- d::: 

a.i:et~.to de .:..monio ·,de fo_:.;f¿,_'{u drf ~:;odio E·. les v,:i.lorf~:.-.~ de F·f·I 

indi·:.:i.d:;,s ( Cün•:eritr'c\i:ion de './eneno:.:: ,; .• 2 ffl·3 I ml). 

nEGtDF3i~1;. 

'. 
i ··'· 

A l ~. 
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, 
Efecto d~ la ini:ub'3ci·:n~1 del v-:neno 

a diferentes valores de pH. 

pH 

4c 7 6. o 7.0 B.O 
Tiempo 1 

de incubacion 

* 
1) (). 068 (!.073 o. 072 o. 070 

* 
1 hora o. 066 1). 072 o. 075 0.069 

3 hor.as (1. 058 o. 066 o. o~.b O. Oó4 

19 horas o~ :)49 o" 05"3 (l. 056 (), 056 

% de- actividad 
28 27 22 20 

perdida (19 hrs) 

Actividad expresada en Unid3des de Prcteasa por ug de proteina. 

' 1 La conc~ntcacion del venenc fu2 de i mg por ml. 

Prom2dia de 2 experim¿ntcs independi~ntes. 
1 

La var iac:iacl obten id.~ fu-e del ords-n de 3 ~;. En dos casos 

1 

exc¿pcion3l~s llego 31 10 % {*) 



41 

;.1.dem0.s, esl'B.b~. 

Presente un Liquido sansuinolen\'G. 

seran Presentados en la seccion A.4. 

3 Actividades enzimaticas del veneno~ 

En el veneno soluble se encontraron las si9uientes 

actividades: hídrolasa de esteres de arsinina, desoxirri-

16 

12 

'? 
~ 
>< e 
a.: 
=i 

4 

o 2 4 6 8 

ug DE VENENO 

1_¡ t i l i ;: .J.\' o r1 S .T"'" de l s· l.i:; t r· ~. t e; i , ·1 :;.· ci l u b l 2 A: 1.t r· e ~ 

suspendidas en 900 ul 

7."l5. El veneno soli.tblce 

>.tl de ·c•íllütt ¡ ·;1.t,'.dc;rl ft.Lf.lr'Ol"¡ ,_;,,¡·,·~~.di di".S:o iflCU.b .. \d·.\S 1_ i10Y'•:1, bc\j(} 



JI•"'• 
"'!·..;.: 

e m b ¿i, r ·a o.• er t r et. s ci et i v i d ti.des no fu t-: t CH1 de t e e t .. 1. de·,, s 1.t { i l i z .:;, n do 

hasta 50 micrc1ramos de veneno. Estas actividades fuero~ 

h i a.l Ul'Ol"l i d,> . .S'~., 

Se determino el interv~.lo en ~lle existe ltna 1~0t~.c¡Ol) 

lineal En1re el cambi0 de ~bsorbencia r la conce~tracion de 

~! ~ L .. ~. .s t 1:.' i" h i d i" o t -~. ~· ._;Í, ,l l .:.. >:,, i:: t i V j d \,-;¡. d I~ :~ l j )'¡ t~ -:1. l 

e\", t re O. 30 o. 0·1 .,,.. <"' ._l.·-' 

micro91~~mos de veneno ~olltble~ 

funcion del PH en el ran10 de ~.7 ~ 3.0, 

fueron incubadas con PMSF 5 mM 

d ¡ t '-' i .j ¡.,;e; 

n·oteol i ti u .. Lo s f' e s u t t ei. d ti .s s e m 1.l t":: s t ,~. ~"\. n 

•:on t inua.c ion estan expresados como Porcianto de actividad 

Inhibidol' ~i;;.;ri en 1_::¡ Fracc I FPacc II Fracc III 

1 ~)C: 10C 100 1 :)0 

'"?Cl 
I '-' 

24 .... 
l! 
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3.0 

2.0 

U.P. 
X 10-J 

1.0 

pH 

del F·H. 'v'eneno !rnluble ! !.: '}: 

1. e"· 

dr 

U. F'. = Unid.~de; :le P1divid~.d Pr.Jteolitio:é> .• 

~l .. C i"" O m ci. t O ·;¡ t 2-. f Í Cl. ._., e l t? 1: t '{' O f 0 r e E i .Z F ;-· t: l j ffi j n et. f' e .Z • 

F ü l i s .. : r i l o.m i d.;, 

f i ·:J1.tr2-. 1·f .~ .• Dt:· 2..:· l .:.1E .• t ;):;,: 1·11.J¡T,Pr'O;;M 1. ~ 2 .. 7:- 1.· l'') .. l4 17 d.).(1 

fuertes, tos niJmeras 3'.' 4:t 5 .. ~:;< 1- 1. .• 1.2 .. 1.~. ·/ 1::.: ~:·ün 

de medi,_\'f"1¿t. interi;idr:..d / tn~; numer'O.S .-~ ... 13 
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e 
.~ 

FC~ 

. ; 

F i ·; 6, E l. r! •: t ., CJ fo r E: s i .'· d '' t ·¡en e• no z o l r.1. b l e • 

'v' erren O S Q l U. t. t !-? de C , Hi O l D .:-_· :; 1.1.:· , , r ·::; r E 5: r.: t? n 5 f U 1,: SO m E t i d O 'L' 

'.?;:eph¿¡.de x 13-7S .. el:.~¡ do 

' En Si t t :!. 1 ¿ •. 111 b i i::: n .z i:.:~ i n d i 1:: .. :. t '· F· o :; í e i J n d 2 

vc1.rios F· r CJ t ¡; i r, i o: o : , l ~- f··osicion de 

l <.:· 

actividades enzima.ti(.J.s medidas Y los componentes Let~le5 



, "' .,.._. 

--···-· -· -.... 
l o .. 

J.J 
. .( 1 
l J \ \. 

I \_..\ ...... 

/0¡- © T 
. , .. et l 

11\ 
...... IS 

E l . l \ 10 1 O' 
e . \ ..!... 
o o 
Xl 

1 . \ ! 1 
: ..!,. 

N 'º < ! )¡ . 
i ¡-~ . 1 

~ . . .. .. 
" " 

'~ .. -~:-\_ ...... IV V 

.: 

~· IOQ 110 

mi 

"i J. 7 

.>Ddio m~1, r- H 7. O ·:·~:(Tlt-:(:,r;.·ti.trti. 3.mbientt: .. (í!_ujc..:.:í(, mt/hrj • 

!.ine~.s horizonl~.lf:!s, i fi d i i: .:1. ~ ,;i, ~· res en i:.: i ;c. d e t?•. i: : ¡ v i d ~. d 

emFlearon Azul je De~tr~n 

Ovo~.l bum i na. (C:','A)' \C:IT , .. ,\ 
. ! r·LCl 

Lc..s fr¿..•:•:iones I, II 



mismos datos que el veneno soluble. Las fracciones IV : ~. 

en dosis de hasta 400 microsramos por 20 sramos. no c~usaron 

IV '' V!' de P.:;·!. B.n 

const i luidas de FePtidos que no son visibles en las sistemas 

de electroforesis normales. pero si se dEtectan en sistemas 

ft 1..\,i:i: ion 

4 2 

ºº 1 •odO 
6 5 3 

En NH4 OH e, 1. M. ~. F t i •: "·do :c '. ; O u!. \ 2 r1 .1 n ¡. F t "· ·~ i· d 12 <: '" t '·' l. ,, ·" ,, " 

:: ,_. r- l· ,· .. t 1 z er et 0.:· 1.: i ;" 1:i fo r e! i s 



TABLA # ·3 

COMPOSICION DE AHINOACIDOS DE LOS PEPTIDOS 

PRESENTES EN LA FRACCION V 

PEPTIDO # 

1 2 3 4 5 -
ASX 3 ~, .. 3 5 3 

TRE 2 o 1 :l 1 

SER 6 3 5 3 2 

GLX b 3 4 29 20 

PRO N.D. N. D. 4 7 4 

GLI 13 4 b 6 3 

ALA 4 1 2 2 1 

VAL 1 o 1 1 1 

MET 1 o o o o 

ILE 1 o 1 1 1 

LEU 2 1 1 1 1 

TIR "' 1 1 3 2 .. 
FEN 3 1 1 1 o 

HIS e- 3 6 ~. 1 '"' l.. 

LIS 5 1 : 15 10 

ARG e- 1 ,., 
9 7 '"' .. 

TOTAL e::.-. 
- 7 :i 40 86 57 

J 

Anelisis ·cea.liz=7td.0::= d·?l mapa d;; pepti.d,;:s mcstrado en la figui:-a 8 

Mu-::-strss hidt~oliz::idas pcr ::o hoc3S :r! HCl b N a 110 . e. 
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l '• f r i:.i:i: i (/i"¡ 

estos 6 PePtldos. s2 determino la camPosicion de aminoacidos 

de 5 de ellos, es1ando compuestos de 59, :2L 

ver t,:\bl-:1. 3 ) . 

como la abundancia de enzimas Proteoliticas en el veneno. se 

decidio 1 n i •: i a.r l ,:.. F 1.1 I' i f i •: a. e i o n de l ven en o (;r, l .; .. s s h 1_\i e;·; 1 '" s 

condiciones: PH 5.5. en amorti1uador de fosfatos 5 mM, a 4 C 

·,· minimiz•.ndo el tiempo emFlea.do en el Fl"o•:eso de F•.1rifi•::•.•:ion. 

B. Purificacion de las Proteinasar. 

1 • SeFaracione¡ cromatotraficas. 

secclon A.2 fue modificada a las condiciones mencionadas en 

Materiales Y Melados. E:·; t <'.1. fi·::t1Jr~-:i. 

me1"1G.;. 

d (? l Í 1 4 ~·~ C- i'r : ' 

' d i .3' l r : b u 1: : e . ·¡ d G ¡: 1 • o ·l l.~· í r, .¿~. 

En l .~. r ¡ ".Ht r .). l~ '1 
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-
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2.p 
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e: 

1.q 

800 lO:JO 

Crr. q. (ROt1ATOf1PAJ''IA nE FILTRACIOH EN Ci[L l>U vrnruo SOlllíllr.. Vrnttm LIOfllllAtlO ( l GR l FUE DISUELTO [N l~ ~L. 
DE A"IOP.rt'iUAD'JR DE FOSFATO nr SOlllO 10 ~I~ rtr~.~ .. f.UIHirur.Ano V ArLIC:AllO A UllA COLUMNA 11r StrHAOEX G-75 l2.:i X 

21)1'l CHL h1c11A COLUf'\tlA FUE ELUlnA CON EL HISHO AMhRt1r.1moR A Ull fLUJli ll[ 25 MLIHR, Los TUlHlS SE ME:CLARON C0:-10 LO 

INOltaiN LA~ LINEAS HORIZONTALES PARA llAR LAS fRACCIOlffS 1 A \1, Eu [l ltlSfRTO St MUESTRAN HEC1ROfOP.(SIS 0( LAS 

••ACCIONES'· 11y111 ( ~O)JG) EN fl SIS1U1A DE JOYIH y COL•09G~) COMO sr MU[STRA rN LA riou•• 6. 

IL II:. 

I I III ~-n t e r i o r 

Absorbenc i -~-' f 1.1e 1' on de 

Jnico en DEAE-Celltlcs~. d-l 

( ()'¡'¡ !J¡"[ s ¿: t i no dr: '·' 

NaCL. En las fi¡uras D 10 de 

es t a. s , e o l"' r t.., s r· o n d i en d o ~. t .. J.:; f T ~1. i: e ¡ o n E:· ;; 
l '" 

f ¡ ·~ l.t \" i;. 10 

r-· r· €:' .'i e~ n t .:i r· o ri l '3. m ei . ..,.. o r 2 e t ¡ \.' i d 2'. d F i"' o t e o l i t ¡ 1: ¡_\ ~ L ;;. 

