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2 . al . ' ) -
rroteinas  Tue realizadse weloculando el noeficiente e

diferencia = i, wdesarrvolleds ror Cornmish—Bowdens

definido como

S on=i/E dni o~ owio =0, UB% (NA-NE) +0. S35 . NA~NE

dondet 2 o s
ni = EU numero de residuoes del aminoacido ien ta
rroteina A,
ni. = EL numero de residugs del amincacido i en La
Rroteina By

»

» »

Ni = El total de amincecidos de La Froveina M.

NE = El total delamrrocacidos de La rroteine B,

»

e Jdesarrollo ur erodrams Fora caloular el coeficiente

mencianado usendo e microcomeutadora Arrle 11 plus  ( ver
Haradecimienias) v se - Lisia en el arendice [.

la imterrretacion de los calculos se  vealizo de  la

siaiente manera. suwierida ror Lorrish—Bowden () 73]

iLada Fareja de Erotetnas Frobainl emeani e @S TaAn
retacionadas 51 & Vo LW EZ Ne La evidencla no B85 Conolusiva,
1 W42 N sz ns .73 N v o Frobablemente no Lo esten 51 0% 0




£
2!

. T S

H) Determirviacion de Lo secuencia -de aminoacidos.

as FTOtéihaSaS' o1 YOET Tugron o pedusidas ¥

3

;arbox}méii(aﬂas “Eesun Crestfield v cols, (1963). En el

caso e Las rroteimasas 3 v 4s como  alternativa a  le

a > >

alauwilacion zon. .acido. .iodoacelices se emrleo La
E . 3 [ ) >

vintlEiridiltacion con  2=vinileividina - como fue déscrito  rFor

Fossani 7 cols. (19810, Fosteriormerite Las muesiras fueron
diatizadaes - Liafilizadas v almacenadas o =20 0 . La

) EY »

degradacion - secugncial de amivoacidos se vealizo de acuerido
a Edman 7 Reas (1747) ewn un secuenciador marca Beckman Y0 0

(ver Adradecimientos) wtilizando el Fragvrams Fara muesiras
Frotedcas: NUT1ZEY7E (Bedkman )0 Las frdcciones asi obltenidas

B ; )

se didentificacron-en unccpromatosrato-tiawide de alia rFreston
morca Hewlett Fackard modelo 1054 A.

5 Crometogratia del afinidad. -
El inhibidor-de eroteinesas rara-aming benzamidina fue
jrmovilizado a wun soForie de a9avosas a (raves de un  brazo

gskaciador de & atomos de carbono.

[T = T} de‘SEPharosa 4 B (Pharmeciar ey &S0 mi de aduas
se Le a;adlermn Eooeramos  de  Lromuaro cian;ae“u e ok .
manteriendo el rFH  ae  La SUSFEHCI;H a bi.w con MNadH oM.
Estae resina s€ tav; con bicarbonato de sodio wed Ne FH 7000 v
se Le a;adierun Lo 2 e ;axdu SAMINO CaFTOILO, UE:F;&: de a

horas e incabacion & temreraidira amibientes  se¢ lave La

PRESINE Con asua v Lon amoriigdador de Cacediiato Ol it e un

FH de 4.0 Fara Tinalilzar, se anadreron a La mexcle U0 my




0
~

e Feamine: enzamiding - (Zigma). 7 4 El de . Tl=etil=3
{(F-dimetil= "amivierroril) carbodiimide ~HOU o (Si9mad. Esta

> » : s

mezcla 5e incube - foda L& noche, se lavo v eadilibro con un

amortisuddor: TRIS=HIL Oul Moo 0.5 W Nall. pH 8,0,



RESULTADQE

N

A. Cavsacterizacion general del Yensenc.

“ "~

1. Sotubilidad » estabilid

YETIEND.

ZLo ovenean  frazco 2l ser colectado. tiene un asrecto
oral ina: dade rov la Fresencie de ravticulas  en susrencion

Ler wuwals: szon removidas facilmente ror wcenteifusacion. EL

material sedimemtado e estima en un 10 X del reso del verneno

fresco, - AL disolver el wverene liafilizads &5 necezavic

rerenirifogar Le solucion para eliminar una reauere cant idad
de rraciritade rresente., § arrocimadaments 1 % ),

La, rzotubilidad  del vereno fue  eztimada  al medir el

aumento de La absorhencia & &40 nm causzado ror Lo rresencig
de zolides en susepencion. La  sebubilided det VeTiEnG

) Y

dizminure &  valares de rH acides + este wo Liless a
disclverss comrletamente a rH de 5,0 ¢ el alte valeoyv Fyo-

»

bado. La  comcentracion  de  veneno fue Jde 4.2 ma/nl. { Ver
Tisupe ¥ 3 5,

2

Et wenene soluble (T me/ml) fue incubade & 1 valores de

™

rH entre 4.7 v 2.0, & una tempevaturs Jde 4,07 hazta

horas. La actividad sroteglitica ganente  fue aedida  a

diferentes {iemros (vaer  talla # 2 Y. Ze obsevrve aue & laz 19

hevas  havy  oun ligere descenszo de La actividad evoteolitica

evitre el 20 v el 32 M. la dizminucion e5 meés  acentuads

couande el opHoes ds 4.7



La 2usio detel media fue zxtimads ov 47 w3 de veneno

For B0 oavamues Jde raton.

o0 o ‘

0.1

A A 660nm

pH

sbubilidad del wvevens on funcion del rM,

Vewang Uiofilizade fue vesuserendido en amovliisuadores ds

LS

acetate de amonio v de fosfalo de s0dio & Los valovres de e

{ Toncevitracion de veneno = G027 w3 /S ool Hasriyges

indicados

de una horay ze midic La veriacion de absovkerncia &

Oows del oveneno zoloble

Fatovne: invectador con
Fresentan una conducta de inmovilidads ave #25  oruesta a la

creocome 2l

ohgemvadsz  en saimaebler ivoculados con 2irgs ven

aige Fpresentan  una  conducta ezcitada, A La

todo ! contenide de L cavidad sabdomival se

Il




TaBLa ¥ 2
¥
Efscte de la incubarcion del - veneno
4 diferent=s valores d2 pH.
pH
4.7 A, D 7.0 8.0
Tismpo ,
d= ‘incubacion
¥ )
o] 0.04B 0,073 0,072 0.070
#
1 hors 0, 0464 0.072 0.07% 0.069
3 heras 0,038 0. 0866 0., 0&L 0. 064
19 horas 0,045 0,093 .05k 0. 056
% de actividad
28 27 pged 29
perdids (19 hrs)
'
Actividad expresads en  Unidades ds Preoieasa por ug 42 protein

]
renent . fus de 1 .mg

La cencentracion del -
de T sxpesvimentos indspsnrdiznt
¥ ¥
La wariacion okitenida fus d2l ordsn ds
H
sxecEpoionales llege 21 10 % (%)

poc ml,

En dos casos

40

=¥



auncontre con zonas hemorvadices diseminadas.  ademas. estaba

Fresente un Liauido sanzauinolenta.

»

e daxicidad de lag fyacciones cromatesraficas

seran rresentados en La seccion A.4.
Too Actividades enzimaticas del veneno.
Ern el  vereno soluble 52 encontrarvon las siauwientes

actividades: hidrolara de esteves de arsinina. dezoxirri-

16p

12

U.P.{X1073)
o

ug DE VENENO

Fig. 4, Linegaridad del actividad rrofealitica.

Te utilizaron 9 w2 del  sustrato  iosolublae  ASzurves

ul o de

e

ul dz amort fauador) fueran

aditacion constante + cenlbrifugad

YoPo sisnifics Mnidades de Aol



feefodicsleraza; foefobips eroteinazs, Tip

1
e
o
=

embiargao: otvas actividades no fuerow detectadar —u!

haxt 50 micro3vemos de  wveneno., Estaz actividades fueron

o

avetilcol inesterasa, amilasa., hialuronidasas

ribonucleasa v hidvolare de eeteres de tirosina,

e determine el intervalo en  wue erista  una  ro

rhencia v la concentracion de

slizo

Limeal evitre el cambic

Voo enzimaes en le reaccion., Fera gl oensere de  rroteasas.  la
antividad e35 lingal antre o L E luvrer ! !

IC micvrogramos de veneno ror ml

o R code Lo owstor hidvolaya, le actividad es LUineal

entre . OJ20 v T3 UL Bl corresrondientsd  x 0.04 v 5.3

micresramos de veneno solubls,

idad protegtitica  eu

<<

Se midio la derendencia Jde la acti

funmcion del rH en el vapseo de 47 o 2.0, esncontrands LT
masor antivided en 1 vatores celoal ines Mer Tiwuva 45

-

El venena solubleo. macoianes .1

LG

Aueron ivaenbadar con PMEF s o-fevendvolina {1 w5 wM

razrectivamente, concentvacionas Jdiferentes o lax itar
oy v Metodes . diluwides -+ ernzevadaz

actividad Frroteol itica. Los vesultades: co muestran

G

comtinuacion v  eztan exerresados como rorcisnto de actividad

remanente rzzrecte ab control.

Inkibidor Yanana Frace T Fracc I1 Fracoc TIX

————— : 100 100 100 100

m
=
i}
£
~0
Lo
]
—_
o4
[ra}
Na
=

bJ
e
-



o
R3]

3.0r

U.P.

X103

- 0.0 L

(=4

CFig. S, Actividad rrotecliticae del veveno soluble en funcion

del rH. Vengno zoluble ¢ 2 w2} fus er

erotecl itics con  Azurs an

aueoen  La

fisura 4, Los amoviisvaedares

amenioc Fara rH 4.7

TeTh todes & owns comzentia

e Poo= thidades: de Actividad Prateolitica.

3 . Cromatosy v eleciroforesis Freliminares.

El wvewneno zoluble crlicade en  sel de roliacrilamida

SEFaAra  FoOv Lo wmeEnoes. 13 Ccompanentes

a5, Lo numercs .20 Vs v 10 14

barndas fuert

de  mediana intenzi




Fis
Vereno
eleslyroforesi

5 &N

de

soluble

.
[ 2

ow

T

g
f

de o,

zel

| .

N

=

PO

VoA Electreoeforesiy del venono zoluble,

fue szometide o

ol

n
"

[KECINNS F
Fofe= Punto de arl icacion.

EL perfil cromatosvafico obtenido Jdel veneno soluble  en

Tephadex G-75, eluide o temreratura ambiente ¢ muesliva en la
B »

fiaurs . 3 7 . Ew slila tambien ze iwndice La rozicion de

tivi

Fecefiles o

actividades enzima

gncusntran . &n

e actividad

w

da

)

¥ ooardinins srtera

erotain
adiester
fozfoli

deod

Gdivss madida

fracocianes I
de fozfod

dezoxivribaonuciz

4

fcoz.

"

Loz

de Tozfolirasa en Lla fracoien

firavciones

I:

¥ dea Lag

Loz

Fvoia;:;cal Tudas laz
comronentes lefales sz

s¢  encontrc  en

Lo de pirotesass
Il Irr.
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ig. 7 . Cromatoszsrafia ivicial ro

w3 de venerno sobuble (1.4 mb) fueron arlicedos o une

© 5-7T0 en amovitigwador e Tozfatg

columma  de

sodic 2 mM. rH 7.0 8 temperaluve ambiente. (Fludosi

Los tubor colectados (1.4 @) se mezclarvon coma lo  indi

ne s de

lag Lineas hovizontales, 1 indica La ev

Toota e desoxiveibonu

e

R »

emeLlearorn  Azul  de DRestran (A, Atbuwmins Bavine

voalbumina (0450 . Titocoramo oIT

marcadoves de rFeso molecwlars en uno faovivids Frevia,

Las frecoiones I. II v III obtenidsz de Lz cromatosvafis

en  sel de Zerhadex 5-T70. tento lar mencionadas en ls secci

t

B, 5. causaban o auerts  de

A4 como en




mismos dates aue el veneno soluble. Laz fraccicnss IV o+ V.
ar dozif de hasta 400 microsrames Foy 20 aramts. ng Causarcn

alileraciones. observables en  lor animales inoouladoz, Las

fracciones V. -y Vs de bajo rese  moleculars estan
constituidas de rertidos ade 1o son visibles v los sistemas

de electroforesis normales. rero 5i se detectan en sistemas

coemo =2l mareo  de  reptid

Fia., &,
fraccion YV

en NHADH G, 1

glectrafares|

-~
—
T
fa

1y

srlo owon minkidring,




. TABLA _# 7

_COMFOSICION DE AMINOACIDOS DE LOS PEPTINOS
PRESENTES EN LA FRACCION v . o

PEPTING &
1 z 3 4 5
—
asx 2 z 3 5 3
TRE : 2 S 1 1 1
SER b 3 5 3 2
GLX. L 3 4  27 20
PRO N.D. - N.D. 4 7 4
GLT . 13 4 & b 3
ALA' s 1 2 2 1
VA;- LA 0 o ~ L S
HET o g 0 g 0 0
ILE 1 0 St 1 1
LEU 7 o 1 1 1
TIR - 2 1 1 3 z
‘FEN' ' 3 1 3, 1 0
HIg 5 3 b 7 1
LIS 5 1 z 15 10
ARG 5 1 2 9 7
TOTAL o= 24 ) 84 57

Mugstras hidrolizsdas por 20 horas =n HCOL A M o2 210 ,C.

¥
Analizis realizados 4=l mapa d=s peptides mesirado =n la figura 8



LY
b3 ]

N

RIAaUema da la fracoion tecnica,

2

{devtificandose . & pgertidos veveladss rov wnivhidriva, De

» > n

getos & rerptidas, ze determing la comrosicion de amincacides

de 5 ode gllos. estande comruestos e S A =7
rasiduos Jde  amivesacidos. razractivamente { ver tabla 2 ).

Temavde  en cuente  los resultados antes referidos. asi
come La abundavsis de enzimas eroteoliticas en el veneno. se

decidio iniciac la purificacion del vereno en las sisuientes

condiciones: pH T 35, en amovtizsvador de fosfatos T aM. a & O
v . , ,

v ominimizando el tiemro- emrleado ew el eroveso de rurificacion.

B Purificacion de laz Preoteivasas.

1. Seraraciowes cromatoaraficas.
La filtracion en 2sl de Zerhadex G-7% mencionada en  La

» a

seczion: A2 fue modifi: a lagz condicioner mencionadas en
Materialzs v Metoedos. En la fisura #0009 g2 omueztra el
regultads de La cromatos fa de an grang By R

Liefilizade. donds rreleivie. For Lo

vooesteras

L
o
n
H
Ly
™

Mmenes. L&z

erncuentran arociadas a Las bres primevraes

w5, Fievdo

ecte  rerfil cromatografice simitar al obtenido an la seocian

AL se Cav ta wmomeclature do Loz Tracdiones. b
» S s
[-RRt e de Lo wolumve Too ol %7 % en proteina { eor 1.

de Ak oo

Frolealitice en esls

aolivid

Jisteibucios A

La tabla # 4, Eri La fiaura & 7

stectivraofores iz & M 23 en condicione

4]
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F16 9 . (ROMATOGPAFIA DE FILTRACION EN GEL DEL VENTHO SOLIBLE,  Vintwo LloriLizapo € 1 or ) pue DIsuEcTo ex 10w
DE AMORTIAUADAR DE FasFato BE sonlo 10 M, pHS.5. cumuirusano v ArLiCADe A wiA cOLUMNA DE SEPHADEX 6-75 (2.3 x
200 ¢H), MICHA COLUMHA FUE ELUIDA CON EL HISMO AMGRTIGUDOR A UN FLUJG NE 25 ML/WR, LOS TUHDS SE METCLARON COMO 1O
INNICAN LAS LINEAS HORIZONTALES PARA DAR LAS fRACCIONES | A M, En EL INSERTO SE MULSTRAN ELECTROFORESIS DE LAS
eracciones T, Thy JEE € 40 p6) £n L s15TEMA DE -Jovin v coLs(1964) Coko SE PUESTRA EN LA FIGURA 6,

I

v »

1000

Las fracoiomes II 7 III
corvsszrondienles oL 2005 o 2. N

de. Ahsarbencia:  fueron somel fdas

inte ? &

Laz L de O s 0,25 M de
MNaZl, En laz figuras # 10 v 11 s& muegtren o3 vesultados  de
;sfas.« corresrondiendo & Laz v T oy 117, En Le

fiaure 8 se observe aue el s vE
2 osubfyra g devigminadas 1.3, 17,3
I1.% rves ctividad Fraf&cl?tica. La  fiszurs

st T oorubfracciores.  eztanda La

Unipanes oe Act. Protectitica, (o—s)
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Fi6, 10, CROMAYOGRAFIA DE INTERCAMBIO 1ONICO DE LA FRACCION JI. 200 u. be Assormencia ( u.A,) DE LA FRACCION
. 1t pe =75 FUERON APLICADOS A UNA cotumna DE DEAE-cetutosa { 0.9 x 30 cs ) EQuiLIBRADA cON AMORTIGUADOR TRIS- HCY
[ 20 M, H 7.6, NICHA COLUMNA FUE ELUIDA CON UN GRADIENTE SALINO LINEAL { 250 ML DE AMORTIGUADOR + 250 ML pE WALl en
Vo 0,25 €N AMORTIGUADOR ) A 40 ML/ HORA DE FLUJO. LAS SUBFRACCIONES FULRON MLICLADAS DE ACUERDO A LAS BAPRAS HCRI =
20nTALES,  U.P. SIGNIFTCA UNIDADES DE PROTEINASA,

lane LT

30
- /
E
[
= 0
<‘“ -
0.2
10} 'i"
-10.1 s
6 N
y || B
o
=
0.0 . I 0.0
o . 100 20 300 400 '
’ _ ml. : q :
E1g, 11, CROMATORRAF1A DE INTERCAMBIO 10Kico DE LA FRaccion lII, La reaccton 111 pe G-75 ( 150 U, A,)} Fueron

APLICADOS A UNA COLUMNA DE DEAE-CELULOSA { 0.9x30 i )} EQUILIBRADA CON AMRTIGUATOR TRIS-HC1 20 1%, pH 7.6, Dicha co-
_LUMNA FUE ELUIDA COR UN GRADIENTE SALINO LINEAL ( MISMAS CONDICIOMES QUE €N-LA FIGURA 10 ). LAS SUBFRACCIONIS FUERON
MEZCLADAS DE ACUERDO A LAS LINEAS HORIZONTALES, U.P, SIGNIFICA UNIDADES DE ACTIVIDAD PROTEINASA.
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actividad rreteslitica asoniada a ba

La recureracion de la cromatoevafia de la fraccion IT

(Fig 10) fue del 24 % en rrateina ¢ WAL 220 nmi

v odel 11 0%
a2n aotividad eroctepliticar La recuparacion Jde La fraccion

111 (Fiag 11) fue del

Nown rroteina (WA, amdoor el

L1 en actividad rroteclitico. Tomando  en ouepnta La
rerdida de actividad srateol itica desrues e La

cromatoaralfia  en de o La fraccion Y1, sole ze

Frocezo La

.
.

e I € @

. ; | -
IIRBRIIRE’ SNLL3 NLLA. HLLS lLLE i
— R - _ | =]
! 492 5
: -

<

AcT, PROTEOLITICA,

P
(>—")

UNIDADES DE

N ‘ - "
1 A\ 101%:
. o P
: = Y .
) : ‘
of Aar ~ ' 1 |
v =7 . h N A
1 200 30
ml .
F1a, 12, CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO ToMICO DE LA Fraccron 111, 1, La rraccton 1111 (80 ULA)) ruE arLicaoa

A URA COLUWnA DE DEAE-cELULOSA ( 0.9 x 30 cM ) EOUILIBRADA EN AMORTIGUADOR TRIS-HCY 20 M. PH 8.8 v ELyIDA €4 LN GRA-
DIENTE SALINO LINEAL DE O A 0,25 M pe N C1. 400 w. TOYALES A UN FLuso DE 30 ML/kR. EN EL INSERTO SE MUESTRAN ELECTRO-

EORESIS DE LAS FRACCIONES. MEZCLADAS DE ACUERDO A LAS LINEAS HOR[ZONTALES,EN EL MISMO SISTEMA Y CON LA NOMECLATURA DE
LA FISURA B,
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actividad rsyoteslitice vecurerads . Tusron dializadas G

A cromatoyvafic en DE Lulogsa & rH 207, K

sometidaz

cuandoe sl ol etimo de L origines rresentes se
appcuentrs  cercane ¢ ocrote La weies  condicioan

loaro serarar  zaltizfactoriamente Las prataines.

i

Los rerfiles oromatosraficos se muestivran 20 las fizuras
12 » 140 M ecezumern del essavems de purifigacion se  muesire

en La tabla ¥ 4

Las fraccicenes III.1.4, IIT.1.4. TII.Z.2 » IYI.?.2

fosror  #ro:

daz  dndsrendientemente. s
cromatoaraticos; Lag Froteinas : an forma

homogenes come e deszavibiva an

fones iba mernoion Tuerosy divididas en 2
feRETID, aue consistio de 2 ome de rroteineg fue
> *
wsade rere  la  delerminacion de  Fuvezss  comrnzicion de
v froriedades  enzimelices » hiolosicas, Etl

sedgwnde fue emrleado pava La delerminacion de La recuencia de
amingacidos. Ezte wltime, sory su maror volumen +  cantidad

o s

fue sometido 2 una manirulacion mas  extenss. ssto es,

dializo exhuaztivamenisz 2 liafilizo.

by

2 . Eriterios de rurez

a

La rurs L4 TIT. 1.5 TI3.3.2 w

111.9.2 frs demostrada v Las tres condiciones

mervzionadas  an Materiales ¥ Motados,

sola banda en todos lez zurerimentos.  <omo
ie ern Loz ingfertor de laz  fisuray 12 & 15, Fara
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KL d L ~- 000 00
] 50 100 150 200 30
ml, .
Fic 13,  CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO Icnico DE LA Fraccrow [T1.3. La rraccron 1113 ( 5'.‘7 U.A.? FUE CROMATO
(PAEIADA EN CONDICIONES SIMILARES A LAS DE LA FIGURA 13, EXCEPTO QUE EL GRADIEWTE FUE DE D A 0,151 pE Ll Ex e
[NSERTD SE MIESTRA EL PATRON CLECTROFOPETICO DE LAS DiFERENTES REGIONES DEL CROMATUGRAMA  APROXIMADAMENTE 70 pG DE
PROTEINA POR CARRIL), DE ACUERDO A LAS CONDICIGIES SEMALADAS EN LA FIGURA 6.
: ' ——
e P A=) wm—
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11.0
- 10 _
- 05 ,i,
£ a
by >
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<
0.0 = 100 Jdoo
0 100 200 300
. ml,
€16, 14, (ROMATOSRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO DE LA FRaccion [1,9, LA rraccion 111.9 € 30 U, A.) rFue cromaTo-

GOAFIADA EN CONDICIONES SIMILARES A LAS DE LA FIGURA 13, EXCEPTO QUE EL GRADIENTE FUE DE 0 A 0.27 M pe Nill. En gt
INSERTO SE MUESTPA EL PATRON ELECTROFORETICO DE 2 SUBFRACCIONES DEL CROMATOGRAMA ( APROXIMADAMENTE 50 ¥ 70 G D& pro~
TEINA ), DE ACUERNO A LAS CONDICIONES SEMALADAS EN LA FIGURA 6.