[;, 

l 
¡ 

-;' ! 
1 ~ • ¡ ...... , 
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co 
N 

<t 

4.0 

3.0 

2.0 

F1G, 10 , (ROl<ATOGR•FIA DE IHTERCAH!llO IOlllCO DE LA FRACCIOH JI, 200 U, DE ABSORBENCIA (U.A,) DE U FRACCION 
11 DE r,.75 FUERON APLICADOS • UNA COLUHllA DE DE/\E·CELULOSA ( 0.9 X 30 CH ) EQUILIHRAUA CON A/10RTJGUAOOR TRIS· HCl 
20 f1, PH 7 ,Í), íl(CHA COLUMNA FUE CLUIDA CON UN 'iRAOJ(NJE SALWO LrnEAL ( 250 1'1L DE AHORTIGUADOR + 250 "L DE. l(.ú:( iEN 
0.2~ " EN Al10RTICiUAOOR ) A ~o HLI HORA DE FLUJO, l.As SUIJFRACCIONLS fU[RON 1'1lZCLADAS DE ACU(ROO A LAS DAPAAS HCRI -

ZONTALES, U,P, SIGNIFICA UNIDADES DE PROTElliA~I\, 

3.0 

I 
I 

E 
e 
o 2.0 
Q) 

"' < 

200 300 400 

mi. .. 

1.5 

0.2 

O.l I 
ü 
o z 

O.O 

CIG, 11, (ROllATOr.RAFIA DE INTERCAl\lllO IOHICO DE LA FRACCION llJ, lA FRACCIDN 111 DE G-75 ( 150 U, A,) FUEROff 
APLICADOS A UNA roLUHNA DE DEAE·CELULOSA ( 0,9x30 CH) EQUILIBRADA CON AflORTIGUAtOR lRIS·llCl 20 f1, PH 7,6, DICHA CO· 

LUl<NA FUE ELUIDA CON UN GRADIENTE SALlllO LlllEAL ( MISMAS COHDICIOllES OUE EH·LA FIGURA JO ), LAS SUBFRACCIOllCS FUERON 

. ~ZCLADAS DE ACUERDO A LAS LINEAS HORIZONTALES, U,P, SIGNIFICA ÜIUDADES DE ACTIVIDAD PROTEIMSA. 

1.5 

l.5 

05 

o.o 
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I I I. ''l. 

de la cromato~rafia de La fraccion II 

<Fi 1 O) fu e de l E::4 ;; en F ro i e i 1H ( U. A. , 280 n m ! ·1 de l 11 

en o•.C t i '/id ,;i_,j 

III df:rt 

en ,,_et ividil.d Froteol i tic,:> .• T 0111<.n do 

de , .. :ti\'Íd~.d Froteol i ti C3. de 

fr· ~ .. :.:: i o ,·, r I .. s o l .J se 

t:'.'.'1 ~· 
, ....... , •-:"'"',....,__ .. A e 

.. --i .... -1 .. 
~I 

1 
.· 

t{~. t-t: 1 

1 
1 

. ¡ 

1 
1 ! 
1. 

+--fC <B 'i' ~ 
111.J.l lfl,J.2 111.l.3 111.J.Q 111.l.5 11!.l.6 

~ ~' 
,_______. -----. ,__., 

l 

~~------ 3Jo ir.o 2(l(l 
.,,..L 

1 ~ 1 ~ 
J ~. 2 ~2.oj 

r.. .g \ 
w • 

- Q ~ 
llJ.l~jl.O!J 

j l j 
Cp;, 1'2, CROHATOGRA.FIA DE ltlTERCAHBIO IONJC.o DE LA FRACCJON JJI. 1. LA FRACCION lfl.l ( OQ U.A,} FUE AFl.IO::..:i;. 

A UHA COLUlillA DE OEAE-cELULOSA ( 0,9 X 30 C'1 ) [('IUILIBRADA EN At10RTIGUA[l0R TQfS-HCl 2.J M. PH 0.9 y ELUIDA CO!l trr~ GRA­

DIENTE SALIHll LINEAL DE 0 A 0,25 f1 DE fl Cl. ~QQ Ml TOTALES f\ UN FLUJO DE 30 MLIHR, EN El INSERTO SE MUESTñAN ELECn\O· 

l:t)RESrs DE LAS CQACCIONES. MEZCLADAS DE ACUERDO A LAS LIHE.'\S HORIZOIHALES,EN EL MISMO SJSTEf'IA y CON LA NOMECL~TI.!~" :ie 
LA FMU~A 6, 

II J'. l. I TI. 3 

~·: d [• : IJ. ri, (11;,; de l ~. 



f uero1·1 

sometidas a cromato1rafi~ en DEAE-Celulosa ~ PH 8.9. Aun 

e !'11:11en t r ~ 

lo ·:ir o serarar s~tisfactcriamenle 

1.3 y l.4, 

en La tabla tt 4 • 

La.s rrr..1.4, r r i:. L ~., III.3.2 y III.9.2 

cromato~raficos: 1 • (.~ 
\. a .... Fro t tt i na . .;- st.· obt:-tviercin en f Oi'ffiil. 

homo1e11e~ como se describir~ en et i11ciEo 

l.i.$ :'.dO Fr... i"' t. 1. 
1.r'. de1erminacion de Furc~a. COffif'I)$ Í C i ori de 

1· b i o lo·:; i i:: :i.s. El 

.. :unino.3.cidtJ.s. •: ""' t id él.d 

fue sometido a una maniPulacion mas 

d i ci. l i ::: o e x h r~t -:. .... ~ t i v ~.m ~2 ·,·¡ ~: ;_; / s 2 t i o f i t i z o • 

I I I, <:1 • :e demos t ;· ,1.d.~. •:ond i e i or1es 

~:orno 

f i •J IJ r ~1 . • : i-. 15. 
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·--Gd- CB 
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0.5 0.0511 
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1 z 
G 

a: 
::; ~ 

000 ºº 100 150 200 250 

mi. 
~Jr. !), (ROHATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IClllCO DE LA FRACCIOll lfl,3, lA fRACCION 111,3 ( 5.7 U.A,) FUE CROllATO-
r,•A<IADA EN CONDICIOllES SIMILMES A LAS DE LA Ffr,URA 13, EXCEPTO QUE EL GRADIENTE FIJE DE 0 A 0,1511 DE il.C}, EH EL 
INSERTO SE HllESTRA EL PATRON ELECTROFO~ETICQ DE LAS D:FEREllTES REfilOllES DEL CROMATOGRAKA ( APROXIKIJW<EHTE 70 jJG DE 

PROTEINA POR CMRIL), DE ACUERD~ A LAS CO,,JICIClllES SEflALADAS EN LA FIGURA 6, 

e ··~ 

- -
1.0 

@ •C 

1.0 

0.211 

l ! 
G 0.5 

E t a.: 
e: 0.111 ~ 

o ü 
CXl CI 
C\J z 

e::[ 
O.O O.O o.o o 200 300 

mi. 
ºIG. 111. fno~ATOr,RAFIA DE lllTERCAMBIO IONICO DE LA FRACCIDN 111.9. LA FRACCION 111.9 ( 30 u. A.) FUE CílOl-IATO-

n0A•l~M EN corm1c1or1Es SIMILARES A LAS DE LA Flr.URA 13. EXCEPTO QUE EL GRADIENTE FUE DE o A 0.27 M DE N,Cl. Eu EL 

lllSEqrn SE MllESTºA EL PATRON ELECTROFORETICO DE 2 SUBFPACCIONES DEL CROMATOGRAMA ( APROXIMADNfüHE 50 y 70 )JG DE PRO­

TEINA ), DE ACUER~O A LAS CONDICIONES Sf'°IALADAS Ell LA FIGURA 6. 
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TABLA # .,4 

RESUMEN DE PURIFICACION DE LAS PROTEINASAS 

FRACCION PROTEINA PROTEINA ACTIVIDAD ACTIVIDAD PROPORCION 

(U .A. 2B0nm) % ) ( en U.P.) ESPECIFICA DE PURIFICACION 
(U.P./A2ao> 

VENENO SOLUBLE 1087.0 100.0 240.7 0.221 1.0 

SEPHADEX G-75 I 312,0 28.7 70.0 0.224 1.0 

SEPHADEX G-75 II 226.0 20.B 106.3 0.470 2.1 

SEPllADEX G-75 III 322.0 29.6 99.0 0.307 1.4 

DEAE-C (pH 7.6) III.1 81.9 7.5 43.0 o.5:?.5 2.4 

DEAE-C (pH 7.6) III.3 5.9 0.5 2.3 0.393 1.8 

DEAE-C (pH 7.6) III.9 31.1 2.9 5,7 0.184 0.8 

DEAE-C (pH 8.9) III. 1 .4 18.0 1.7 10.7 0.595 2.7 

DEAE-C (pH 8,9) III.1.6 18. 7 1. 7 B.1 0.435 2.0 

DEAE-C (pH 8.9 III.3.2 4.2 0.4 1. 7 0.410 1.9 

DEAE-C (pH 8.9) III.9.2 13.4 1.2 3.3 0.249 1. 1 
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lo menos, de 

Como cri1erio de Fureza adicion~t, se rrit- ~el 2. ron s () t (t 

los tubos de los Fer f i l es •:: r' om<i. 1 "·;ir .... f i >:os e 1.1 ;·· "· e<.•: t i •,- i d ¿' d 

¡ 1>11 

f: ;. F f: ,- i m ~ r, 1 o r e•., ¿; t o ,_,.,., i'. 5 o t -0. i 1·;·?~. de 

( v~:-r f i ·:i 1.: r ..i. _ 1 ,i • E1·1 t .J. 

;Tien:: i on,i.do:;. 
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valares de 23 600, ·":··-:· :::on, 23 ·::oo 
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TABLA # 4 COMPOSIC!ON DE AHINOACIDOS DE LA FRDTEINASA 1 1 

' ":'iempo de H:dri:lisi:. 
a b e d e 

rimeles B iog.·?l 20 h 48h 72h 20h 22h 

ASX 1 o. ,1;:(1 2.6. 7''? 23. 17 :::-.: .. 94 :4. 35 

TRE 4. 70 11. 87 10. 90 10. 75 10. "'" 10. 86 ._,•"'t 

SER .., 
1. 83 1 ? 7'7 1'7'. 44 (l'.c::' -:!'C! J.,_,, ,_•Q 14. 32 21. 07 

GLX 8. 15 ::o. 60 18. 30 ' M .i.O, 2'7' :19 ~ 79 20. 18 

PRO 1. 13 ..::. .. 86 1. 7 1. 76 1. 17 

GLI .1:; •• 03 15. 25 13. 40 ' -· ..;.·.:;.. 52 14 . 05 15. 38 

ALA . ..), 56 ·.;>. 00 "1. ºº ·1 00 'i. 00 '1' • 00 7. '14 

CIS 6. 23* 

VAL 4. 20 1 o~ 62 10. 01 i<l. 94 11. 47 10. 28 

MET 2. 41 ""' 09 b. 52 .:.> ~ 04 1. 61 

ILE 3. 74 .~ 4b '1 86 1:). 91 11. 4.4 .., 4•7' 9 . 29 1 • ,, 

LEU ,.. 
1 • 14 23. (!9 ?1. ?.'! :::L 4 "7 ~,,... 05 21. '38 22. 00 

TIR 3. 76 9. 51 8. '18 8. ""'ª ;:._¡ ·;>. 15 8. 03 

'2. 81 7 10 6. ·~·1 .::.. 66 7. 03 6. 21 

HIS ~. 34 8. 44 

LIS .:) ~ 04. 7. 68 8. 32 s. s·:r 12. '.21 7. 44 

ARG s. 42 13. 69 12. 32 1.2. 1)1 12. 64 1''? 55 

TRP 5. 18 

TOTAL 

a.- Ejemplo de los valares obtenidos directamente del 
ana 1 i z.3doc, 

f 
Entera 

24 

12 

1'7'-20 

19 

1 

llf 

9 

6 

12 

6 

12 

22 

9 

7 

8 

B 

12-13 

5 

205-207 

b.- Muestr;u put-ific¿¡ds en Biogel P-30 (hidrclizada 20 hrs). 

c. - Promedio de dos ~~perimentos independientes. 