FRACCION

VENENO SOLUBLE
SEPHADEX G-75
SEPHADEX G-75

SEPHADEX G-75

DEAE-C
DERE~C
DERE-C
DEAE~C
DEAE-C
DERE-C
DEAE-C

(pH 7.6)
(pH 7.6)
(pH 7.6)
(pH 8.9)
(pH 8.9)
(pH 8.9
(pH 8.9)

I

II

IiT
III.t
I1X.3
II11.9
I1I.1.4
III.1.6
IIr.3.2
I11.9.2

RESUMEN DE PURIFICACION DE LAS PROTEINASAS

PROTEINA
(U.A.280nm)

1087.0

312.0
226.0
322.0
81.9
5.9
311
18.0
18.7
4.2
13.4

TABLA #

PROTEINA

( %)

100.0
28.7
20.8
29.6

7.5
0.5
2.9
1.7
1.7
0.4
1.2

4

ACTIVIDAD
{ en U.P.)

240.7
70.0
106.3
99.0
43.0
2.3
5,7
10.7
8.1
1.7
3.3

ACTIVIDAD

ESPECIFICA
(U.P./Azg0)

0.221
0.224

0.470

0.307
0.525
0.393
0.184
0.595
0.435
0.410
0.249

PROPORCION
DE PURIFICACION

1.0
1.0
2.1
1.4
2.4
1.8
0.8
2.7
2,0
1.9
1.1
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arlicaren alvededer de 73 we de vads rroteive o rFara Las
electroforesis won S0 sge  whilizaron. por Lo mevos. 40 we de
cade una, Tomende en  cuenta la sensibilided del metode (0.5

ud). e rosible  afivmar aude cada +robteinass corresronde. ror

lg menogs: al TEoow 7 N de La proleing Fresenle ern ta
sobucion.

Como - sriferic de rureza adicional. se mecoclaron sole

los tubos de lasz rerfiles cromatosvefivos cuva aotltivided
cyresifica snle.
he devcer criterio fue by

’
Tl b " AV antizuero Fold

Comerciat. Este cirerimentie  revele une srola Lives de

FreciFpitacion conm cada fFroteinasa  {ver Tisura 21, B la

seccion Eod o oze rresentaran otros datos derivados de asste

sxFevr imento.

En basze a tos vrerubltbadoz antes mEnciovnados.

fraceoiomes ITI:1.45 IIT. 1.4 TIILEZ ¥ I1].%.2 g

zonsidevaran  homosensazr v ze Jdaromi

:

o4y reserctivamends,

a

B )

. Comrasicion de las Frolaines

.

 Digtermivecion de rFresos moleculares,

[

EUopeze moleoular de las rroteinaesas 1, 20 2

determinade rFor slactrofovesiz en roliacrilamd

e kEResemncis O slsencia —mevoartoetenot

valores de I3
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Gel de roliaorilamida e Fresevncis e b
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Loy - s ot

aslicaron mavcadores

zinogena ¥

bovina: suimotyi

v

2 o Domrosician de aminoacidos.

Lasg eroteivasas &n shlucion fderon sometidaz a

R R
Widrolisis acidas determirar T someesician

U Metadery., Los rezuliador oo

aminoacidos (veyr Malaeri

resumidos en  Las T oox la B0 s muestra dae
avigimg (e O Tiolizt tresubtados oo
Fraozentados)  Faras el zl amartiauadeor TRIZ~HIL

sron de hiztiding.

. a

Fvagente ade interfenia en la

Los resos moteculeres caloutadosz 2n baze a la  comeo-

2

zicion de amincacidos fara las eroteinesas L. 2. 3 v 4 Fon
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TAELA # 4 COMFOSICION DE ANINOACIDOS DE La FROTEINASA # 1

¥
Tiempo e Hidrolisi L ) I .
O e e 4 . £

31

nmoles Biogel O h 48h 7<h 20h Z2Zh Enterao
ASY ) Zh, 7T 2347 2394 4,35 24
TRE 4070 1r.87 10,50 40,78 16,548  10.84 1z
SER 7.83 13,79 17,44 15,328 14,32 21,07 19-20
GLX 5. 18 0L AN 18,30 18,29 19.7%  Z06.48B iy

o
=
[»}
o
-
[e]
3]
o)
o

|

o
fy
~J
o

=

B
~J

1S

GLI .03 15,28 13,40 13,82 14, 08 15.38 14
ALA 3,556 9.00 .06 7,00 5.00  9.00 7.4 7
c1s b 233 &
vaL 4,20 10,62 10,01 10,74  11.47 10,28 12
MET 2.4 07 .52 3.;.1'—1 1.481 &
ILE 3. 74 P46 TRE 10.91 11,44 7.4%  9.29 17
LEU Cmoa4 2309 71,32 21047 27,05 21,98 22,00 22
TIR -~ 3.74 7.51 8.98 8,78 9.15 .03 9
FEN z.81 7.0 5,31 . bA 7.03 k.21 7
HIS 3. 34 o 8
L1g 3.04 7,48 8,37  8.5%  1Z.Z1 7.44 B

a
=]
@
4}
S
=Y
o
[
[ d
-0
-
2
]
%]
ra
foed
=
[
N
o
3
e
ry
o
]
.
3
1
s
53]

a,~ Ejsmplc de los valores obtenidos directamsnis del
analizador.
h.~- Muestra purificada sn Dicgzl F-30 (hidrolizada 20 hrs).

z.~- Musstra hidrclizada con at mercazptostanssulfonico para de-
4 i
beyrmid

¥
£, ~ Valor snters mas cercanc obtsoide tomande ALA como Y.
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TABLA # S CONPOSICION DE AMINGACIDOS DE L4 PROTEINASA # 2

a B c 4 s :

nmcles Bica=l Z20h 7Zh Li¢h Ioh 0 ZEh Enterao

ASY 10,75 zio60 21.00 21.a0 - - 21
TRE 4,83 , 43 3.7z 8.8%  8.7%  7.63 8.71 10
SER 8,24 14,10 TECZT O L2.47  14.25  16.82 16.56 17
GLX 727 18,40 17.43 1&.70 146,83  48.27 17.77 18
PRO 0.5% 1,86 - - - 0,77 T.60 1
GLI 5,40 12,50  14.55  11.42 12,19 12.00 - 12
&LA 3.53 B.70 678 5 BL  5.Fh b.AT B.43 7
cis 4,51 4-5
VAL 5,32 10,40 5,25 7,55 10.07  §.73 7.85 10
MET 7,68 =, 74 B, 44 3.41 7.4 5
ILE 4,85 7. 48 8.6% .32 9.6%  Si55 - 2.00 10
LEU 10,58 20,65  18.43  18.58 17,16 18.55 18.76 19
TIR 4,38 8. 55 ToT0 7,47 7071 8.00 8
FEN 2,87 =, 51 5.18 4,88  4.B8% 5
HIS 4,28 B. 34 8
118 T34 £, 53 74T .51  S5.78 h.4Z 7
ARG 4,94 F.65 3.70 85.57  8.37  7.64 10
TRP 18. 09 18
fDTAL- - ‘ 191

&, - Ejemplc de los valor
analizador.
b, - Musztras purificadz en Diogel P-20 (hidrolizadz 20 hrs).

irectameinte del

f
e
m
w
Q
v
ck
fid
]
Fae
@
e}
n
[u®
o)

co- Promsdio dz dos experimentss independisntes.

t
d.- Musstra cxidada con acide performico.

&, - Muestra hidrolizada con acido mercapteostanzsulfonice
para dstsrminar trintofanc.

f,,



GLI
ALA
CIs
VAL
MET

ILE~

o
I~ > o + L]
4x -4 ) 4] [ra ~J
=] 93} ~J = [t} o

i
o
0

Ejsmple
analiza
Muestra

0
@]
=
g
[
o3
—
)

d
a

&

B < ) d e f
Bicgel Z0h TZh 140h ZGh 2%h 7 Entero
Z1, 00 21,00 21. 00 - - 2%

F.43 7,72 6. 8.7 F.463  8.91 10

16,10 16,27 17.47 17
18,10 17,43 16,706 '14.83  18.27 17.77 18
1.84 - = - 0.77 Z.460 1
.80 11,55 11.42 42,19 1Z.00 0 - 17
&.50 5£.94 &.81 L.7h L.&9 B.43 7
4,5%¢ 4-5
10,40 7,25 F.85 10.07 9.7% 7.85 10
5, 74 2, 44 3,41 .71 5
.48 5,467 .32% 7.67  E.855 9.00 10
20, kb 18, 4B 18.58  17.146 1E8.55 1B.76 19
3.5% 7.90 7047 7.71 8.00 B
5,51 5.18 4,58 4. 89 5
83.734 8
£.53 7,19 S 5.78 b.42 7
7, hS 8.70 8.57 8.37 7. bl 10
18. 909 18
194

= oz valorss obizanidos dirsctamsnis del

acidc

tomando ASY

zZ0 hrs).,

thidrelizads

mercaptoztanssulionice

como 1.
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TAELA # 7 CONPOSICION DE AMINOACIDOS DE LA FROTEIN&SA # 4

i
=g
n
=Y

= e
nmolss Bicgel 20h 48h TN Z0h ZZh

Entero :

ASY 11,02 3,00 23.00 23,00 23,00 - 23

TRE 4,728 8., %% 7. 8% .84 FLE2 o Bibb 8. %0 10

ER 8.08 14.88 15.75 14.47 13,13 17

GLX .39 172,460 0,48 0,05 200400 Z0.000 Z0.00 0

RO - 1.71 Z.17 Z2.54 4.70 Z

GLT 5.63 11.75 10,44 10.94 1e.b6s 11,77 11

A

C

La 3.33 b, 73 A.78 5.83 b, 81 b.54

o
-
ra
~

158 . o T 5,48 ’ b

VAL 4,14 8.45 ERes 10.%8 10,72 8.2z 7.84 11

MET 2,18 LI X 4, 44 2.329 4,84 b.16 5
ILE 4,04 8.47 Y. 48 16080 3L.1% ‘ 10.279 11
LEY T b7 20,245 15,54 17.83  Z0.%0 - 18.%8 Z0
TIR 72 £.0% TR0 753 Tohl 7.18 g
FEN O 4,44 .38 F.o44 3,47 S. 47 =)
HIE 3.98 8.322 8
LIS 1.86 3,48 3.29 .59 3,70 3.22 4
ARG R 1,0z in.Bo  11.Z5 11,48 10,12 11

2.~ Ejsmple 3= lags
analizador.

b.- Muzstrs purificads 2n Bicgsl FP-70 (hidrolizada 20 hrs).
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TE 4RO, 22 900, ds 2T 2EG & ZT S00 v 31 950: vesrectivaments.o

"

Las cabsovbencisas de una solucion al 1 % a 220 wm de  las

Froteimasas 1. Z.00 T oy 4 zen de 15.7. 127 5 14.ID v 1405,
rErge s .
J A
Le womrozicion de aminpacidos: de LA T

ernn La SEI:IUH . 3 odde la

trateds  con mavor  ampEl 1

]

Dizcusion.

Exl

- - K N

o Desvadasion de Edman.

Liafibtivadas (100 & 2850 nmoles) fueron

a varios

veductdas v carborimeliladasr o rividila

cion sutometice de Edmarn O ver Mateviales o

siclos de

Meiqus.

Fara La evoteinasa 1. el primer ciclo covresrondiente

Al arctramo amine terminals

G4 Tome

fdentific
auv. cuando eztaban eregenter olver amivoeacides coamo  valinas

acido  alutamico. Llisive » Leuwcina., Bl resunde cicle no sudo

debiide 2 la rresencia

con o

sev identifics

lewcine en canlidade:s eauivaleris: ademas e ert

v "

presentar  acido alutamice » Preoviinas. Loy ter clar o

ciclos  ge  encondlravon en la mizma situwacion ane el seaundos

s p *

e &l tercero se encontre valiva v avide  =lulamice.  ademeasz

e Lewsivme v une menor cantidead dJe acido asravtico. En el

soida alutamico v walinas

o
f
%
——
=3
o
iy
o

1“ﬂt81na:u 1% ASN - VAL /LED - VALsELL - SLUsVeL - - - -
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Lo proteinasa 2 fue rometida a 10 ciclos de. deara - ion

sutomatica. Tome  zitremo  aming terminal frue identificado

lencinas con la rregsencia de tircesivae, meltianine v valina.

Ev el

aunde ciclao ze obtuve valinae como el

Brs

crasencia de lauciva v fenilalanine 0

,,_
i
-

abbndant e, con

isoleucine ©w tigina., En el terceros leucing K2 COmo

contaminantes fenitalavninma o igsolencina o Lizsina, alanina v
Pivosinse, Bl cuarte. Lewcineg v contaminacion de alicine,
fenilalaninag o isaleusive o Ligivne v cacido asge

auintos valina v ademass leucinas fenil

Tiwn, EL

Lanine o isoledcing

Evoslo zodie s rredominse alzun

corresrondiente, Los ciclos sarltimo ke fumean

identificados womo  lewzine:  covn contaminacion de valing.

azido aszsrartico » stutlamineg. Los ciclozr noveno v decimo i1

(=]

Fudieron ser idenmtificados.

Frof. 2 ¢ LEU- VAL LEU- LEU- VAL~ ¥ - LEU- LEU- = -

T La protainasa 3 e oraalizaven & ciclos o de

degradacion, el erimero fue (dantificade como metionina: con

lewcina voooacido atutamicoy el seaundas valine 7 ademass

acido  zlutamico v fenilalanive o isoleucinae o Lizinar el

lereera, fermitalanineg o digelewzinag o LUigi jurte con
. P .
Livia- - ooido aspartice v tveoninal  of

aspartico v ademaszs fenilalnina o

g ligine

vabinal el awinte. alicine o slatami

artivco v owval ina,
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Froteinase 3t MET - VAL ~ FEN o ILE o LIZ - ASF - BLIJELN - -

\
4, Cemeraracion con otraer rrofeinas,

Evp bage 2 la defivicion de = e oFe ohiuvieron los

valeres de ezte cexficiente rave 44 profoinas relacionadas v

P

no o relaciownadas  on s tuatroe eroteinases aisladas, thie

Liste de Log valerss cstoulado: e 2 n/N e rresenta en la
tabila # 7 (Var ziguiente roasinad. Em ls secoion de Dizcusion

s tratars este eunde son pmas detsalle.

Doy Froviedade: prnoimetices de Las Proteinazas)

[y

angaradoz,

rooproteivar purificadaz fuevon z

sidas ror Fd

de Ridrolizar el suzsivato Azurve. identificsnds  wna

,_
o
"
(=%
Y
jurl

» s

autividad rerotectitics  ineszeecilTica, LY embar2o; La

I

EFrofteinasas i z v 3 F0m N N de hidratizar

ttareamente el suzltrato BAEE. Los resultados con’ otros

Iimu

. s 3

sustrators esprecificoes como fibrina, colagerna v rlasminoggenc

zovan prefsev tacdoy s sl fwl i B oG o0
. e
2 . Conztantes: cinsticaz.

RV cooiahsalia o welocidad

maxima { Yer fizuvse § 14)s para las proteinesss 1, 29 3 a2 un

rH o de 2.0, Loz resuliades ze rresentan en to falble # 10,0

i

Froteinass om0 oual: Vomax {0 uh)

i G40 R P
z Z7.4 TELE

0]
]
0

~4

Y
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b4

TahTa" T#7S CHRUCULD DE 2 Delta H/B
Frotzine HeHatriz Prot. 1l Prot.2 Prot.3 Prot.4
C.atrox b 1 0. 28 0. 67 C0, 3% 0.31

C.atrox o z 0,54 .15 0,464 0.58

C.atrox 3 3 0,51 L.24 G.72 Oub2
C.atrex = 4 0. 84 1.38 1.0 - (.87

C.adamznt (P 1)

o
~g
|
=
=

04 ST o 0247

C.adamant (P II} - 0,30 1,03 0,55 0,38
C. adamant Criass 37 1,7% T, 44 1,84 1. 853

~ :
e VL Wk

e

(virtx)y 7 118 Lis 111 112

A.rhod (Anerod) 28 1,232 Z, 04 i 1.3% 1.37
A.p.lsuc (P.Aa) T8 0,37 672 S 0.48
d.acut (21fz F) 43 0,37 0078 Gk 0. 43

T.gram (alfa F) 41 0,87 . L.43 1.L4 1.04

T.gram (besta ¥) 44 1.1 1.6k L.14 1. 14

T.mucr (alfa F) 4% 0,462 0.74 .61 0.357
T.mucry (beta F) 45 1.82 1.4k 1,23 1.47
Ciscut (Tex) A 4.1 3.8 3.9 3.z

Tripsins (bhowv) zu 1.87 Z.47 1.77 2.0
Tripsina tacog) 7 1.78 .87 . N 2.02
Elastasa {perc) 373 1.4k 2.08 1.47 1. ks
Elastasa (alzs) 34 1.81 7. 45 1.73 2011
Calicr f=alivw! 10 4.5 4.3 .4 3.8

Trombing {(boauv) Ik 1,31 oL 04 1.3 1.463
Plasmins (hum) 38 1.852 2,01 1.3 1.564

Colagez{lca 1} z7 Z.RE .85 3.0 3.0



No.

4
8]

N3
P ]

44

=]
5
[a]

2> 1
-
o

o
=
3

ok

B

o+

i

o
]

TABL

F‘Cr.Nerv {gamsz)
Pro-CPD A

Pept d= activ.z8
P II a2 (Bombix?}
P II b (Bombix}
P IT ¢ {(Bombix}
P III a (Dembix}
P ITI b (Bombkix)
P IIl « (Pombix!
Coconasa
Subtilizina BPMN

Asperqgilopept b

v

Aépergilopepﬁ c

Pr alfs (Myxcbsz!

Pr alc (Arthreob)

Fogsfelip &4 (cobra)

Fosfolip &4 " "

Tl
M2

cefclip

"3
I

csfolip

3
«
i
t+h
o

inasa 1
inzsz Z
inasa 3
inzasa 4

NoMatriz

;lip A lporc)

NO. 7 (CONTII

12 2.48
13 7,43
14 1,21

17 2,68

18 Z. 148

19 A

24 5.4
7 .18
30 .70
31 Zo4tk

2z Z.47
23 3. 44
T4 3.0
25 3.52
nt 2,15
G0
.28
0,148

1.5

=

[#]

Prot.3

2
~d
3

jas]
~4

.36

[
HS
ol

[y
[
~1

I
-

)
o

J
~J
i

38 ]
.

=N
1

ey
~3
aX]

n
B
I

3,15
0,732

3.0

0.13

I

[

o
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Fig. [ Zurk de Lag
I, sl BOAEE - disuelio  en
metancgl (52 an TRIS-HCL D00 M oo el 3,0, Lar enzimaz fuaron

diluidasz

T . 0rtimg de rH.
2 3
Corocet zsustrato Azdre ze determine el FH ortime  de 3
aulividad Frao ! fiaurs % 17 ) encontrandose Lo
valores de 20%, 2.0 2.7 v 7.2 o wava laz erateinesas 1. 2o

4 rasreslivamente.

»
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i
00 '} A i J 00 L ) L )
7 (] 9 10 7 8 9 10
- pH pH
“ .
- :
pry
RoRn 13 151 i
n_: i
=1
Q .
50p 50t
(&1 25F
0.0 - L L ] X i " L )
” 7 8 9 10 00 7 8 9 10
pH pH
Fia 17, Devernitiacion DE PH OPTIMO DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA,
EL SUSTRATO AZURE FUE INGUBADO COM LAS ENZIMAS A LOS VALORES DE
i PH INDICADOS, EMPLEANDO AMORTIGUADORES TRIS-HC1 0,171,
1+ PROTEINASA 1 2t PROTEINASA 2
3 1 PROTEINASA 3 4 1 PROTEINASA B
3 . Aoz,
steze de proteinasas a La cual eper-—
tenecen Lag enzimas adzladas se midic b i
srateptitica Vidios en sresencie Jde inhibidoress de
erpteinasas, Loz resultador s muesteanm en Lla tabla # 11, Te
chzerva FUE Vi doz  setividade: frezentan difarenle
sensibilidad  « ciertos irhibidoves: auvosae L o ian
dafiy i agentes  quclantas perni te

come metaloprateaszar,




Inhibidor
Azure
Control 100
Inhibidor de tripsina
de frijol de soya 179

Ac.f~-aminocaproico 63
p-amino benzamidina 63
Fenil metil sulfonil
Vfluoruro 7
N-etil maleimida 83
Ac.Iodoacético 74
L-cisteina 52
"EDTA 3
0-fenantrolina . 3

Proteinasa # 1
BAEE

100

87

76

93

54

94

95

TABLA

Proteinasa # 2

Azure

100

120

87

84

85

92

96

82

11

BAEE

100

100

65

81

30

95

88

37

Proteinasa # 3

Azure

100

121
105
103
110

128
106

73

EFECTO DE INHIBIDORES SOBRE LAS PROTEASAS

BAEE

100

81

52

81

19

79

55

79

70

Proteinasa # 4

Azure

100

109

105

103

29
98

87
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E . Froriedades Biologicas de Laz &

enzimalicar en el

La rresericia e alwunmas activids

veneno tiene imrortavozia bielosi BE S sobiye
suslvatos sue  ercuentran . en  ovsenizmor  due  Fan yviclimas
rotenciales e esta serrientfe. Para la identificacion da

abaunar  de egstas actividades enzimalicas esrecificas  se

wtilizaron loes susilratos fibvinogsene o fitrine inmovilizados

dJesovibic sr Meteviales v

gn o wna matriz do crooliie S

vnes Eroteins ivsoluble v o es

intensamente rFov nedre de amido.  Fin

embarse. «l sev ssming woolras proleinasea:

x s

artivided Tibripnolitice: da eroduwstos de desvadacicon i€

i
o

tos ltavados a aue

solubilican v son f nados For

se  cfomete el 35 LONAS

en . oaue  hiukbao tica rueds

sactivacion de unw precuvzor de Lz rlasmine ol rlasminosenos
erezents en la fibrina comercial, Fara diferenciar entre  uno

asminocaeno

v oiro FIrooRss ubitize fibwvina s3in ¢

covntaminante

e
[
i

#l fibinoverno smbebido &n avarosa

For atr

0

soluble i facilmenta aluido de La matriz., AL ser

Falimeriz;: For la trombive o al3une encime con actividad
similar as 56 wconvierte  an fibripa inzoluble. Este
rroducte zrarece  come oun halo obzoueo al ser tewideo el sel



sivededor de Log rozes eveosue o se coloos une enzima con ests

o

i

sutividad (Filaura 1930

Tien de  fibrins

Evila Tisure # 1201 e mueszters La dis

de

comeraial enzimas v aldumasr fracoions

Farvafo anterior. se ohrerva due

acuerdo &

el veneno o zoluble:  las fraveiopes 1. 0TI, TII1 v Las
Froteinases Furas ividad fibrinelitice.
O A T Pl

Ew 18,2 ze muestva L digestion de fibrina

purificada.  gin rlasmivgsene contaminaevnte.  ror Las mismas

mueztvras age en el ivciss anleri Tadas Las fracciones aue

fueron ca z ode  degvadadt Tibreimz, e Widrolizan zin la

absoluts  depwndancia de elasminosene,

» 0

v ode Fibeinsseno.