' d. - Muestra cxid~da con acido performico. 

e.- Muestr~ hidrolizada con ac mercaptoe~anesulfonico para de­
terminar triptofano. 

' t. - Valoc en·tero m~s cercano obtenido tomando ALA como 9. 

\ 
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TABLA ~. e; COMPOSICTOll DE M!Il!Ot.CTDOS DE LA PROTEINASA * 2 -

T ierr~.PC de H_i d r 9 l ~-s i_s 
,:;¡ b e d e f 

nmcl.:·s D.~_ogel 20h 72h HOh 20h 22h Entel."a 

ASX 10.75 21. (l i) 21~ 0(! 21. 00 

TRE 4. 83 ":¡·, 43 ·=-t. 72 n 
ü' 84 ,-. 

o. 7:: ·1. 63 8. '71 

SER 8.24 16. 10 16.27 12. 47 '.Li. 25 16. 82 16.56 

GLX ·t. ::7 1.8. 10 17.43 16.70 16. 83 18. 27 17. 77 

PRO o. '7'5 1. 86 (l .. 77 2.60 

GLI b.40 1:.so 11.55 11. 42 1:. 19 12.00 

ALA 3.53 6. 90 6. '76 6. 81 6. '96 6.69 8. 43 

CIS 4.51* 

VAL 5.32 10.40 s-. 25 9.55 10.07 ·1. 73 7. 85 

MET 2.68 e- 24 5.44 3. 41 2. '11 ._-. 

ILE 4.85 '9. 48 8.69 ·1~ 32 
"" 69 

5.55 9.00 

LEU 10.58 20.66 18.68 18658 1 '"" 16 18. 55 18.76 

TIR 4.38 8.55 7. '10 
., 47 7 .. 71 8.00 '" 

FEN 2. 82 5.51 5. 18 Lf, 58 lt. 89 

HIS 4.28 8.36 

LIS 3.34 6.53 7.19 5~51 5.78 6.42 

ARG 4.94 9.65 8.70 8.57 8 .. 37 9.64 

TRP 18. 0'7' 

TOTAL 
a. - Ejempla de les \! al.:.}·c.:-s c-bter,idv: d.i rectamente- del 

:.nal izsda¡:-. 
b.- Mu~str~ purificada en Biogel P-30 (hidro!izada 20 hrs>. 

c.- Promedio d~ das experiment~s indep1?ndie~tes. 

' ' d.- Muestra oxidada con acidc pe¡:-formico. 

e~- Muestr3 hidr0lizsda con acida merca~to~tanesulfonico 
para determina~ triptof3no. 

f.- Valo~ entero m.as ce~c~nc tcmando hSX como 21. 

21 

10 

17 

18 

1 

12 

7 

4-5 

10 

5 

10 

19 

8 

5 

8 

7 

10 

'.LB 

19'.L 
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TABLA ' = COHPOSICIOH DE AHIMOACIDOS DE LA PROTEINASA * 2 

Bicgel 

ASX 10. 75 21. (l (1 

TRE 4. 83 ·=;· 43 

SER 8. 24 16. 10 

GLX '1 27 18. 10 

PRO o. '7'5 1. 86 

GLI 6. 40 1-· 50 

ALA 3. e:--
~·._j r.;o, 'i'O 

CIS 

VAL 5. 
_.., 
• .::J¿, 10. 40 

t!ET 2. 68 5. 24 

ILE 4. 85 r. 
7. 48 

LEU 10. 58 20. 66 

TIR 4. 38 8. 55 

FEN 2. 8'? 5. 51 

HIS 4. 28 8. 36 

LIS 3. 34 6. 53 

ARG 4. 94 ·1. 65 

TRP 

' TA~mr~ de Hidrclisis 
b e 

20h 7211 11t)h 

22 ~ 1)0 21. !)!) 

.-. _,,_, 
1 • / L 8.84 8 ~-. • ¡.:.. 

16.27 12.47 11. 25 

17.43 16.70 16.83 

11. 55 11. 42 12.1'1 

b.96 6.81 6. '16 

9.25 'i'. 55 10.07 

5.44 3.41 2.91 

8.69 9.32 'i, 69 

18.68 18.58 19.16 

7.90 7.47 7.71 

5.18 4.58 4. 8'? 

7.1<7' 5. Si 5.78 

8.70 8.57 8.37 

d 

·1. 63 

16. 82 

18.27 

o. 77 

12.00 

6.69 

4. 51* 

9.n 

5 .. 55 

18.55 

b.42 

·:¡·, 64 

e 
22h 

8.91 

16.56 

17. 77 

2.60 

8.43 

7.85 

9. 00 

18.76 

8. 00 

18. 09 

f 
E rite ro 

21 

10 

17 

18 

1 

12 

7 

4-5 

10 

5 

10 

19 

B 

5 

B 

7 

10 

18 

TOTAL 191 
a. - Ejemple de los valoree obtEnidos directam~nte del 

b.- Muestra pucificads en Biogel P-30 ~hidrclizada 20 hrs>. 

c.- Promedio d2 des experJ.m~nt0s indepEndientes. 
, , 

d. - Mu~stra cxid3d~ con acido perfo~mi~o. 

e.- Muestra hi.drclizada con scidc mer~aptoetanesulfonicc 
para deter"1in~r tript~fano. 

, 
f. - Valo~ ente~o mas cercar.o tomando ASX como 21. 

\ 
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TABLA # 7 COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LA PROTEINASA # 4 

Entero 

ASX 

TRE 

SER 

GLX 

PRO 

GL I 

ALA 

CIS 

VAL 

MET 

ILE 

LEU 

TIR 

FEN 

HIS 

LIS 

ARG 

TRP 

TOTAL 
188 

s. -

b. -

c. -

b 

nnioles Biogel 

11. 02 23. 00 

4.28 8.94 

8. 08 16. 88 

9.39 1·1. 60 

5. 63 11. /5 

3.33 b. 95 

4. 14 8, l:i5 

2. 15 '• ..,., !;8 

4.06 8~47 

9. 6'7' :o. 24 

M 
L. r:;·2 1:-.. 09 

2. 13 4,44 

.;¡ ~ ~8 8.32 

1. 56 3. ""' '--' 

5. 28 11. (! :'. 

, 
Tiempo d~ Hidrclisis 

20h 48h 72h 

,.,-
.,:. . .j. ºº 23. 00 23~ 00 

·~· ~ 89 '7. 86 
,.., ,..,,_, 
7.,;..,:., 

15.75 14.47 13. 13 

20. 15 20. 05 20, 10 

'l.. '7'1 2. 1·1 2.54 

10.66 10.94 10.66 

6.78 6. 85 6. 81 

'1' 26 10.58 10. '7'8 

4. 44 ..., 70 
.::.. -...!/ l¡., 86 

9 ,::.8 10 1 80 J.1. 12 

15. 51¡. i"i'. 88 20. 20 

.., 30 7. 53 7 . 61 ' 

s. "'"' .,j._, 5. 1;1+ 5.47 

3. '.?9 3 ~ 6'7 .3. 70 

1 o. 80 11 . 25 11. 48 

e 

20h 

M 46 o. 

20.00 

11. 77 

6.54 
e 

5.68 

8.22 

3.23 

10.12 

Ejemplo .j,, los ~1alc·re-s cbt;:n.idcs di l-ect.3ro1ente 
anal izad·::>i-. 

Mu;?st:ca put~ i f i ca d.:; ·?r1 Dic9el F-7-Ci (hidcclize.da 
, 

t!uestra 0xi.d.:::da con :a·=· p.:rfsr-r11j,(:t;) 1 CWl'."C2gid.a =1u 
p a t· el rend.imi·::-nto de ls ce.3cc:ion en pcoteina 

d 

22h 

23 

s. 20 10 

17 

20. 00 20 

4.90 2 

11 

6.12 7 

6 

9. 84 11 

6. 16 e: 
..; 

10.29 11 

1s. ·:;s 20 

7 18 8 

5. 49 5 

B 

4 

11 

9.38 9 

d·2l 

'20 hrs). 

' i1-1tegra.cion 
standard. 



Di SC<.iS i ()1"1. 

"· 280 nm de 

1 "".• ""':'" 
~. ~:... J 

3 

l i-:<fíl í;:,•.d,1 . ..i ílOO ~- 250 nmoles) fuer·on 

Mr. i Cede.is). 

acido 1lutamico, l is i ¡·1.) 

l E' u i: i n .~.. en i: ¿j, n 1 i d ¿.¡,de z. e'=! 1_¡ i ·,., ~. 1. f: r, i ~ :.: . 

¿r. 1: i do ·:.1 L 1.\ t ~1.111 i e e ¡' i· r L: ;J n i 11 Q. • t_ ns· 

1.tnt-:.. rnr~nor s:¿¡.n ti d.~:.d de .;1.•: ido .;i.sFii.i~ ti co. 

Vo.l in«, 

f'rotein,.?.S!.:-;. 1: ASN - VAL/LEU - VAL/GLU - GLU/VAL - - - -



L~ prote¡r1~s~ 2 fue remetida~. 10 cl~los de de~r~d~cion 

1.u t om~. t i •: ·"·. Como fue i dc!n ti f i .:¿.,do 

l e 1.1 •: i 1·1 a,, e o n l a. F· r r:, .5' en e i <'. de ·t i r t•,; i n .: ,. rriG: °t: Of1 j fl2. Vi'.L ¡ l":i' .• 

E·,-, el .·; ¡;·o;'-' r, do e i e l. o se o l· i '-' "·' G v 2. l i n '" ·=o m o " L .;.m i ,-, o "· ;: : ,:; c. .é, i• ,-

fen i l a.le.nin<. o 

i:omo 

·ti roS' i1-,; .• Et 

fenilalanina o isoleucin~ a F. l 

o.u in to, va. l i n a. -,· <".de m a. s , l e 1.1>: i n ~-, fe n i l. ~.l. a. n i n .:i. o i s o L e u c i n i<. 

En 

corre!Pondiente. Los .c;ep·I: imo f ut·~ ¡··on 

identificados cerno L~ucina. 

na 

F'rot. :.? 

r e ,._ L i ;; '' 1' o¡·, 6 •: i •: l os de 

acido ~lutamico; ;: e ·;;i un d o ·' ..,., ,,;1. t i n <;.\ i ..:i. de in c.. s :o 

3lut~n1ico ~ fanil~tanina o isoleu¡:inti. o 

isoleuo:in;· t ; ::: ; n ::. ; 

--:i.1.: ¡ du 

:_=:ole1.icii"1.J. n ~ .ísint~. "/ 

va. l i n ~. ; e l •11.1 i n ·t G , adema~ de ~cido 

·v¿J. in¿:¡,. 



Proleln~s~ 3: MET - VAL - FEN o ILE o LIS - ASP - GL!!GLN - -

En b~se a lA definic:on de S 

v~lor1~: de e~:1e C(~0ficiGnte P~1-~. 4é. F·rottfna.s i~et~cion~d~z Y 

no :etacio1)~:J0.s ¡:01~ :~s cttairo F·1~oteina$~S aist~.das~ U118. 

t «. b '- 2. i1 ·:; ( '·h r ~ · J 1_1 i ;;; n t e F· ~. ·;; i ,-, ; \ . E¡-, l ''· .> e •: e i eo n de D i s 1: 1.1 ::: i o n 

se !r~t~r~ o51e run1o cor m~s det~l!_e, 

embar··~o, l.<.>.S 

F'r'O te j fl·:.i.S~.s 1 ' f 3 son diz~ h Í d ¡"::)f. Í Zi\.l.., 

sustratos esPecificos como fibrin~. cola9ena Y F· t ,1.sm i no·>eno 

. :: ~.. E .: ,~ 

' ' • !-¡ ~· ~; t i .)' 