-

2o Coasul

Ev ta figure # 1% se muestra La actividid coaaulante  de

fibtrinogens dz2 Laz
Ev o la frécuoion 7T i L e i e E a0 Avamb s

i didad  fibrirol ibica  a:

[

[P B, -
abtundenite aue o

Y
——
2

,.‘
e

o Este heche heoe suse noe se desoarie
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Toir ermercial (con plasminGacuol en agarosa al 18,ph 7.4,
niosedublo, alqunng fracefones y lay 4 proteinasas fucron incu-
i3 aur 24 horas y teiifdas eon Neqgro de antdo.

I: Menene nuluble 10 ug 7: Protefnasa 2 2.5 ug

2 Fraccien [,luba 7' " R: Proteinasa 3 "

3: Fracodion I,tubo 14 " 9: Troteinasa 1 o

1t Praction I} . "o 10: Activador de Plasminégeno, 1 ug
3 Fr

zion TIT " 11: Coagulante de Fibrin6geno, "
B Mtoteirana i 2.5 uy 123 Activador de Plasminogeno.,

Gel de Cihrina purificada {sin plasmindueno) on adavosa 13, pit 7.4
kL venena soluble, algqunan fraccionos y 1as 4 proteinasar {ueron in-

cubadas por 24 horas y tefiidas con Wegro de Amido.

1:
2:
3
41
51
63

Venceno soluble

Fraccidn I, tubo 7.7
Fraceidn I, tubo 14

FraceiGn IT
Fraccitn IIT
Proteinnsa |

10 ug

-.

ug

7: Proteinysa 2 2.5 ua
8: Proteln, 3 "
9: Proteinasay d "

10: Activadsr de. PlasninCie
11; Cozxqgualantn de Fibrinly

121 hezivador de Plassipdgenn
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Gel de fibrinbgeno comercial (con plasminfSgeno)} en agarosa 1 %,pH 7.4.
El veneno soluble, algunas fracciones.y las 4 proteinasas fueron incu-

badas por 24 horas y tefidas con Negro de Amido.

1: Veneno soluble 10 ug 7: Proteinasa 2 2.5 ug
2: Fracci6én I, tubo 7 " 8: Proteinasa 3 oo
3: Fraccidn I, tubo 14 " 9: Proteinasa 4 o
4: Pracci6n II w7 103 Activador de PlasminSgeno
5: Fraccidn IIT - " 11: Coagulante de Fibrin6geno

6: Proteinasa 1 2.5 ug 12: Activador de Plasminfgeno
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Plever activided fibrivalitics {

rigndo Vivadoves

vided coasulentzs de filbvrinoagnc.

Ze  erobo La  caracidad de. lag  snzimas rarva desradar

colasena nativa., En la fiaura # 70 sg  observa =ug  zolo Lla

de despadar. comrletamente La

gt
=z
[

rroteinags

calasegre. mientras aue Llas otraz 3 wo la  atacar mavormentas

i ore comeavan con Los controles. Le o-Tepnevtiroline  inhibe
La zotividad de colagenssa de Lo praoteinass # 1 {0 vesultados

no Fresentados

i

T, Actividad hemoarvagics,

iea antividad hemoryasi

fue rneszative  en dosiz de hasta B we administvados sor via

intradermica o ratones, Comp epunto de vafevensia

hemorrasicas medias  de alsunos  wvenenos de

S04 e 1. us (Ohziloas

»

& Trmunod i fus o,

s 0

Te oveslizo upa dvmunodifosion Jde Lay 4 rroteinasas
covbra un antisuero  polivatente  apnti-wirerinoe comercial

figure 3 21 3 sala g

Los vesullados se musstoan &

Fresente une Linea de ion con o cada eproteinssa. B




~Fig. 20

| . n T ey PR T | .

R I Rt : Voo by o
A e g [ PO el e eyt L e ey
S, "a-:w\--qut;u‘.l‘ - N L "i-‘-»_-'uﬂ‘ Lo ’ T -.,-_-»_4«“" "MM- N j .
I . - : . !
!

S ilog W BT NP et ‘ ..m.;... el SR

. . ' . R
i ; BN ————— A ~———

1 2 3 4 5 6 7 8 9 - 10

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 Colagenasa bacteriana.

Carril 2 Colagenasa bacteriana + o-fenantrolina.

Carril Colagena.

Carril Proteinasa 2 (preparacién A) 15 ug

Carril 7 Proteinasa 1 (preparacién B) 20 ug

Proteinasa 2

1
2
3

Carril 4 Proteinasa 1 (preparacidn A) 15 ug
6
7
Carril 8
9

.Carril Proteinasa 3 " "

Carril 10 Proteinasa 4 " ’ "
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?

1 . Sobre las caracteristicas wenerales del veneno.

La serriente Crotalus molossus ni3rescens Fosee un
vernerno moderadamente toxico. lomando como roavametro la dosis

latal media estimada ern 47 w3 ror 20 39 de ra%bn. Este valer

»

es Fracticamente izuval age el estimedo ror Hardy v colss

(1782) rara La C. molossus molossus (50 ug/ 20 9 de ratond.

aue @5 La subesrecie tirica.

Como comraraczions Loz crotalinos  altamente toxicos

)

tienen LD S0 en el orden de 3 a & wug / 20 3 de raton como La

Crotalus durissus terrificus v Lla Rothrors atrox (Ohsakas

1979). For otro lado. los crotalivos menos f&xicos tiemen LD

S50 elevadas. como A, contortriz. A, wiscivorus v . ruber
(230, 102 v 134 uys/ 20 9 de ratown, resrectivamente) { Tus,

1977 . . horvridus,. La serriente filosgeneticamente me.s
cercana & . molossus nigrescens. tiene una LI S0 de S us /

20 9 de caton.

Estos wvalores de LD 50 deben ser comrarados COn
precauci;n ruesto QU Fueder o0 ' . s lae el
sensibilidad entire las diferen’
emrleados, rero sin duda a2xiste una rotencia diferente entre
. molassus v C. o durissus tervificus- ror eljemrlo. Esta

ultima rFosee una  imrortanie cantidad de wneurotorxinas en su

venena ¢ Hendan v Frankel—-Corrats. 19715,
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EL venend '69 ’
actividad: eroteoli

farescens tieve una sran

P

,mahifieSTak hiolosicamente

a

como un factor  coasulante. decoasulante v hemorrasico. Estos

b

datos son observados al indcular animales de exrerimentacion
= on verteno  soluble » con las fracciones I. IY » I1I,

?
obtenidas de filtracion en 3zel.

For otro lados la eresencia v ausencia de Llas
b
actividades enzimaticas descritas en Resuwltades esta de
b
acuerdo con Lla distribucion general JdJe enzimas en Llos

venenos de las  sevrientes venenosas ( ver tabla 1), con La

>

gxcercion de La hialuwronidasa,

At apadir inhibidores de sarina fFroteinasas v
metalorroteiviasas al venrneno soluble v a Llas fracciones I, 11

v I1YI. se Fpuede obsevrvar aue la mavor rarte de la actividad

rroteolitice medida con Azure (rov Lo mevnos el 75 % ). es
dJebida a metalorroteinasas.

s

2 . Zobre la Puvificacibn v estabilidad del venenoc.

El  wveveno liofilizado se zolubiliza meior en soluciones
atcalinas aue acidas! de manmera szimilar las ewnzimas aue

a

rredominan en el venena soluble son mas activas a valores de
pH cewcanos a 2.0, Cuando  se  incuba el veneno soluble a
diferentes valores de eH: 51 revdida de aclividad

* 2

Proieolifica #5 readena { werca del 20 X ). elevandose
Ligeramente ¢ hasta 320 X)) a eH de 4,7 .

L

Comrarando La cromatosrafia evn 2el de Serhadex a
temrevatura ambiente v #H 7.0 con las realizadas a 4§ .0 v pH



ciones de bajo reso molecular se

S.5. se observa aue las fray

ercuentran Fresentes en marar srororsion cuando el veneno es
Frocesado a temreratura ambiente v rH 7.0, Este hecho

su9iere un’ Frocesamientc Frroteolitico del vereno. rFudiendo
B s b E]
tener una.  funczion de desradacion » de activacion o ambass

de una extension v localizacion descovocidas.

Mni& gsrerar aue durante el
rroceso  de purificaci;ﬁ’ al3unos comronentes del  veneno
fueran objeto de onteélisis. Tratando de disminuir al
m;ximo ;ste fernomeno: se elisi; trabajar a 4 ,C de

» .

temreratura. a valores de rfH Lo mas alelados del ortimo

observado en el veweno soluble aune rermitiera el esauvema de

"

i

ravificacions manteniendo un comeromize entre La  szolubilidad

de  alzuros compoventes. + rov Wltimo. en el menor tiemeo

Fosibile.

las rroteinasas se  intentaron efurificar wtilizando
resimas de intercambio anionico v cationico a Jdiferentes

valores de pH er el rsnso de 5.0 a 7.0 v cromatosrafias de
afinidad emrleando resivmas con  anticuerres e inhibidores,
coma la p—amivno bevzamidina, inmovilizados. Sin embarso. en

las condiciones en auwe se vealizavon estos ssrerimentos. Llas
rroteinasar noe rudiervon ser rurificadas rov estos metodos:

ror que fusrorn vealizadaes a valovres de rH en aue s atraccion
Fovr el intercambiador eva similar entre ellas, ror aune Lla

afinidad ror el inhikidor evra bala v/o similay v For aue
existe una semejanza entre los detevrmivante: antigenicos.

ademes del eroblema de dearadaecion de los snticuerros eor

-
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las Froteinasas.

Ihia wvez establecido el eszauema de ruvificacion: wune

sola rersona ruede Frocesar 1 9ramo de veneno v obtener las

»

4 rroteinasas homogeneas en una semana de trabajo.