~/er fi·31Ji"',,1. U J.;~.)~· r·¿-._r- . .-i. l:Ci.s f=·ro·rein.3.sj.s 1.~ ·:.· ·/ 3 ,;-:. ur¡ 

TABLA # 10 

F·r o i E¡ r1 ~-" ~. ¡;: m C 1_1.M? V ma.x ( uJí) 

1 

27.4 

39 .. ?:'/ 
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T=>bl·3 ~ ·~· 
' C ;;LCUJ~t~ · DE s Dalt3 NIN 

No. Pre-+ .. .:: in.== l!cM;¡triz Pro+ ... 1 Pt-ot~ 
,.., Pi.-ot. 3 Prat. 4 

1 e. 3tcc-:,: b 1 (1 • 28 (!. 6'7 o. 3'7 0.31 

2 c. ate ex e: -· o. 56 1. 1b 0.66 o. 58 ;.. 

3 c. 3trox d 3 o. 61 1. 21 0.72 o. 62 

4 c. .atcc:< e 4 o .. 84 .• 38 1. 1) 0.82 .c. 

5 e. .adam.:nt ( p I) 5 (l. 31 1. Qlf 0.46 0.47 

6 c. B.damant (P I I ) - o. 30 1. 03 0.55 o. 38 

7 c. adam.;;nt e c-t:.:s.:¡ 37 1 ~o 2.44 1. 84 L 85 

8 c. V. t..,Ti¡- ( \; i.t" t ;{) 7 115 116 111 112 

9 A. rhod ( Ancrod.l 35 1. 33 r, 04 1.59 1.37 

10 A. p. leuc ( p, A\ 28 0.37 o. ·:t:: 0,5 o. 48 

11 A. a cut (<;:l f 3 Fl -4-3 () e;.-¡ 
- • ._,·1 !). ''18 O.b o. 63 

12 T. gram (al fa f) 41 o. 87 1. 43 1. 11 l. 04 

13 T. gram (beta F) 44 1. 1 1. 66 1. 16 1. 14 

14 T. muer ( ;;l fa Fl 42 1), 62 o. 74 0.61 0.57 

15 T. muer < bet;, Fl 45 1. 5:? 1. 46 1. 23 1.47 

16 c. scut <To}: l 6 4. 1 3. ~ 3.9 3. 2 w 

17 Tripsins ( bO\l) 20 1. 87 2~ 47 1.77 2. 1:1 

18 Tripsina ( .3.cac) i:t· 1.. ~i 1 - 2.57 1. 7 28 02 

i'=t Elastasa {_por~} 33 1. 46 r, 08 1. 47 1. b6 ... 
20 Elastasa ( al·::-2) 34. 1. 81 2. 45 l. 

...,_ ,.,:, 2. 11 

21 Calicr ~sali··-') 10 4 r:;• L~" 3 4.4 3. 8 

22 C01J.icr < ·;:rl.::ind) 3'1 1. ..: 1. b 1. 11 1. 26 

23 Tr ombin;o, (b::v} Jb L31 ,, 01:.. 1. .;, l. 63 

24 P l.5.smii-l.:i ( hum) 38 1. 52 -. 01 LS 1. 64 ~. 

25 Colag:a<Uca p) ~ ¡ 
,, 95 3.55 .:;;. o 3. o 
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TABLh NO. 9 ( CONTINUAC ION l 

No. Prot•ein¿¡ Not13h- iz P r~:i-t- 1. P :cot~ 2 Prot. 3 Prot. 4 

::~ Ccl..sgsa C. Uco :p ) 40 .::, .. 15 J • ., ., 72 3. 25 .. .. . 
,.,..., 
'-' F.Cr. Net· v (gani2) 8 1. 48 1. '-?9 1. 49 1. 75 

28 Pro-CPD A 11 B. 8 10.6 8. 7 '':f .5 

29 Pept de ':!Ctiv.28 12 2. 48 ... 15 2. .]6 1. 82 ... 
30 p II a (Bombix) 2.3 :l. 43 2. 35 1. 43 1. 6'i 

31 p II b < Bomb i:d 14 1. 21 2. H 1. 27 1. 43 

"7'"'.'t 
,..;,;. p II e { Bc)mbiz) 15 1.1"i' :. 12 1. 25 1. 39 

33 p III a ( Bombix ~ 16 1.. 87 2. 76 1. 89 2. ·'"'.'1 .. 
34 p II I b ( Bo·ff,bix) 17 ~. 68 .;,, 67 2.73 3. 1 

35 p I I I e { Bon1bix ~ 1.8 ..::.. 16 3. 07 2. 13 2. 52 

36 Coccnasa 1.Cj' 1. 58 2. 44 1 -, ? 
' I ~ 1. 86 

...,..., 

. ~ 1 Subtilisina BPN 21 5. '• 6. 44 5 . 2 5.9 

38 As:pergil cpept TI 29 L, 18 3. 04 2. 1 2.6 

3'i Aspergilopept e .30 1. 70 2. 22 1. 60 1. 94 

40 p.- .al f~ (Myxc·ba::l 31 2. 46 -· 0::'3 2.35 2. 61 

41 Pr ale (At'."thcob) 32 2.83 3. 31 2. 50 3. 11 

42 Fosfolip J ( cobc·3) 22 3. 4:;:· 4' 4 2~. 48 3. 66 M 

43 Fosfolip A 
,.,..., 3. 4l~ 4. 4-1 3.5'1 3. 68 ~::; 

44 Fosfc.li¡:. A :4 3. Oi ].55 2.13 3. 05 

45 Fosfo.I. .i.p . 
M 3.53 4. 02 :5. 5.0 3. 49 

46 Fcsfol.ip ñ (¡:oc e) :?t 3. 15 4. 1)2 . .:1, 23 3.38 

Prot2in,353 1 (). o 0.53 o. 15 ¡), 16 

Prot-'.?.in.~s.::. L o. ':5 o. o o. 23 o. 24 

Pt""otei.n,35.;i ·.:! o. 16 o. 23 o. o o. 15 

Pri:·tein . .:a5a 4 (l. 1. 7 (1. 25 o. 15 o. o 
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Con el sustr&lo Azure se determino el PH oF1imo de l~ 
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pH 
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5.0 
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pH 

r--~:- ;7, ílETE~MirlACIOll DE PH-OPTIMO DE LA ACTIVIOAD PROTEOLITICA, 

1 · EL SUSTRATO AZURE FUE INCUBADO COll LAS EU7.IMAS A LOS VALORES DE 

PH INDICADOS, EMPLEANDO AMORTI~UADORES TRIS-HCl 0,1 ;¡ , 

1 : PROTEINASA l 2 : PROTEirlASA 2 
3 1 PROTE I NASA 3 4 : PRO TE lt/ASA 4 

,_.._ i .s l ,Jd :\.r se· fil id¡ c. 

F ;··e~ en 1 ¿,.n 

.:d~ns i b i l i d~.d inhibido: e:>: 

i: '- .(' '. ,·· ' 

'. ~ 

·i 
l1 

/ 

.._':¡, :.: •• : ; ()j"; 



TABLA # 11 

EFECTO DE INHIBIDORES SOBRE LAS PROTEASAS 

Inhibidor Proteinasa # 1 Proteinasa # 2 Proteinasa # 3 Proteinasa # 4 

Azur e BAEE Azur e BAEE Azure BAEE Azure 

Control 100 100 100 100 100 100 100 

Inhibidor de tripsina 

de frijol de 
179 87 120 100 121 81 109 

soya 

Ac.~-arninocaproico 63 76 87 65 105 52 100 

p-arnino benzarnidina 63 o 84 12 103 81 105 

Fenil rnetil sulfonil 

fluoruro 
97 5 85 81 11 o 19 103 

N-etil rnaleirnida 83 93 92 30 128 79 99 

Ac.Iodoacético 74 54 96 95 106 55 98 

L-cisteina 52 94 82 88 73 79 87 

E D T A 3 95 2 37 10 70 

0-fenantrolina 3 o 3 o o o 



E. Propiedades Bioloticas de l~s Pro!einasas. 

veneno 

s •.e; 1 r a. 1 o:; q '-'e 

P -3. r ~. l." i d ;:n 1 i f i .:: il. •= i or; de 

al.~un~r de estas activid~des 

•.tl i !. i z «.;-on los sus·! r'i<.1 os f i br i no·>enc· o f i br i no. ¡ nr.ro·,· i l. i z.:i.do,;-

irrsolubte ES 

nesro de amido. Sin 
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F'()i' :J t r-o 

::o l r.1.b le f-~·:ilnH!nle f~ l 1.1 i do 

FO\ 

Este 
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F í b l. i no L i s 1 s . 

fibrin~. 

comerr.: i ~.l de 

C1.1: u e r do ~- L o e x Fu 2.::: l: o en e l F" .-:-i. ) .. r· ,1. f o ~. n t e r i e> r :- s· e o b ; t·.i r v c1. q u e 

TI, I IJ 

¡: ro t e i ne<. s «. s F· 1.1 l' <'. s ,,. os e e r1 a.•: l i v i d ·"· d f i b 1· i ne l i ·1 i .: ~., 

En l !!. f i -~1 1.1. t {';¡. 1 ::: ~ 2 ~ ::.: e m 1. les t r ~- t ¿ fibriné•. 

F()f' l <l.S fil i sm.i!E 

f1.1e,-.on 

En la fi9ura # 19 se muestra la actividad coa~ulanle de 

f i b 1· i no l i t i •: .). '" -' 

! I : " El ¡:· C; ;;; o n 1 ·-::· es :.1. r1 ¿.;_ E f¡ z j lÍ! .;., ;; i ff: ¡ l 2. r 

fraccion I de Se~h0de~ G-75. 
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\. l 

-:,,, 'r·· 1 [! "·:· · · ' ';~·-r_>rt:lil. ( con pL;1r;nil11fí'1u1ol ."l'Jr1ro~l'1 •"ll I'i,pll 7.•I, 

\1,i·J-i·: .• n ·" J 11lll 1!1 il·nin,,'J frilccJun••A }' !a:¡ •I protcinrW.-i$ fueron .incu-

"fJ!:." 21 110~.1!> t1~iiJd,1~ con NcrJro ele 1\riillo. 

1: '!r:nr:r,rJ >::·lublí! 10 Üq 7: J•rolcfn.1311. 2 2 .5 Ug 
~: Ft!lr:-•;l'-""1 (, Lub., "•. 

]: F':·~~<!t 11 .i I,tuli1..> 14 

•I: l'ncci.on fí 

S: ír .. :•.:!o~ r II 

'•: ~·t "t~ir·lli·l 1 2 ,5 Ufj 

ll: I'rotcint1s..t 3 

91 Protcin.Js,1 '1 

101 llcl1v.oi<lor de Plnamin6r;cno, 1 ug 

11: Congulante de Fibrin69i:mo. 

121 Activador <la Pla~minogcno. 

1 
1 
! 

1 
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Cel de fflirfna purffic,,d,1 {nin pl.1mn!n6~1erl\l) l'I\ ,H.t.lt'.:>~.1 1\, rn i . .\ , 

1-:l VClll'THl rJOJllhlc, tllfJUll<l!J frilCCJOOOR )' ]iHI 4 prutl'ill:l.~(lfl ÍUCl'C'l!'l Jn~ 

cllb:1daH pnr 24 hor;rn y tr.i'iid,,:i con NClJl'O n~~ i1mil.b. 

¡, Veneno aoluhlc 

2, rr.1ccUin r' tubo 7 

¡, Frrtcción I, tubo 14 

4, I-"r,1ccJ6n II 

51 I-'rncc1ón III 

6, Jlrotci.n11~.1 l 

10 U!J 7: flrnt(!Jn,1s.t 2 

$: Protclnn~::i 3 

9: ProtainilS.l ·I 

101 J\ct::i•J,1ll;r rJ•.:> Pl;1sntnf'.>1L>r:·.: l i.::t 

ll; Co~rpl.:intn .:!e F!.Crln(:_wa,, 

1:'1 .r.r:ivc:.b':" .. 1r. t•\,1!1i·í 1 1~ .. jt·11.~. 

'¡• 
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Gel de fibrin6geno comercial (con plasrnin6geno) en agarosa 1 %,pH.7.4. I 
El veneno soluble, algunas fracciones y las 4 proteinasas fueron incu­

badas por 24 horas y teñidas con Negro de Amida. 

1: Veneno soluble 

2: Fracci6n I, tubo 7 

3: Fracci6n I, tubo 14 

4: Fracci6n II 

5: Fracción III 

6: Proteinasa 1 

10 ug 
11 

11 

11 

2.5 ug 

7: Proteinasa 2 

8: Proteinasa 3 

9: Proteinasa 4 

2.5 ug 
11 

11 

10: Activador de Plasrnin6geno 

11: Coagulante de Fibrin6geno 

12: Activador de Plasrnin6geno 

l 
j 
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Fig. 20 
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Electroforesis de los productos de digestion de colagena nativa. 

Colagena ( 25 ug) fue incubada 18 horas en TRIS-HCl,pH 7.4.con. 

15 - 20 ug de las proteinasas 1, 2, 3 y 4. 

Carril 1 Colagenasa bacteriana. 

Carril 2 Colagenasa bacteriana + o-fenantrolina. 

Carril 3 Colagena. 

Carril 4 Proteinasa 1 (preparación A) 15 ug 

Carril 6 Proteinasa 2 (preparaci6n A) 15 ug 

Carril 7 Proteinasa 1 (preparaci6n B) 20 ug 

Carril 8 Proteinasa 2 " 11 

Carril 9 Proteinasa 3 " 11 

Carril 10 Proteinasa 4 11 11 

j 
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IV. o!si:::USION 

A • Discusion especifica sobre resultados. 

1 • Sobre L<l.S é:ará.cteristicas ·;,enerales del veneno. 

La serpiente Crotalus molossus nitrescens Posee un 

veneno moderadamente toxico. tomando como Parametro la dos ir 

Letal media estimada en 47 u' por 20 t de raton. Este valor 

es F·ra.cticamente i·31.1ci.L 'lue el estim2do F·oi' Hard'i "/ cols, 

e 1 ''l82 > Par a l a. C. molossus molossus (50 ut/ 20 t de raton), 

'IUe es la subesPecie tiPica. 

Como los •:rota.linos alta.mente toxicas 

tienen LD 50 en el orden de 3 a 6 ut / 20 t de raton como la 

Crotalus durissus tei'ri ficus Y la. Bcithror-·s a.trclx COhsaJ:.:i., 

1979). Por otro li>.do, lo.s croh.linos menos toxicas tienen LD 

50 elevi>.das, •:orno A. •:ontortri x, A. Piscivorus.,. C. 

(210. 102 ·,· 134 •H/ 20 ·~ de ra.ton, respectivamente) 

1 ''l77). c. horridus, la serPiente filoteneticamente 

ruber 

T1.1, 

ma.s 

cerca.na. a C. molos sus roi-;irescens, tiene una LD 50 de 5:0: 1.1·3 / 

Estos valores de LD 50 deben ser comrarados con 

F·uest o F·ueden 

seros i b i L i dad entre t a.s di fer";,· 

emrleados. Pero sin duda existe una Potencia diferente entre 

molossu.s ·1 C. durissus terrificus. Por elemPlo. Esta 

ultima rosee una imPortante cantidad de neurotoxinas en su 

veneno ( Hendan .,. Fr«.nkel.·-Con1'~.h 1971). 



77 

El veneno de la 

.;.i:t iv i d.;.d noteol i ti c·a,· 

ni•rescens tiene una ~ran 

'~ánifiesta bioloticamente 

•:orno un fil.o:tor coa.".l•..llanté:. decoo.•ularite ..,. hemo1·ra:3 i •:o. Estos 

datos son observados al inocular animales de exPerimentacion 

con veneno soluble ..,. con las fracciones r. u: .,. rrr. 

obtenidas de filtracion en tel. 

F'or otro la Presencia Y ausencia de las 

<'.o:tividades enzimaticas descritas en Resultados esta de 

la distribucion veneral de enzimas en los 

venenos de las serpientes venenosas 

excePcion de la hialuronidasa. 

ver tabla 11, con la 

Al il.ne.d ir i r1h i b i do1·es de St·!r i neo. F"roteinco.sil.s .,. 

metaloProteinasas al veneno soluble 1 a las fracciones I, II 

Y III, se Puede observar que la mayor parte de la actividad 

F'l'oteolitlcco. medida •:on Azure (F·or lo menos el 75 /; ), es 

debida a metaloProteinasas. 

2 ::: o b r e l a. r-· 1.1 r i f i •: a.o: i o n .,. e s t <l. b i l i di>. d d e l ven e no • 

El veneno l iofil izco.do se solubil izi>. meJor en sol•.1ciones 

il.lcil.lino.5 que a.cidil.s; de m".ner¡¡. similco.I' li>.S enzima.s q1.te 

Predominan en el veneno soluble son mas activas a valores de 

incuba el veneno soluble a 

difel'entes vil.lores de F·H, su F·erd i di'. e.d ividil.d 

Froteolitica es pequena •:ercco. del 20 /. ) , el eva.ndose 

li·3el'il.mente ( ha.stil. 30 :1;1 a PH de 4.7 

ComF·co.rco.ndo la cromato•rafia en tel de SePhadex a 

temperatura ambiente Y r-H 7.0 con las realizadas a 4 .C .,. PH 
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5.5. se observa que las fracciones de balo Peso molecular se 

encuentran Presentes en maYor ProPorcion cuando el veneno es 

Procesado .\\. temperatura ambiente Y PH 7.0. Este hecho 

s•.t"'il iere •.tn F·ro•:esil.mi er.to F·roteol i t feo del veneno, F·•.td i en do 

tener una funcion de de"'ilradacion , da activacion o ambas! 

de una extension Y localizacion desconocidas • 

Proceso de Purificacion. 

• l,~ esperar que durante el 

al"'ilunos componentes del veneno 

fueu.n obi eto de Proteol is is. Tril.t<>.ndo de di sm i m1 ir i>.l 

max imo es te fenomer10, se el i "'il i o trabaJar a 4 .e de 

t emPer.\\. t •.tra,, a valores de PH lo mas aleJados del optimo 

observado en el veneno soluble que Permitiera el esquema de 

Purificacion, manteniendo un compromiso entre la solubilidad 

de alsunos comPonenles. 

F·OS i ble. 

L.i>.S 

'/ Por 1.t l t i m o, en e l menor t i e m ~·o 

i n t en t "·ron F'l.l r i f i •:a. l' 1.1 t i L i ;:: "· n do 

resinas de intercambio anionico y cationico a diferentes 

valores de PH en el ran"'ilo de 5.0 a 9.0 Y cromato"'ilrafias de 

afinidad emPleando resinas con ~11icuerPos e inhibidores, 

como Lé>. r---il.mino ben::«.midin0 .• inmovilizc.dos. :::in emb.;.r·;io, en 

las condiciones en que se real izaron estos exPerimentos, Las 

Proteinas«E no rudieron ser Purificadas Por estos metodos, 

Po 1· 'Hlf? í uf! l' o n r· e,, l i ;:-).dél. s <l. va. l o l' es d f? F H en q u r! s 1.1 él. t r c. c c i o n 

Por el intercambiador era similar entre ellas, F'Ol' 'lt.te la 

afinidad For el inhibidor era baJa Y/o similar Y Por que 

existe una semelanzs entre Los determinantes anti~enicos, 

ademas del Problema de de~radacion de los anticuerpos Far 
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Una vez establecido el esquema de Purificacion. una 

sola Persona Puede Procesar 1 tramo de veneno Y obtener las 

4 Proteinasas homoteneas en una semana de trabaJo. 

La fraccion I, obtenida da filtracion en tel, es 

1'elat iva.mente inestable. observandose la formacion de un 

PreciPitado blanquecino desPues da ser eluida. Por lo qua no 

fue Procesada en este trabaJo. 

La fraccion II, que tenia La mavor actividad especifica 

Proteolitica, fue cromatotrafiada en DEAE-celulosa, PH 7.6 

( ver fitura 10), En este Paso se Pardio cerca Jcl 85 % de la 

I I I, al ser 

en t a.s mismas condiciones. 

repartida PrinciPalmente en los dc~nominados 

II I.1, III.3 .,. rrr.·:; ver fi,ura 11). Estos. a. l ser 

sometidos a cromato,rafia en DEAE-celulosa a 

Permitieron obtener enzimas homo,eneas. El Pico rrr.1. que es 

1•idenido F·OCO ,-:1, F·H 7.6. es ser:· ,\r·a.d cJ ,1. FH e:. 9 en tres 
( 

componentes bien definidos (v1?r f i 31.l"(<.1 12: En l i!.S 3 ·3raficas 

de DEAE-celulosa ~ pf-1 8.9 se observan pequenos componentes 

nci F 1.1d i eJ'On vi 51_1,3 l. i ;:~.J'se en l 2.s cond i •:iones de 

electroforesis emplead¿¡~, suPoniendose que se trata de 

Es d i f i e i l es t i mi\ r l ~- o: a n t i d <•. d de •:a.da. 1.11H. de es t a.s 

Proteinasas en el veneno. pues existe una mala resolucion de 



los F·icos II y III er1 '.3ePhadex. De he·:ho, .;.l comPa.ré\r la . .s 

•raficas de DEAE-celUlosa de esas fracciones es notoria su 

semej c.nza., va.r i ando a.F·<>.renteme11te en l a.s fra.o:•: 1011es 

II..;..III. 1, II-III. 4 - 5 7' rr-rrr. 8. 

L1. inest.;i.bilidc.d del<>. fra•:•:ior1 II PO•fri.;. eXF·lic.;i.rse en 

terminas de la Presencia de un comPonente de Peso molecular 

l i•eramente mayor que Pudiera de•radar a las demas Froteinas 

en la fraccion o a la Presencia de un inhibidor de 

Proteinasas enriquecido en la fraccion rrr. 

El incremento de la actividad especifica conforme avanza 

la. F·llr i f i •:B.o: ion, no es mu·,. B.P<'.l'en le .,., E!n cJco.s iones , •:orno en 

el Ci1.SO de la fraccion III.9, se observa un descenso de 

dicha actividad. Este fenomeno Puede ser debido a varios 

factores: la falta de discriminacion del ensayo Por las 

diferentes F·l'Oteina.sB.s presentes en el veneno, l<. F·resei-..:i<" 

en la mezcla de esFecies de Froteinasas con mayor Y menor 

a.o:tividz..d esPE·cifi·:~. ·/et Fl'Oo:esi>.miento Pl'oteolitico de Las 

F·rote in<> .. l'a.s. 

No es Posible obtener el PorcentaJe en que cada enzima 

esta Presente en el veneno soluble, Pues el sustrato es 

hidrolizado Por varias enzimas. Por otro lado, 

Protein~s esian PresentGs en 2 o mas fracciones. 

1'oma. to·Ha. f i <>.; 

«. l ·~ •Jn a.s 

POI' SI.! 

a.si, los 

valores presentados en el resumen de Purificacion <tabla # 

4) son validos al esquema de Furificacion Presentado. 
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3. S:obre L<l.s c.;.r.;.cteristic~.s -esfrw::htril.les de Las 

enzimas Purificadas. 

La electroforesis de las Proteinasas en Presencia de 

deter·3entes, •:on Y sin él.·3entes reductores, P.s co1·1·3r1.tente •:on 

l.;. existencic>. de molec•.tlas de 1.tna. sola. •:<>.den•. F·ol iH?Pt idi(a., 

con Pesos moleculares en el ranso de ~~ 000 a 24 000 

daltones. Las Proteinasas Purificadas 1 i en en a.et i vi d,1.d 

fibrinoliticil., ti enetn es tri.1c t 1.1rat es 

similares a otras enzimas similares aisl.;das de venenos de 

r.: ro t <'. l i nos. L Cl s F· o•: os d il. tos ex i s t en t es en l a. l i ter a. t 1.11' .;, son 

los obtenidos POI' Ou'ii>.n·3 ., •:ols. ( !";•?~., 1'7'77 .,. 

las alf.;-fibrino•enasas de T. 