> y
La  fraccion I. obtenide de fittracion en sel. es
relativamente inestable. abservandose Lla formacion de un
] ’

Frreciritado blanauecino desrues de ser eluida- ror lo aue no

N H)

fue rrocesada en este trabajo.

a " 3
La fraccion II. aue tenia la mavor actividad asrecifica

8

?
rroteolitica, fue cromatoarafiada en DEAE-celulosa. rM 7.4

( ver figura 10}, En este raso se rerdio cerca Jol &5 7 de la
aztividad A R l.a fraccion 111, al ser
' ‘ ! ern las mismas wondiciones. obtuve una

recureracion de cerce del 40 7% de Lla actividad rroteolitlice.
rerartida ‘princiralmente en tres ricos. Llos derominados

I11.4- IIX.3 v I1I.% ¢ wver fisuwra 11). Estos, al ser
sometidos a cromatosraf}a en DEAE-celulosa & FH e

rermitieron obtener enzimas homodepeas. EL rico ITI.1. que es

retenido roco & rH 7.4 s  serarado a eH 2.7 ern tras
r :
comrornentes bien definidos (ver fisura 12%. En las 2 sraficas

e DEAE-celulosa & FH 2.7 se observan requenos comronentes

que NG Frudieron vizualizarse en tas condiciones de
electroforesis eamrleadas, suroniendose que se  trata de

fraamentos de autolisis de las rroteiviasas.

Es daf; il estimar Lz cantidad de cada wna de estas

rroteinazas en el verene:. rues existe una mala resolucion  de



Los-'ﬁ}cds II'kv 11T -en: Serhadex, De hecho. al comearar Las

FY

‘araficas de DEAE-celulosa de esas fracciones es notoria  su
semejanzas variando ‘aparentemenfe en las fracciones
I1-11r. 4, II-11I, 4 -5 + II-III., 2.

La inestabilidad de la fraccion IT rodria exrlicarse en
terminos de la rresencia de un comronente de rFeso molecular
Ligeramente movor aue rudiera dearadar o las demaz rroteinvas

en la fraccion o a la eresencia de wnm inhibidor de
H
Froteinasas enrviquecido en Lla fraccion II1.

El incremento de la actividad espec}fica coriforme avanza
La Furificaci;n; i e muy ararente v, ern ocasiones . CZomo en
el caso e la fracci;n ITT.%7. se observa un degscenso de
dicha actividad. Este fen;meno ruede ser debido a varios

factores! la falte de discriminacion del ensavo ror  Llas
diferentes eroteinasas rrasentes ern el veneno . la  reresencia

en La mezcle de esrecies de Froteinasas con mayor v mernor

3 >

actividad esrecifica v el rFrocesamiento rrotealitico de Llas

Froteinasas.

No es rFosible obtener el Forcentalje en aue cada enzima

grta rresente en el  veneno soluble. rues el sustrato es

hidralizado Fror varias enzimas. PFor otro lado: alaunas
Froteinas sz;n rresentes en 2 0 m;s fracciornes. ror su
carcania : .pomatograf?a: as?: los
valares rresentados en el resumen de Purificaci;n (tabla #

4) son validos al essuema de rurificecion rreseniada.
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Sobre las - caracteristi

i3

Cestructurales  de las

Cenzimas purificadas.
La  electroforesicz de lag FProteinasas en pregsencia de

detersentes, con ¥ sin ag9entes reductores. es consruente  con

La existencia de moleculas de una sola cadena rolirertidicas

e

con Fesos mobeculares ern el ranse de 22000 A 24 GOO

daltones. Las Frroteinasas rurificadas tienen actividad
fitirinoliticas ” tiernen caracteristicas gstructurales

similares a otftras enzimas similares aistadas de venenos de
crotalinos. Los rocos datos existentes en La Literatura son

las obtenides For Qurane v cols. (1776 1277 v 1979) Fara

las alfa~fibrinovenasass de T. misrosaametus v T. 3ramineus
( 23 ZA0 » 23 S00) » rava el princieio fikrivoelitice de A,

amutus (23 I20) .

Trabejarndo con fracciones semirurificadas de . atrox v

A. o, contortrix. Bajwa v cols., ¢ 197%. 1720 v fran
estimado los FESGS molecut ares de Las fracciones

fibkrinoliticas en Z1 300 v 25 000 daltones.

Las 4 rroteinasas del wveneno de esta gserriente son

a

"

Frrateinar  comruestas de 182 & 205 residoos de aminoazidos

»

{ver takles T & 2 ). Ie estos. el 20 al ZF X o forman los

H 2 *

azidos asrcartico v slutamico v del 2% al 27 % 1o constituren

isoleuciva. leucina. tirasina » valina, Lag secuencias  de

amincacidos del extremo amivo termival de lLag rroteinasas:

»

sovt altamente hidrofobricas. v no se han enconirado secuencias

similares en atras Froteinas velacionadas v no relacionadass



al ser buscadas en el Diccionario de Secuencia de Profefnas;

( Davhoffs 1978) ( ver tabla 12).

PROTEINASA
PROTEINASA

PROTEINASA

PROTEINASA

TAELA 1Z.

SECUENCIA N-TERMINAL DE LAS PROTEINASAS.

1 ASN

2 LEU

3 MET
*

E FEN

VAL
LEU

VAL

VAL

LIS

# : Fenilalanina,

VAL GLU _ _ _

GLU VAL

LEU LEU VAL X LEU
# ASP & - - -

TIR VAL GLX LEU VAL

TRP

Isoleucina o Lisina.

& : Glutamina o Glicina.

LEU

ILE

-

ALA

SER

* ; Proteinasa purificada por otro método (ver Discusidn).

\ bl

Estos rezultados tambien rodrian ser exelicadaos

Fresencia

residue comun en el extremo amivo terminal,

eys que

las

de wvarias

-

muestras

»

caderas rolirerptiddicas

La,

FOP

aue tieren

la

i

Fosibilidad

emrleadas rFara  secuenciacion

sufride antolisis durante la manmicul avcion.

*

Eri textos: articulos v manuales roco 0 nada se

saobre cuwidados

rroteinasas & estudios

esreciales auwe deberm tomarse rFare

haran

de secuenciacion. Este rarece ser

Fraoblema aue se rresenta zolo en cierites ern. |

For otro

lLados

interesanteszs no

de la estructura

erotalasas

ez

tiar s,

notorio auwe siendo tan

Fubl icaciones zobvre Lla

egnzima similar a la trombira de 0,

abndantes

determinancion

-

merciona

someter

(AYy}

e

Frimaris de rroteinasas de vernenos., Solo la

adamanteus ha



sido F“‘-'"C“f;“'“",éii‘{‘é"_kﬁs',é",x:s;iehc_ié.da.-' C(Pirke v colss 1981,

La existencia .de” metalorroteinasas con  especificidad
Fara hidrolizar  uniornds rertidicas inmediatas & amivioacidos

hidrofobicos como leuwcima » fenilalanina ( —X-Leu-. —X-Fen-}

en verenos de zerriente es biern conocida (Iwanasa v Zuzuki:
1977).  2i  fuera el caso de aue las eroteinasas descritasg

g tuvieran esa esrecificidad, el hecho de aue. ror

comrosicion de aminoacidos leucina sea el  seaundo vesiduo
mas abundante. haria a estas rroteitasas muy sucertibles a

B h
desradacion autolitica. Este fenomeno se ha observado en la

evolucion de Lla trirpsina, donde se nota aue Lla enzima de

herviboros comparada conm otros  animales en la escala
>

pvolutiva. tienme el mas alto contenido de Lisina v arzinina

ern su molecula v esta se relaciona won uwma mavor velocidad

de inactivacion. (Mulier » Zwilling. 1274,
For otro lado: lag cromatoarafias en sel de Serhadex
53-75 a temreratura ambiente v a 4 .2 tienen, entre otras
b 2 3
diferencias. urna fraccion rertidica Vo o mes  abundante en el
exrerimento realizado a temrevatura ambiiente ( ver figuras 7

v % 3. Por le tantor existe la rosibilidad de aue log

rertidos aislados v wcaracterizados de eszs  fraccion sean
fragamentos de dearadacion de oatras rvroteinas. mas que

comeonenites inderendientes del vensno.

» "

El calcule de 2 ne. auwn aouando es de retativo valor
exrerimental, indica semeianzas aue Fueden verificarse

rosteriovmente de manera gxrerimental. Asi. Les Froteinasas
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lLas fibrinogenolisinas alfa da f. G it ! "

mucrosaunamatus,  Tomo cakia eseerar. no rarece haber mucha
.

velacion entre Las metalorroteivasas de C. molossus v las

serine rroteinasas: como tametco cow otras metalorroteivasay

de mamiferos. de hovzos » de bacterias.

l.e  semejanza estructural ravece estar ausente al

comrpararse con otras proteinas eresentes en el  veweno de

serpientes womo las fosfolirasar del veneno de elaridaos (ver

tabla 9 )

For otro Llado. La comravacion de las 4 w#roleivnasas

b
-

antre si fndicae aue las enzimas 1> 3 v 4, rFor un lados v 2
2 v 4 rovr otro.  gon m;s Farecidas antre 5; que lasz
Froteivasas 1 v 2. Llama La aienci;n aue. comkaravide las
Froteivasasr I » 11 de . adamanteus  ze obtensa ny
coeficiente de 0.04. es5 decirvr,: La semejanza estructural aque

ge debe esrperar es oy arande,

4, Zobre lar cavacteristices funciovwales de Las enzimas
purificadas.
Como se ha vevisado, las enzimes rproteoliticas rresentes

en el vewvenn de serrientes aue ltienen un res0 molecular

cerzant a oo 000 daltones: son mur abundantes +  se les ha
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in

asociade.  uma 'aﬁanV diversidad de  actividades biolpaicas.
Casi  todas  ellas  han sido identificadas zomo

meta[orroteinasas: con  excercion de las enzimas similares &
‘La‘frombina v,kPosibLemenies las cininegenasas. Evv  base a
taisensibitidad de Las actividades Frnfeot}tica K esier;sica
a los inhibidores (tabla & 11), el efecto de la
orto~fenantrol ina Frermite clasificar a las rroteiviasas

rurificadas de [ m. niarescens tambien somo

metaloproteinazsas.

» H

Lag actividades rroteolitice v estervasica son inhibidas
en difevente arado ror los comruestos emrleados. Las

Fpoteivasas 1 vy 2. ror ejemrlo. tiermen zuz  actividades

esterasicas inbitidas FOr la Feaminobenzamidiva, Xy
ivhibidor de serinme Froteinasas,. afectandose roun la
actividad esroteclitica. For otvro Lados La actividad de

Froteinaza de las enzimas 1 + 3 son inkibidas ror EDTA.  rero

st actividaed s Gaterana e vhene Loy s teowde pe Dt
las dozis de inhibidores usadas son velativaments altas. por

e omrzararia o pfecto de tode o mada sobive Llas
. .

fooouna undon reptidice deben de ser similaress

auvaue una  rasibilided remota 5 La rresencia de cantidadas

imrortentes de serine Froteinasas como contaminaciaon.

Far otro lado. La afimidad de la ermzima #or un susirato

arande  coma el Azure v ror uno Freanenp como el BAEE  ruede

afectarse de manera diferente ror la rresencia o ausatvzia de



]

ceomo el calmie. Be ha mencionado aue el

P}

aiconformacion de” las ‘metalorroteinasas

erviere ~directamentes  en el meCanismo

: E R - o
EDTA “tepdria dra: acclion desnaturalizantes

mas aue.

: N E X
rmuredi fusion ‘pealizada irndica aue las enzimas

H] ]

La

comrarten| determinales antisenicos v rcruzan antre 5i.

»
Ademas. las enzimas son. recopocidas ror anticuerros  en
vernenos de otras esrecies de Drotalus v Bothrors,
3

sugiere aue los antigenos rresentes en estas

contra e
] cual
prroteinasas deben de existir en rroteivaes eresentes en el
verneno de otras esrecies de crotalivos ( ver figura Z1).