( 23 360 ·,· 23 5(•0) ·:· ''ar a. el P r in e i P i o f i b r i no l i t i rn de A, 

il.•:l.lhts ( 23 920) • 

TrabaJ.;ndo r.:on fracciones semiPurificadas de C. atrox Y 

h.;.n 

estimil.do los F· e SOS mol ecul il.l'es de frc>.cr.: iones 

fibrinol i ticas en 21 500 Y 25 000 daltones. 

Las 4 Proteinasas del veneno de esta serpiente son 

Pro te i na.E' de a 205 residuos de aminoacidos 

(ver ta.bla.s 5 a. ::: ) • De esto::;, el 20 J.I. 23 ;; lo fo1'ma.n los 

i s o l e u e i na , l e u c i n .;, , t i r os i n "· ·1 v «. l i n a. • L ''· s secuenc i .,1.s de 

o>.minoa.1:idos del extremo c>.mino (·e1-mir1i..L de l<1,.5' r·;'oteinasii.s, 

son altamente hidrofobicas, Y no se han encontrado secuencias 

similares en otras Froteinas relacionadaE" Y no relacionadas. 



al ser buscadas en el Diccionario de Secuencia de Proteínas 

( Da:1hoff, 197EI) ver hbl a. 12>. 

TABLA 12. 

SECUENCIA N-TERMINAL DE LAS PROTEINASAS. 

ASN VAL VAL GLU 
PROTEINASA LEU GLU VAL 

PROTEINASA 2 LEU VAL LEU LEU VAL X LEU LEU -
PROTEINASA 3 MET VAL # ASP & 

* VAL ALA 
PROTEINASA E FEN LIS. TIR GLX LEU VAL ILE SER TRP 

# Fenilalanina, Isoleucina o Lisina. 

& Glutarnina o Glicina. 

* Proteinasa purificada por otro método (ver Discusión). 

Estos resultados tambien Podrian ser exPlicados Por la 

F·resenci.;. de Vil.riil.S ca.dena.s Poi iPeF·tidio:.".s <iue tienen 1Jn 

residuo comun en el exti'emo a.mino termin,1.l. Uni<. F·osibilidad 

es que las muestras empleadas Para secuenciacion haYan 

su f l' i do a. u t () l i s i s d u r <l. r.-1 e l <". m .,1, n i ni l. •'· •= i o n . 

En textos. articulas v manuales poco o nada se menciona 

S(Jbre cuidados esPeciales que deben tomarse Para someter 

Proteinasas a estudios de secuenciaclon. Este Parece ser un 

Problema que se Presenta solo en ciert~s e~. 

Por otro la.do, es notorio que siendo tan abundantes e 

inten2sa.nte.r, no h3.'lc<. Publ ica .. ::iones :robre la. de te t' mina..: i on 

de la. estructur~ Prim.;.ri~. de F-roteina.s.;.s de· venenos. '.::oto l;; 

el' o ta. l o.s "·, en~ima similar a la trombina de C. adamanteus ha 



sido Parcialmente secuenciada. ( P i r k e ·1 •:o l s , 1 '7131) • 

L«. existencia de met<il.loF·rotein,»sas con esF·eciFi•:id<1.d 

Para hidrol izar uniones PePtidicas inmediatas a aminoacidos 

hidrofobicos como leucina Y fenilalanina ( -X-Leu-, -X-Fen-1 

en venenos de serPiente es bien conocida IIwana~a ! Suzuki, 

19791. Si fuera el caso de que las Proteinasas descritas 

•.'11.1i tuvier«.n esa especificidad, el hecho de que, Por 

comF·osicion de <1.mino,i.cidos le•.1cin,o. se,1. el se·31.mdo l'residL10 

m.:>.s i'.bund,,.nte, haria a estas Proteinasas muY sucePtibles a 

de·;r.:>.d<.•:ion e.1.itol iticé> .. Este fenomer10 se h•. obse1'v«.do en l,1. 

evolucion de la triPsina. donde se nota que la enzima de 

herviboros comparada con otros animales en la e so::«. l. a. 

evolutiv,,., tiene el ma.s il.l to conU;nido de l isinil., il.1'·;inin,1. 

en su molecula Y esta se relaciona con una maYor velocidad 

de ina.ctiv,o.•:ion. IMul ter Y z1,.1i l l in·;, 1971;:.). 

Por otro lado, las cromato9rafias en ~el de SePhadex 

13-75 a temperatura ambiente Y a 4 .C tienen, entre otras 

diferer...::,,_s, •.rr1e. fra.•:cion Pef'tidic<1. V m<1.S <1.bund.:>.nte en el 

exF·e1•imerdo ril«.l izc<.do "· temF·et'il.t•.1r,o. il.mbiente (ver fi·;•.ll'<1.s 7 

Por lo ta.nio, e.~iste la. Fosibitida.d de <11.1e los 

PeFtidos aislados Y caracterizados de esa fraccion sean 

fragmentos de de~radacion de otras rroteinas. mas que 

componentes indoPendlentes del veneno. 

El ca.lculo de:; n. «.un c1.1a.ndo ¡::; de rel<•.tivo va.lar 

exF·er iment<1.l• indica semeJanzas que Fue den ver i f i •:a.rse 

Posteriormente de manera 8XPerimental. Asi, t~.s F·roteina.s~.s 



1,3 Y 4 tienen aParenle rol~( n• 

denominadas "toxina! h" 

L Cl.S fibrinotenolisinas a. L f <<. de 

· 1 ·: r· r 1'' t 

r-.. 

m•.lcrosq•.lil.mil. tus. Como cabia esperar. no Parece haber mucha 

relacion entre Las metaloProteinasas de C. rnolossus .,. l.,;.s 

serina Proteinasas. corno 1amPoco con otras metaloProteinasas 

de rnamiferos. de hontos Y de bacterias. 

La semeJanza estruclural F·é.rei:e es t<>.r il.1.\5 ente i>.l 

con otras Proteinas presentes en el veneno de 

serpientes corno las fosfoliPasas del veneno de elaPidos (ver 

t i>.b l él. ) . 

Por otro L c>.do, La comFaraclon de las 4 Proleinasc>s 

3 Y 4 Por otro, son mas Parecidas entre si 

Prot e i nc..sa.s 2, L l «.m ?. l " <>.ten 1: i o n q 1.1 e, comP c.. r o.r1 do l a.s 

F·rote inasi!.S rr de C. ob t ;;ri·;1,:i. 1.lrl 

coeficiente de 0.04, es decir. la semeJanza estructural que 

se debe esperar es muy irande. 

4 .. ~:obre la.s c<>.ri>.i:teristi•:i>.5 fl.tncioni>.le5 de l<.5 enzim<'.5 

i:·ur i f i ca.da.s. 

Como se he.. revisa.do, L,>.s enzim2 . .s Proteoliti1:il.S Presentes 

en el serPientes tienen un Peso molecular 

1:e1'1:,<.no il. 25 000 dal tones, son m1.\Y' a.bnnd«.ntes " se les ha 

/ 
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asociado una tran diversidad de act:vidades biolovicas. 

e.u i todas el l u ha.n sido i dent i f i o.da.s •:orne 

metaloProteinasas, con excePcion de las enzimas similares a 

la trombitH . ..,., r-·osiblemerrte, l?.s •:inino·3ene<.so.s. En bo.se J. 

l <". sen s i b i t i dad de t as "": t i v i d c;.d es F· rote o l i t i •=a ·;,.. es t e r ,1. s i>: il. 

a los inhibidore.:. el efecto de l il. 

orto-fena.rrtrot ina Permite clasificar a las FTote ina.s?.s 

Pl.ll' i f i •:C1.da.s de c. m. ni ·!3·1"es1:ens t,1.rnb i en corno 

metaloProteinasas. 

Las actividades Proteotitica Y esterasica son inhibid<'l.S 

en diferente trado Por los comruestos empleados. Las 

r-·1·ote in.,.s,i.s 

ester,1.s i Cil.S 

ir1hibidor de 

Y 2, ror eJemr-lo. t i e nen s 1.1. z ~i. e 1 i 'l i d ~'·des 

inhibida.s por [,1. p-aminobenzamidina, •.in 

set' i nc>. ¡:-roteinasas. afectandose Foco la 

Por otro lado. la. il.c ti vi da.d de 

Froteinasa de las enzimas 1 3 s0n inhibi~as por EDTA, Pero 

: i en r:- !.. 1.; 1 1. ¡· .i; ! i 

L '-'· s d CJ s i s de i 11 h i b i do r e s u s '-'· d il. s son re l '-'· t i v <.'l.11; ~ ,-,t E• a. l t « ,: .. 1: ,; r 

lodo o nada sobre las 

una unicn FeP!idica deben de ser similares; 

a.•.m<\•.1e 1.1na Posibilidt>.d l'emoti'. es li>. F·t'esen•:i<1. de ca.ntidi>.des 

imrortantes de serina Proteinasas como contaminacion. 

Por otro lado. la afinidad de la enzima Por un sustrato 

trande como el Azure Y For uno requeno corno el BAEE Puede 

afectarse de manera diferente Por la Pr~sencia o ausencia de 
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iones ,. l Vii.l entes como el Cii.l •: i o. Se ha men•: i o na.do 'l•Je et 

·=~.l·:io-.e.Sfabifiza .. l-a cor1forma.•:ion de ta.s metalor-·roteilH.H.s 

F·ero el zir1_c .• _¡·\:,te;'Xiene directamente en el mecc>.nismo 

1 '=i'71) • 

En ese :~~lci::Y>~t,C~PTA. tendrla üna il.cclon desnc>.!1.tra.l iunte, 
'~' ;·:.,,;.o· ,--.º -

' La nmunodifusion realizada Indica que las enzimas 

comParten determinates anti~enicos Y cruzan entre si. 

Adem.-..s, las enzimas son reconocidas Por anticuerPos en 

contra de venenos de otras especies de Crotalus ~ BothroPs, 

lo s•J·3iere <1ue los anti~enos Presentes en estas 

Proteinasas deben de existir en proteínas Presentes en el 

ver1eno de otr.i.s esPe•:ies de •:rota.linos ( ver fi·ntra. 21). 

B. Discusion ·3ener«.l: Tnes·t«.bil idil.d de los •:omF·onentes 

Los jatos obtenidos de la secuenciacion del extremo 

amino tei'lllin«.l de l.:>.s F·1'c>i't~in2.so.s f'·Uf!den s-er exF·l i·:2.dos de 

dos mo.ne a.s: Las enzimas no estaban homo~eneas Por los 

criterios nencion.i.dos en Res1.1lt«.dos o esta.s Protei1H.s f•.teron 

de,Jt"ada.d«.s a.•.tiol i t i•:e<mente d•.tra.nte l<o F·reFD.l'a.cíon 

se•:ueni: i .;.i: i an. Para aPoYar li! se~unda hiFoiesis.' lii.5 

F· ro t e i n "· s "· s 1 , 3 .,. 4 fu ero n so me t i da. s ii. el e•= t ro f n res i s en 

cani idad de estas habla sido almacenada en solucion FOr 'i 

meses'" -1.> .C. Este :iel se F·resent-,1. en lii. fi<J•.tr<1. 22 ·1 se 

bo.rr ido 

larde an1eE ararecia una banda uníca ~ bien definida. 
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Fis. 22. Electroforesis de l~s Prole 

Las enzimas fueron almacenaJas en 

.,, .. , 

' . 
) ~· .J • 

-10 e C' 

~·' 10 Y 25 ut de las enzimas 1 a 4, 

resF·ectivJ.mente, '"un ·•el. de F·oli<i.c,·ita.mio:L'. se·31.1n .Jovin(1964l. 