3

B. Discusipon general: Inecstabilidad de los comronentes
i ficades debido & rrocesas auntoliticos.

detos obtenidos de La secuenciacion del extremo

I

amivo  termiral de las eroteinazas eueden ser  exrlicados de
dos manerasi Las enzimas wo eslaban  homoveneas ror Llos

criterios mencionados en Resultedos o estas rroteinas  fueraon

degradadas |antoliticemente durante La  rerararacion Fara la
secuenciacion. Farae arovar Lla  seaunda hirolesiss las
rroteinasas 1: 3 v 4 fuerorn sometidas a electroforesis en

roliacrilamida en condiciones nativas a rH 2.2. na  Feauena

2 » 2

cantidad de|l eztas habia sideo almacenada en solucion FOYr 7

1

meszes a ~10 ., Este gsel se rresenta en la fiaura 22 v se

Fresencia de varias bandas v de zowaz de baryide

aracecia una bamda unica » Lbien definida,

shserva |a

londe antes



(K1)
~3

Fis. 22, Electroforesis de laz rFrody:
Las enzimas fueron almacenadas en

~10 C, Ze arlicavon 10, S 10 v 25 w9 de lag enzimas 1 a 4.

resrectivamente. & un 9el de roliacvilamidea seduwrn Jovin(19464).,

» N

l.a Frresencia e amincacidos hidrofobicos como valina v

leucina en ol sxtremo aminc tevminal hace Fensar <aue Las

resiones  seswenciadaz  son  rroducte de  autelisziz. rues se

conoce aue Las metalorroteinasas de vanenoe de crotalinos

tiidrolizan wniores rertidicas en Lag Qe intervienan

amivoacidos hidrofobicos.

For atro Lado, sianiendo o esauema gimilar al
eresentado aaui. se lozwre obtener una Froteinasa homosenea o

Frartiv  del mismo wvenero., La purificacion de esta enzimas

denominads rroteivass E: se Losre mediante filtracion en sel



o
K

. . - - R ?
de Serhadex 5-75% & rH. 7.0 v dos cromatoarafias  en
IEAE~celulosa & fH 7.6 v 8.3, realizadas a temreratura
ambiiente ev un reviodo de tiemro mavor ( 2 meses). Esta

Froteimasa tiene unm reso molecular de 21 140, s composicion

de &minoaéidos es ASYX 21, TRE 10, ZER 20, GLY 18, PRO 4. GlI

14 ALA 4. CIF VAL 10, MET S. ILE 7. LEM 18, TIR 8. FEN

Ly HIS 7. LIS 7 » ARG 103 en total 124 amivoacidos. Su
sesuewzia  aming terminal fue determivada »  tiene un residus

wiicos. siendo los erimeros 7 1
Fen =~ Lis - Tir = "Val/Tre - Glx - Lew - YVal = Ite - Ala/Zer -

( ver figura 23, tabla 12 v Asradecimientosz).

. >

la rosicion de elucién de esta rroteinasa E es cercana a
la de La erroteinasse 32 descrita en el rresente trabaijo.
Ararentemente Lea Froteivmasa E e¢ bkastente estable
resistente a ta aufodi?esti;n. Llama Lla atencign ane
trabajando en wmejoves wcondiciones se  obtensan rproductos
ivestables.

Siendo Las erroteinasas del veneno Jde cirotalinos tan

agresivas hagie las teiidos de las victimas de mordeduras
ure eredwnta a contestar es @0 cual  es el mecanismo  aue
tiene La alandul . mennsa dJe las serrientes rare evitar  una

autolisis tisubar
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Fig 23, Purificacion de la rroteinesa E.

pra

(R ' - '

filtracion an Serhadex (53-75) e inter~.atl
(DEAE=-relulosa. FH 7.4, La fraccion denominade wcomo E fue

diatizada v vecromatoarafiada en DEAE-celulosas rH 2.3 v

eluida con un gradiente salino de 0 & O3 M de Nall en

15 mhi. El ingerto muestra La

amortisuador  TRIS-HCL

elzctroforesis de la zona mezclada  indicada rovy  la barra

horizental (Jovin: 17643 .EL 2el fus cortado longitudinalmente
siendo temida wpa mitad v la otra seccionada en  frasmentos

de 1.2 mm v ensavada su actividad rroteclitica con Azure.

)
o
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El - eiemrle meijor rcomprendido de este Froceso es el

3 . ? .
Fancreas exocrino. Se sabe aque esta  slandula rosee dos

b} . . E]

‘mecanismos rFavra evitar la autolisgis: la sintesis de
Froteinasas como sroenzimas inactivas ¥ la sintesis de
inhibidores de Frroteinasas. Sin embarag:  en La 3slandula

)

venenose de las serrientes solo se he descrito la Fresencia

B

de inmhibidores de rroteimasas. v unicamente en alaunas

serrientes.

For otro lado ze susiere que existe la rosibiltidad de

que alaunas rrerareciones de rroteivas de venevos oon alto

contenido de enzimas eyvoteoliticas rueden estar alteradas

FOT tos Frocesos desradativos ocurridos durante la
PPEF&F&Ci;H. Alaunmos  auwtores irivcian la Purificacign 0N
Fasos dJde di;tisis erhaustivos, =Zomo en el caso de la
Prote}na coaauulante del  vererno de V. pugselli (Furie v

Furie. 1974), Esta rosibilided tambien habia zide mencionada
For  Markland (1974). al  obtener das formas de  enzimas
similares & la trombina. una de ©. adamentews: la craotalasa:

vy oatra: 10 000 daltones monav. del veneno de T, b horeidus,

T ¢ Comentarions finales,
En el veneno de T. m. nigrescens se ha identificado La

Fresenscia e las evizimas fozfoliraza, fibkvrinalisinas
coasulaente de fibrinozere » " colazenasa”, Esta mezcla,  en

P

‘ e bedamine la sotividad fibrinelitica. CaFaz de
Froducis 0 ' ) “hales de etrevimentacion. De este
verneno s5e aislaron 4 rroteinasas aue desradan el sustrato

insoluble v heteroseneo Hide Fowder Azure, Estaz erolteinasas



71

presentan  actividad -Vfibrindti*ica Cinderendiente de
b E B e e b i s e e :
activaicion de rlasminozeno, Una derellas, la rrotelinasa # 1

2

es . zarar ade dear&daﬁ‘lcomplefamen*é chaaena nativa en
= S T :
condiciones fisidloairas: ademas de dearadar  fibrina. For

otro Lado. se ha purificado una enzima similar a La  trombina
a Fartir del mismo veneno.

Esta enzima fue purificads ror dos rasos csucesivos. el
rrimero  de cromatografia de afinidad con p—amine benzamidina

{ wver Materiales v Metodos) » el sesundo ror  crometozrafia

en DEAE-cetlulosa o rH 2.0, Esta ewnzima tiene wun reso
molecular de 75 000 dal tones. una zola cadena rolireriidica

Y ouma comeosicion de aminoacides ASX 70. TRE 33, SER 30, GLY

N

D2s PRO 44, ELYT 73, ALA S0, 2IE 25, VAL 43, MET %, ILE 35,
LEL 51, TIR 20, FEN 22, HIS 24, LIS 25, ARG 27 v TRP 12
hacierndo wn  total de 730 vesiduos ¢ wver figura 24 v

Aaradecimientos).,

Como se muestra gm La fizura 17, la actividad coazsulante

del wvernero solubles asi como de Lla fraccion I, es mar balja
ae la fibrinolitica, Zole en la fraceion 11T ¢s5 Fosible

ghservar la actividad coasulante, Lo auwe indica Aque en la

fracocion Il debe wvristiv otvae enzima con esta  actividad, e

peso molecular  alrededor de ZTO  0OC Jel tones. Eztos
resultados indican que el vereno de Lla . molossuz

viarescens tiene woamo  eeinciral  actividad biolosica. de

eritre laz ensavadas. la fibvrivnoliticsa,
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Fia. Z4 PFurificecion de ana enzima zsimiltar a La
trombina. A) 20 m3 de veneno fresco fuevon arlicades a  wna
columna dz 5 mt  de Terharcsa~bevzamidina en amortiauvador
TRIZ-HCL 20 mM. eH 2.0, Esta fue Lavarda con 0.5 M de Nall en

el mismo amortisunador v eluida con formato de amowvio. 20 mM, |
FH 4.0, Las fracciones eluidas fuevor vecibiidae on TRIS-HIL 1

MoC100 ul). eH 2,0,

El hecho de aue coeristan fiby® 7

coagulantes de fibvineseno en un Liauwido asue sirve como
medic de defenza v rredaui;ﬁ> Fermite desauiciar el siztema
de coaautaci&n de La victima: indersndientemente de  maugar
otras alteraciones. Adem;S, ta sresencia de

rermite disrersar mas efectivamente olros comronontes del

"colavenasal

VENRTIG,
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Fia, 28 B) La fraccion aluida a #H 4.0, fue dializada v
arlicada o DEAE-celulosa (G.7220 em) en TRIZ-HZL 20 mM.  #H
.0, Las fracociones s2 eluveron con wr 3radiente  lineal de
NaZl (0 a ©0.23 M, Z00+200 mb)., El inserto wmuestra la
electroforesis de 30 wg de Lla enzima (numerada womo 3. La

tecnice v condiciones son las mismas aue ev la fiaura &,

Hasta el momento se han identificade 2 clases de

Froteinasas ] Loz wvenenos de serrientes: lag rserina

Froteinasas wcomo La enzima similar o Lo frambiva La
calicreina B albaunas arainina aesterasass ¥ las
metalorroteinasas czolazenoliticas. hemorvasicaz, Qe

desradan comrlemento. fibrinogenoliticas, fibrinoliticas 7

ame irnactivan a inhibidores de rroteivasas {ver Introduccion?.



* "

difererncia estructural habra entre las multirles

7 Bue

»

Froteinasas - rara-aue rresenten actlividades bioloszicas tan
variadas?

B ¥ *
e indicie Lo rerresenta la estimacion estadistica de
las diferercias en la secuencia de dos reroteinas. eslimade

" 2

an bhase & Lla comrosicion de amincacidos. Es necesario hacer

a

enfasis en La validez orientadora de esta  rruebas 3in aue
rerresente una evidencia exrerimental directa,

s

Zin  embarso. el heche de encontrar una relacion entre

Lasg fitbvinolisinas de egta serriente Las tozinaz
hemorragicas: lLag fFroteinasas 4qaue desradan inhibidores de

Froteinasas v rroteinasas inesrecificas " hace tentadora

La tares de buseoar caracfer?sfic&s comunes entrve ellas.
Fur otroe lade, los dates rresentados resrecto a la
siidn A ot veoatainases Fon
' ' T ' 2L cenacimiente de La
estructura Frimaria de Llas eroteinazas eresentes oen el
venerno de las serrientes es demasiado escaso rava rermitir

citalawier analisis serio sobre el azunto.



V. FPERSPECTIVAS

b

En esta seccion. fFrefiero rlantear las rersrectivas en

forma Je rresuntas aue eresentarlas en forma de relato.

El trabaio descrito en las raginas anteriores. me

Fermite rlantear al9unas rresuntas relacionadas con La
3 =
evolucion de las metalorroteinasas v su rarel fisiologico en

or3anismos sureriores,

Bl

T Existen en el veneno de los crotal ines. =zimogewos de

2
estas metalorroteinasas, tal como los conmocemos? Zi este es
Hd
el caso. cual es el mecanismo de activacion?

S%e ha mostrado aue en el veneno existen vavrias
?
Froteinasas Zon diversas actividades enzimaticas v

»

b k] b
bkiologicas, rcual es Lla relacion estructural enire ellas?

»

lLas metalorroteinasas del veneno de serrientes

-

evoluciornaron hasta los crotalinos. 7 La evolucion de estas
» bl
enzimas continuo en ovsanismos camoc Los mamiferaos.es decir:
>
se encuentra alauna enzima similav en Las 4aglandulas

sativales de animales sureriores?

R

La evolucion de las rroteinasas de serina se conoce con
cierto detalle. sin embarso de los otros tiros de
rroteinasas roco se ha estudiado de dicho revoceso. Existen

¥

»
metalorroteinasas intracelulares de orsavios esrecificos de

>
mamiferos.Estas se han involucrado en el rrocesamiento de



F

enzimas v weurorertidoss (" Conbo¥y » cols, 1982 v Renuck v

i . ?
cols, 1732). 7 La evolucion de Llas metalorroteinasas ha
b 3

? ¥
seguido una Linea comuns o es wun fenomeno de evolucion

conversente?

Fara roder intentar resolver estas v otras rresuntas
»

similtares seria mur ventajoso Froder emrlear un enfoaue
~ k] » b
tecnico mas comrleto. Las metodolosgias de rurificacion vy de
H 2
auimica de rroteinas clasicas, al ser arovadas ror erifoaues
? h
rrorios de Lla gemetica molecular v La inmunotogias tales
> ’ »
como La clomacion de 9enes v La inmunohistoauimicas serijan

3

las herramientas aque Fprorordsi«  sora rontestar salbonn

intervrnzantes.



VI. RESUMEN

R

En el rresente trabajo se ha descrito la caracterizacion

s

bioauimica a3eweral del wvereno de Lla serriente mexicana
Crotalus molossus nidrescens ( Glord) 1934,

’ 3
El veneno tieme una accion predominantemente enzimaticas
3
v sus dosis Lletal media es de 47 w3/20 3 de raton. EU veneno

es mas soluble a prHM alcaline- v en el se encuentran

actividades de desoxirribonucleasa, fosfodiesterasa,
bl »

fosfolirasa. rroteasa v BAEE hidrolasa. Ademas estan
Fresentes actividades de fibrimolisinas colagenasa 7

»

cosduladora de fibvivnoseno.
Ze rurificaron a homozenidad 4 reroteinasas mediante
2
Fas50s sucesivos Je filtracion en Zerhadex G-75% a rH 5.5 e
intercambio iomico a rH 7.4 v 2.7, A estas rroteinasas se

tes denaminaran Froteinasas 1 a 4 sus resos moleculares son

<

L]

480, 22 700, 23 400 v 21 950,resrectivamente. calculados
3 b » ~
FOPr analisis de aminoacidos. Los amimoacidos mas abundantes

? 3
sor Los residuos acidos v lLlos hidrofobicos.

Estas enzimas son metalorroieinasas inhibidas ror EDTA 7
o-fenantrolina v las rroteinasas 1. 2 » 3 tienen, al mismo
tiemepo, anmtividad de esterasa ( conmitra el sustreato BAEE).
lLas constantes de Michaelis rara estas tres enzimas.

determinada wcon BAEE son 44, 27 v 40 uM con velocidades

2
maximas de 241, 3% v 74 uM/min. resrectivamente. Sus valores



3

de #H ortimo son, con Azure como sustrato. de ©.7, 2.0. 8.7 v
7.5 rara Lla 1 a ta 4: resrectivamente.

£y 3

La Secuenciacian del extremo amino terminal dio

resul tados ane se rueden calificar como ereliminares. rues
3’

estaban rresentes varios aminocacidos en diferentes

FIrOFOTCiONes. Este hecho ruede ser rFroducido ror  upa
degradacion autolitica de las rroteimas Furas. rues estas,
2 »

almacenadas en congelacion For 7 meses. Fresentaron este

Ed

feriomeno.

. a

Al comrararse estadisticamente con otras rroteinass Llas
enzimas mostrarvon similitud con varias metalorroteinasas
Fresentes en veneno de serrientes. como prroteinasas  que

degradan inhibkidores de Froteinasaes, Froteinasas

inespecificas. fibrinogenasas v rroteinasas hemorrazicas.

Las zuatra enzimas dearadan fibrinas, de manera
3 a
inmderendiente a Lla activacion de rlasminosenoc ¥ no coasgulan
3 ? »
fibrinoseno. LLa rFroteinasa 1. ademas. desrada colasena

e tiva. N las dosis ensaradas: ninguna epresento actividad
3
hemorragica.
e Peos PEE T : L e romear o

defovsiaontes st iage oo e P

rresentes en el venero Jde olres crotalinns,
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ANEXO |

“PROGRAMAwJMRAJH;CALCULO,DESAN/Nﬁ_

'5 REM CALC DE S DELTA N PA?A 4 PROT VS S9 PRQT DE 18 AA

1e
11

15
30
35
40
50
b0
71
73
T4
73
76
78
=]
:5
93

DIM SZ(50)

12 D¢ = CHR% (4):Ps = Z“DRATEASAS": PRINT D¢; "OPEN";P$: PRINT D%$; "READ";P$
: FOR I = 1 TO 45: FOR J = 1 TO 18 INPUT E(J,I): NEXT : NEXT
Ds"CLOSE"

STOP

POR I = 1 TO &4: FOR T = 1 TO 18% READ 50T, 10 MEXT @ NEXT

FOR I = 1 TO 4: FCR J = 1 TO 18:SA(I) = SA(I) + A(JT,I): NEXT :
FOR I = 1 TO 47: FCR J = 1 TO 18:5B(I)Y = SB(I) + B(J,I): NEXT :
FOR J = % TO 43: FOR I = 1 TO 4:8UHA = 0

FOR K =1 TO 18

95
100

110
150
160
170
180

DIM A(L12,4),B(18,50%,DE(4,50)

2 = A(K, I} - B(K,T)

SUMA = SUMA + Z # T: NEXT
DI = SA(I) - SE(I}
SUMA = (SUNMA

* (0 *
IF SA(I) > SB(I) THEN MA SA(I): GOTO 890

MA = SB(I)
DE(I,J) = SUMA / MA
NEXT : NEXT
PRINT : PRINT “SELECCIOME SALIDA": PRINT : PRINT "(1) PANTALLA
YIXPEESORA"
INPUT RR: IF RR = 2 THEM PR# 4: PRINT "*
FOR I = 1 TQ &%: FRINT ° oy FOR T = 1 TO 4: PRINT DE(J,I),:
PRINT "": NEXT : :
PR% 0: GOTO 73
DATA 74,12,19,%9,1,1%4,7,5,12,5,12,22,9,7,8,8,12,5
DATA hl,io,il,la,_,12,.,5,10,5,10,19,8,5,8,7,10,1B
DATA 24,1%,20,20,2,15,9,4,10,4,10,21,9,5,4,8,11,14
DATA 23,40,17,20,2,14,7,b,11,5,11,20,8,5,8,4,11,9

“a

: PRINT|

NEXT
NEXT

(DICI) # DI{I)) + 0.535 % ( ABES (DI(IIN

(2

NEXT

.
H




DELTA' N

S I
3

e B b > 19 7 7 B 10 12 4
2 | S 47257 7 8 7 105
o > 5 18257 7 B 7 115
T ‘y : 7 8 D1 14 11 5 9 9 8 4
U5 i ek A B 13 4 25 248 7 & 9 18 3
b g 18" 2432 X 3 9 159 3 12 9 O
7 11 ‘ 11 11 11 4 8 127 115 17 7 &
8 29 17 1214716 20 12 10 12 7 9 239 8 & 18 3 b
9 30 146°19-20 10 I0°18 & 19 2 14 17129 5 S5 2 3
10 300 12 72 L0 483 0 & 0 3 92 0 3 3 3 A O
11 19 15 16 2% 10 4L 15 2 11 3 14 159 126 8 8 S
2 18 4 5 3kL-19 17 170 20 4 14 20 2 14 &6 12 10 4
13 2% 4T 7% 18 7 I 1, 2 151 2 145 3 B 2z 15 0
14 1 43 71 17 6 27453 1= 1 9 175 3 7 1 17 0
15 3213 20 017 7 2153 151 09 174 3 7 1 17 0
14 26 20 2h 14 4 I3 AL 2 4102 7 132 9 10 2 415 0
17 22 2% 2% 10 4 T4 40 2 10 1 11 43 3 108 2 17 0
1.8 28 18 27 13 4 3L 102 101 10123 9 9 2 150
17 24 12 19 13 9 3017 &6 18 T 10 158 4 123 9 0
20 27 10 33 14 ¢ 25 14 12 17 2 A5 14 10 3 3 14 2 &
21 28 13 37 15 14 33 37 0 305 13 1S 10 3 & 11 2 3
22 40 10 10 13 10 22 26 24 8 2 4 12 20 8 2 14 12 O
23 40 10 10 14 40 22 2& 24 8 2 OB 12 20 8 7 14 12 0
24 40 10 12 45 10 20 22 2% 8 2 40 10 48 8 2 10 10 b
25 40 42 17 17 8 18 27 288 2 12 AL 488 &6 8 12 &
24 46 17 TO 44 20 42 1b 28 4 4 10 14 15 10 45 18 8 2
27 3 2T 14 12 12 27 20 2% &6 T 47 137 8 4 1 4 4
28 29 45 18 19 5 12 41 6 155 10 195 & 7 10 &5 4
29 25 14 2% 445 £ 25 3 O 45 2 11 12 7 5 5 123 9
30 21 13 23 13 S 24 230 146 1 10 10 4 b 4 12 3 2
31 15 17 19 1T S 31 24 65 19 7 B 104 & 1 0z 12 &4
32 24 17 27 1742 29 23 4 412 4 S 8 15102 § 1 5
23 24 49 27 4% 7 25178 27 7 1048113 & 3 12 7
34 27 41 I3 16 7 2L 171022 2 43 15113 5 9 3 S
35 3007 % A4 12 16 11 4T 8 5 AT 14 A b5 7 A0 18.0
25 28 13 14 2% 14 24 17 A5 14 4 11 24 10 10 S5 18 1T &
37 I1 14 16 23 T2 2010 14517 48 21 7 3 09 11 12 A
38 16 1S 17 74 17 24 13 1220 2 9 20 4 7 7 11 12 &
37 27 14 44 27 446 01T 20 10 4 A A 10 8 10 3 7
40 321223299 2920177 2 8 15 118 4 2 2 7
a1 26013011 016 7 105 2 15 7 1017 7 7 2 198 2
47 23 14 13 21 7 9 9 &5 185 % 17 k5 S 7 1S5S b 8
43 25 4123218 17128 10 A 1S 12105 7 11 7S
44 27 7 1T 19 45 474047415 12 11 12 7 5 11 9 2
4= 2L O1T 1T 4% 318 T4 12 9 14 3 A1 49 8 b S 11 7 14
44 2% 1217 21 4% A 12 6 129229 7 8 8 12 5
47 21010 27 121 1T T S 100% 1017 6 5 8 7 40 18
48 2% 11 20 2002 159 3 10 4 10 21 9 & & 8 11 11
7 TT 10T 27 117 % 1L 5 11 208 5 8 4 11 9
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