L.;. F·resen•:ié\. de J.minoa.1:idos hidrofobicos como v«.lin«. f 

l e 1.1 •: i n "· en el e x tremo a.m i n '' hace Pensar que las 

J.utol i:; i .s, P•.tes se 

conoce que Las metaloProteinasas de veneno de crotalinos 

hidrolizil.n •.miones F·ePtidici'.s en l.;,:; in ter-vienen 

aminoacidos hidrofobicos. 

F'or o1ro La.do, siguiendo un esquema si mi L il.r a.L 

Presentado a1ui, se logro obtener una Proteinasa homogenea a 

F <l. l' t i \' del mismo veneno. la Furific~cion de esta enzima, 

denominada Proteinasa E, se lo9rG mediante filtracion en sel 
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de SePhól.dex G-75 a PH 7.0 v dos cromato'9rafias en 

DEAE-celulosa a PH 7.6 Y 8.3. re<>.l i zC>.dél.s a temF·¡1r<>.t1.1ra. 

ambiente en un Periodo de tiempo mavor 2 meses). Esh 

Froteinasa tiene un Peso molecular de 21 160. su comPosicion 

de él.minoa.c idos es ASX 21. TRE 10, :::ER 20, (3LX J.8, PRO ,_:., GLI 

16, ALA 8, CIS 5, VAL 10, MET 5. ILE 9, LEU 18, TIR 8, FEN 

6, HI::3 7, LIS 7 ·,- ARG 10; en total ,,_minoacidos. :::u 

secuencia amino terminal fue determinada y tiene un residuo 

unico, siendo los Primeros 9 : 

Fen - Lis - Tir - Val/Tre - Glx - Leu - Val - !le - Ala/Ser -

(ver fl·ntra 23, ti>.bl.:1. 12 Y A.gr,'.decimientosl. 

La posicion de elucion de esta Proteinasa E es cercana a 

la de la Proteinasa 3 descrita en el Presente trabalo. 

AF·él.rent emente lé>. E es bastante estable 

resistente a la autoditestion. Llama la 

trabaJando en melares condiciones se obten~an productos 

inesta.ble.s. 

:::ie1·1do l«.s F·roteina.s«.s del veneno de •:i'Ol~.l inos L'·.n 

a~1'es i v<1.s h "· ·= i c. l. o s teJ idos de la.s vict im,'.s de morded1.11'"" 

una Pre~unta a contestar es : ~ cual es el mecanismo que 

tiene la. ·'1[J,·,,J1.ll 

Hti O [ i S i S t i .< U l ·'·o · 

.,.,,.:-, s,<. de l él.S serF· i entes f·,i.ril. evi L1.r una. 
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El eJemPlo meJor comPrendido de este Proceso es el 

Pancreas exocrino. Se sabe que esta •landula Posee dos 

meca.nismos Pa.ra. evita.r la a.i.1tolisis: la. sinh~si.; de 

rroteinasas como Proenzimas inactivas Y la sintesis de 

inhlbldores de Proteinasas. Sin embar·30, en L ,\ ·;il ,¡.ndi.tl. a. 

venenosa de las serpientes solo se ha descrito la Presencia 

de inhibidores de rroteinasas. Y unicamenle en al.tunas 

serpientes. 

Por ofro la.do .o:e su·;1iere que existe la. F·osibilid..,.d de 

que altunas Preparaciones de Proteinas de venenos con B. l t O 

e o n ten i do de en z i m a. s F· r o t e o l i t i •: "· s Pu e den e :; t a. r a. l t e l' a.das 

F·or los 

Preparacion. Al tunos autores inician la Purificacion con 

F·a.sos de di<>lisis exha.uslivos, ~orno en el caso de la 

Proteina coatulante del veneno de V. 1'1.1s sel l i <F1.11' i ¡; .,. 

Fur i e,, 1 '~'7t.). E.,; L>. Pos i b i l i da.d L>.mb i en ho.b i a. : i du men•: i 01H.d.i. 

al obtener dos forma5 de enzimas 

simila.res a. la trombiri<•" u1·1,;. de C. «.di'.ma.nteus, la. crota.la.s<>., 

.,. oti'a .• 10 000 da.ltones mé)\";O( .• del ven.:,no de C. h. horridus. 

C Comentario! finales. 

En el veneno de C. m. ni ·Jres•:ens se ha. i d¡~nt i f i C<•.do la. 

de l a.s fosfol i Fi' ;,1,, fibrinol isina .. 

"". ' ' .... ,jo m i n '" l "· : . .-: t i ·; i da. d f i b r i no l i t i o:.;,, e7 o.:<>.Pa.z de 

1i'.les de exFr!rimenh.cion. De este 

veneno se aislaron 4 Proteinasas que detradan el sustri'.io 

insoluble Y heteroseneo Hide Powder Azure. Est~s Proteinasas 
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F·resent.;.n .;.et iv i dc.d fibril)ol it ica indePendier1te de 

a.•:t iv.:>.cion de Plc.smino-,.ieno. Un;i. de etlét.s, li>. F·rotelnci.sci. # 

es caPaz de detradar completamente colatena nativa en 

condiciones f i~ioloticas. ademas de detradar fibrina. Por 

otro l<>.do, se ha F·•.1rificado un.;. enzim.;. similél.r él. l«. ti-ombin.;. 

a Partir del mismo veneno. 

Esta enzima fue rurificada Por dos Pasos sucesivos, el 

Primero de cromatotraf ia de afinidad con p-amino benzamidina 

( ver M él. t e r i «. l es .,. Meto dos ) .,. e l se·;, •.rn do F o r· e 1' o m ,,_ t o·~\' él. f i él. 

en DEAE-celulosa a PH 8.0. Esta enzima tiene un Peso 

motecul.;.r de 75 000 da.t tones. una. sol,, •:.i.den.;. r-ol iF·er-1 idict< 

Y una composicion de aminoacidos ASX 70, TRE 38, SER E~. GLX 

82, PRO 46~ GLI 75, ALA 50~ CIS 25, VAL. 43, MET C' 
._I ~ ILE 35, 

LEU 51, TIR 20, FEN 22, HIS 24, LIS 25, ARG 27 Y TRP 12, 

haciendo un total de 730 residuos ve1- f i ·;•ur«. :::~, 

Atradecimientosl. 

Como se muestra en la fitura 19, la actividad coa•ulante 

del veneno soluble, asi como de la fraccion I, es mas baJa 

C\ 1.1 e l a. f i b r i no l i t i •: a.. ~:::o l o en Li. f r il. e e i o n I I c;s F·osible 

fra.•:•: ion Il debe l:.<lst ir otr2. en;:im.;. con esL1. a .. :tivid<<d• de 

peso molecular alrededor de 30 000 da.l tones. Estos 

res1.1l t <?.dos i nd i •: il.n que el veneno de la C. mol OSSl.lS 

ni~rescens tiene como P~inciPal de 

entre l,;.s ensil.f~.di'.5• l~. fibrinoliti•:2 .• 
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Fi-3. 24 F'1.1rific~.cion de una. en:im« ->imilz•.r a. li>. 

t1-omb i na. A) 20 m·3 de veneno fres•:o fueron a.Plica.dos a. •.rn<'. 

e e• L umn a. de 5 ml de Sepharosa-benzamidin« en amorti1uador 

TRIS-HCl 20 mM, PH 8.0. Esta fue Lavada con 0.5 M de NaCL en 

el mismo a.mo\'t i·;11.1a.dor '/ eluid.'1. •:on fo1·ma.to de a.monio, ::::o mM,, 

F·H 4.0. La.s fr.".c•:ione.s- eluidi>.s f1.1E•rcn 1·f!•:ibid.•." en TF:T::.: .. 11CL 

El hecho de que coexisl«n f i b) . 

coa9ulantes de fibrino1eno en un l jquido que sirve como 

otras alteraciones. Ademas, 

Permite disPersar m~s efecti~amente otros comFonentes del 
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aplicada a DEAE-celulosa (0.7x20 cm! r.n TRIS-HCl 20 mM, PH 

::: • O. L i!. s fra. e•: i o ne s se el u Y ero n e o n 1.m ·3 r <. d i e rit i! l. i ne é>. l de 

Na.Cl 10 a 0.25 M, 200+200 mll. El Inserto muestra la 

electroforesis de 30 u~ de la enzima (numerada como 31. La 

tecnica Y condiciones son las mismas que en la fi~ura 6. 

el i den1 i f i •:a.do momento .-. .:. .: I_ <.\SP. S de se 

F· rote in ,1.s <'.S los venenos de serpientes: l ,>.s se1' i l"li<. 

F·roteinc>.sc>.s •:amo l.i>. enzima. simil.i<.I" ''·le> ·irombin<.• lo. 

ca.l i cl'e 1 ne>. ~.r·3 in i ne•. esterci.Scl.s; [ iH 

me t,i.lorr-ote in.1.sc1 . .; hemorril.~ i Ci!.S, q1.1e 

desrad,1.r1 comr-·lemento, flbr lno·~enol i t i.::i\.s, f i b r 1 n r• l i t 1 o.s 

'll.le ina.ctiva.n '" inhibidores de r-·1-·<:del1H . .::a.s (ver· In1rod•.1ccionl. 
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? Que diferencia estructural habra entre las multiPles 

Proteinasas Para que presenten actividades biolo•icas tan 

vo>.r i a.da.s? 

Un indicio lo representa la estimacion estadistica de 

l <>.s di ferenc i a.s en lo>. se1:1.1enc i a de dos !'·rote in"·"' 

en base a la composicion de aminoacidos. Es necesario hacer 

enfasis en l.;. vo>.l idez orierd.;.dora. de esb. Prueba,, sin 'l•.w 

represente una evidencia experimental directa. 

~::¡ n emba.r·;o, el hecho de encontrar una relacion entre 

l a.s fibrinol isina.s de es L.>. serF·ienfii, 

he mor r ª·"' i ca.s, l a.s f·rote i na.s<>.s 'lr.te de·H·a.d<.r1 i r1h i b i dores de 

P r o t e i ni'. s -'· s ·¡ F· r o t e i n as as " i n e s r- e e i f i e a. s " , h .i. e e t e r.t <.>. d o r .i. 

!~tarea de buscar caracteristicas comunes erlre ellas. 

los datos Presentados resPecta a la 

,'\'.' \ -· 

c0nocimionlc de la 

estructura Primaria de las Prole inasas Presentes en el 

veneno de las serPientes es demas iadv escaso Para Permitir 

cual'luier i!.n ... l is is sei-io sobre el i! .. S:•.mto. 



V. PERSPECTIVAS 

En esta seccion. Prefiero Plantear las Perspectivas en 

forma de pretuntas que Presentarlas en forma de relato. 

El trabaJo descrito en las Patinas anteriores, me 

F·ermite Plantear altunas Pretuntas relacionadas con la 

evolucion de las metaloProteinasas Y su PaPel fisiolotico en 

ortanismos suPeriores. 

? Existen en el veneno de los crotalinos, 

estas metaloProteinasas, tal como los conocemos? 

el •:e.so. cual es el mec<1.nismo de actlvi!.•:ion? 

zimotenos de 

Si este es 

Se ha mostrado ~ue en el veneno existen var i i!.S 

Pro te i ni!.Sc.s diversi!.S <1.o:tividades enzimatic<1.s y 

bioloticas. cual es la relacion estructural entre ellas? 

La.s metaloproteinasas del veneno de serPientes 

evolucionaron hasta los crotalinos. ? La evolucion de estas 

enzimas continuo en or•anismos como los mamiferos.es decir. 

se encuentra enzima similar en Las tlandulas 

salivales de anímales superiores? 

La evolucion de Las proteinasas de serina se conoce con 

cierto deta.l le, s ín embi!.l'to de Los otros ti Pos de 

Proteinasas poco se ha estudiado de dicho Proceso. Existen 

metaloProteinasas intracelulares de ortanos especificas de 

mamiferos.Estas se han involucrado en el Procesamiento de 
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enzimas Y neuroPePtldos. Conbo~ Y cols, 1982 Y Benuck y 

col s. 1982). ? La evolucion de las metaloproteinasas ha 

se•uido una linea comun. 

conver·3ente? 

o es un fenomeno de evolucion 

Para Poder intentar resolver estas Y otras Pre•untas 

similares seria muY ventaJoso Poder emPlear un enfoque 

tecnico mas comPleto. Las metodolo•ias de Purificacion Y de 

quimica de Proteina.s clasicas, al ser il.F·oYa.di>.S F·or enfoq1.1es 

F·roF·ios de la •enetica molecular Y la inmunolo•ia, tal es 

ser i a.n como la clonacion de •enes Y la inmunohistoquimica. 

las herramientas que ProPo~Aft:' 

i rr ter 1· n <J ;..n tes. 



VI. RESUMEN 

En el Presente trabaJo se ha descrito la caracterizacion 

bio~uimica 1eneral del veneno de la serPiente mexicana 

Crotalus molossus ni1rescens 

El veneno tiene una accion Predominantemente enzimatica. 

Y sus dosis letal media es de 47 ui/20 1 de raton. El veneno 

es mci.s soluble il. PH C1.l.1:<1.lir10. ·,·en el se er1•:•.1erd1'M1 

actividades de desoxirribonucleasa. fos fod i es terasil.• 

fosfol iPasa. Proteasa Y BAEE h i drol a.sa. Ademil.S es t ,;.n 

F·resentes a.•:t ivida.des de f i b r i r1 o l i s i na, col a1ena.sa ·1 

coa1uladora de fibrino1eno. 

Se Purificaron a homo1enidad 4 Proteinasas mediante 

Pasos sucesivos de filtracion en SePhadex G-75 a PH 5.5 e 

intercil.mbio ionice a PH 7.6 Y 8.9. A estas Proteinas1s se 

les denominaron Proteinasas 1 a 4, sus pesos moleculares son 

23 480, 22 900, 23 400 Y 21 950,respectivamente, calculados 

Por anal is is de aminoacidos. Los aminoacidos mas abundantes 

son los residuos acidos Y los hidrofobicos. 

Estas enzimas son metaloProteinasas inhibidas Por EDTA Y 

o-fenil.ntrolina .,. la.s F-roteina.sa.s 1, 2.,. 3 tier1en. al mismo 

tiemF·o, actividad de esterasa C contra el sustreato BAEEI. 

La.s constil.ntes de Mir:ht1.elis Para estas tres enzimt1.s, 

determinada con BAEE son 44, 27 Y 40 uM con velocidades 

maximas de 241, 38 Y 74 uM/min, respectivamente. Sus valores 
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de PH oPtimo son. con Azure como sustrato, de 8.9. e.o. 8.7 Y 

7., F-.:i.ra la. 1 a. la 4, res1>ect ivRmente. 

La del extremo a.mino terminal dio 

res1.1l ta.dos <ti.le se pueden •:a.l ificar como F·rel imina.res. PI.les 

estél.ban presentes v.i.r i os a.mi noa.c idos en diferentes 

ProPorciones. Este hecho puede ser Producido Por una 

de'9rada.ci,on <>.utolitica de la.s Proteina.s N1ras, 

almacenadas en con'9elRcion Por 9 meses, 

fer1omeno. 

presentil.ron este 

Al comPil.rél.rse estadisticél.mente con otril.s Proteinas. las 

enzimas mostraron similitud con varias metaloProteinasas 

Presentes en veneno de serpientes, como Proteinasas ctue 

de'9ra.dan inhibidores de F·rote in<>.sa.s, F·roteinc\sas 

inespecificas. fibrino1enasi1.s Y Proteinasas hemorrc\'9icas. 

Las 

independiente 

fibrino·3eno. 

enz i ma.s fibrin<>" 

él. la activacion de Plasmino-geno Y no coa'9ulan 

La Proteinasa 1, a.demas. de1rada colé1.1ena 

~ las dosis ensayadas, nin1una Presento actividad 

hemorra1 i ca. 

r:•,.. ' '- ! l f~ ( (1~1r·,'."=.r· r r~n 

'· 

Presentes en el veneno de ot1'0.; 0:1·cd~.I. in0s. 



ANEXO t 

PROGRAMA e PARAELCALCULO DE SAN/N. 

LIST 

5 REM CALC DE S DE~TA H PARA 4 PROT VS 50 PROT DE 18 AA 
10 DIM A!18 1 4l 1 Bl18,501 1 DE14,50l 
11 DIM SBl50l 
12 D$ = CHR1' (l;.):p·$ = "PRQTEASAS": PRINT IJ$¡ "OPEll"¡P$: PRINT 0$¡ "READ"¡P'li 

: ~OR I = 1 TO 49: POR J = 1 TO 18: INPUT EIJ, Il: NEXT : NEXT : PRINT 
D$"CLOSE" 

15 STOP 
30 FOR I 1 TO 4: FOR J = 1 TO 18: READ A!J,Il: NEXT: NEXT 
35 FOR I 1 TO 4: FOR J = 1 TO 1s:SAII) = SAII) + AIJ,Il: NEXT: NEXT 
40 FOR I 1 TO 49: FCR J 1 TO 18:SBIIl SBIIl + EIJ,Il: NEXT: NEXT 
50 FOR J 1 TO 49: FOR I = 1 TO 4:SUMA =O 
60 FOR t: = ·1 TO 18 
71 Z = AIK,Il - BIK,Jl 
73 SUMA = SUMA + Z t z: NEXT 
74 DI = SAIIl - SEII) 
75 SUMA= ISU:-IA * 0.51 - 0.035 * IDIIIl * DI{Ill + 0.535 * 1 AES <DIIIlll 
76 IF SAIIl > SBIIl THEN i'!A = SAII): GOTO 80 
78 MA = SBIIl 
80 DEII,JI = SUMA / MA 
85 NEXT : NEXT 
93 PRINT : PRIHT "SELECCIONE SALIDA": PRINT : PRINT "111 PANTALLA 12 

) Il':'.'F.ESORA" 
95 INPUT RR: IF RR = 2 THEN 
100 FOR I = 1 TO l!·'f: F?.IHT " 

PRINT "": NEXT 

PR# 1: PRINT 11
" 

": FOR J = 1 TO 4: PRINT DEIJ,Il,: NEXT 

110 
150 
160 
170 
180 

PR# Ó: GOTO '7'3 
DATA 24, 12,19,19, 1,14,9,6 1 12 1 6 1 12,22,9,7 1 8 1 8 1 12,5 
DATA 21;10,17 18,1,12,7 1 5,10,5 1 10,19 1 8,5 1 8 1 7 1 10 1 18 
DATA 24,11 1 20, 0,2,15,9 1 41 10,4,10,21,9,6,6 1 8 1 11 1 11 
DATA 23, 10, 17, o,:, 11, 7, 6, 11, 5, 11, :o, a, 5, 8, 4, 11, 9 

1. 



1 

3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
:?9 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 _.., 
.,;'lf 

38 
39 
40 

, .... .. 

,ANEXO 2 

26 7 14 16 h 8 4 11 6 
33 11 1~.~4~ R 1-0 2 11 5 
.33 ·10 16c.::s 6 r 9 2 11 5 
30 1Ó 14 26~' 1~ 7 8 12 8 
30 8 18 21 7 -- 14 9 4 13 6 
21 9 9 18 6 18 9 24 3 3 
22 11 18 24 7 13 11 11 11 4 
29 17 12 14 16 20 12 10 12 7 
30 !6 19 20 10 30 18 6 19 2 
30 o 12 72 60 48 3 o 6 o 
19 15 16 24 10 16 15 2 11 3 
18 4 8 36 10 12 12 o 20 4 
29 13 :3 :a , 30 16 ~ 1S 1 
31 13 21 17 6 27 15 3 15 1 
32 13 20 17 7 26 15 3 15 1 
26 20 26 14 4 33 11 2 11 2 
29 29 10 4 34 10 2 10 1 
28 18 27 13 4 36 10 2 10 1 
24 18 1º 13 9 30 17 6 18 2 
22 10 ~~ 14 o 25 14 12 17 2 
28 13 37 15 14 33 37 o 30 5 
40 10 10 13 10 22 24 24 8 2 
40 10 10 16 10 ~" 24 24 8 2 
40 10 12 16 10 20 24 8 2 
40 12 12 12 8 18 28 8 2 
46 12 20 14 10 12 16 24 
28 ~~ 14 12 1: 27 :o ~4 
29 1~ !8 19 6 12 11 6 
25 14 16 6 25 29 o 
21 13 :3 13 5 21 23 o 
15 17 • o p. 5 31 24 6 
24 19 :7 12 29 23 4 
24 AO ~~ 19 ~ ~5 17 8 

4 4 
6 3 
15 5 
15 2 
1.~ 1 
1'? 2 
12 4 
I"')~ ,., 

~ I 

23 11 ~3 16 7 26 17 10 2 
30 7 9 1~ 12 16 11 13 a 5 
28 13 14 29 14 21 12 6 16 4 
31 14 lb 23 :::o 1~ 14 17 ,.., 
16 !~ 17 :4 17 :4 13 1~ 20 : 
27 1~ 1ª ~1 16 13 :o 10 4 
32 12 23 29 9 39 20 12 7 
2b 13 1.l 16 •:;· 
2.3 14 l!t ~1. 7 
~=- 1: :?3 :1 8 
'27 •:;> lS' 1·~ 

10 9 8 
·::¡ 

1 ~ 1:: 8 

16 ... 

16 .;, 
10 6 

... !.. ~ ~ .. : 11 5 
13 1: 18 :·~¡ 1:, 3 

24 1: 19 ._ '1 1 
:~ :e ~..., !e 1 

'..4 ., 12 6 

10 = 
:3 1 r· 1 ~ ::r:\ : 11 ..., ., 1.:. 5 

12 19 7 
17 25 7 
18 25 7 

7 
7 
7 

21 14 11 6 
15 21 8 7 
9 9 15 ·::¡ 

8 
8 
8 
9 
6 
3 

8 1:: -;' 11 5 
9 23 9 8 6 
14 17 12 9 5 
3 ·9 1) 3 3 
14 15 9 12 6 
14 20 2 14 6 
e 16 s 3 a 
9 17 5 3 7 
9 17 ·'=' 3 7 

···'\· 

10 12 4 
10 5 
11 5 
8 

7 
7 
9 
9 

4 
15 3 

12 9 o 
17 7 4 

6 
3 

18 3 
5 2 
3 
8 

6 
8 

o 
5 

i2 10 4 
2 15 o 
1 
1 

9 13 2 9 10 2 
11 13 3 10 8 

17 o 
17 o 
15 o 
17 o 
15 o 10 13 3 e¡ 9 

10 1~ 8 4 12 
15 14 10 3 3 
13 15 10 3 6 
8 12 20 8 2 
8 12 20 8 2 
10 10 18 8 2 
12 6 18 8 6 
10 14 16 10 6 
17 13 7 8 4 
10 1'? s 6 9 
11 12 7 6 5 
10 10 4 6 4 
8 10 4 6 1 
5 8 1~ 10 2 
11) 18 11 3 6 
13 15 11 3 5 
17 14 6 6 7 
11 24 10 10 5 
rn 21 7 3 9 
9 20 6 7 7 
12 19 7 10 8 
8 15 11 8 4 
10 17 7 7 8 
9 17 /:. 5 7 
15 12 10 5 7 
12 11 12 7 s 
11 19 G 6 5 
12 22 '1 7 8 
10 1'7' 8 5 8 
10 21 '1 6 6 
11 20 e s a 

2 
3 9 o 
14 2 4 
11 2 3 
14 12 o 
14 12 o 
10 10 6 
8 12 6 
18 8 2 
1 4 4 
10 6 4 
12 3 o 
12 3 2 
2 12 4 
9 1 s 
3 
9 

12 7 
3 5 

10 18 o 
18 17 6 
11 12 6 
11 12 6 
10 3 7 
2 2 7 
19 8 2 
15 6 8 
11 7. 5 
11 9 2 
11 7 14 

12 5 
10 18 
11 11 
11 9 

8 
7 
8 
4 
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