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l. RESUMEN

El objetivo principal de este estudio fue caracterizar el veneno de la serpiente de coral
Micrurus distans de forma bioquimica y biologica enfocandonos en la identificacion de
componentes toxicos para mamiferos. Con este propoésito, se evaluo la presencia de variacion
entre los venenos de individuos de la misma especie, se caracterizo la actividad enzimética y
biologica del veneno completo y sus fracciones y se identificaron y caracterizaron los
componentes con toxicidad para ratones.

Debido a la escasa informacién con la que se cuenta sobre las serpientes de coral
mexicanas y sus venenos, uno de los propositos principales de este estudio fue aportar
informacion sobre el veneno de la serpiente de coral del occidente mexicano Micrurus distans.
Esta especie, debido a reportes de mordeduras, un reporte de mortalidad y dada su amplia
distribucidon geografica en la republica, puede considerarse como especie de importancia
médica en México.

Para realizar el estudio nosotros hicimos la caracterizacion de los venenos completos de los
diferentes individuos de la misma especie a través de técnicas de cuantificacién a 280 nm, BCA,
RT-HPLC y SDS-PAGE. Posteriormente realizamos una “mezcla de venenos” con los venenos
de los individuos en proporciones iguales y realizamos un fraccionamiento por RT-HPLC para
identificar las fracciones de interés, a las cuales realizamos técnicas de SDS-PAGE, Actividad
fosfolipasa en yema de huevo al 10%, Actividad anticoagulante y Dosis letal media.

En los resultados obtenidos pudimos observar que el veneno de la serpiente de coral M.
distans estd compuesto mayormente por fosfolipasas (52.84%), fosfolipasas con posible
actividad neurotoxica (19.27%), moléculas pertenecientes a la familia de tres dedos (14.62%),
una de ellas identificada como 3FTx (1.68%) y otras con posible actividad letal (1.23%), asi
como algunas moléculas pertenecientes a CTLs (1.87%) y otros componente de mayor peso
molecular no identificados (30.68%). Se identificaron 4 fracciones letales que representan el
23.6% del veneno total. También pudimos determinar que la dosis letal media para ratones C18
(18-21 g) es de entre 40-60 pg/raton, siendo esta poco potente en comparacién con otras
serpientes de coral mexicanas.



ll. INTRODUCCION.

Las serpientes son un grupo de reptiles pertenecientes al orden Squamata y suborden
Serpentes, que se caracterizan por tener un cuerpo alargado, flexible, cilindrico y con ausencia
de patas. Se encuentran cubiertas de escamas y al igual que el resto de los reptiles son
exotermos, por lo que necesitan regular su temperatura corporal externamente.

Existen aproximadamente 3,879 especies de serpientes en el planeta (Uetz, 2021)
distribuidas en todas las regiones, a excepcion de algunas zonas tales como Antartida, Islandia,
Irlanda, Groenlandia y Nueva Zelanda, entre otras.

De estas 3,879 especies aproximadas se sabe que aproximadamente el 15% de ellas
corresponde a serpientes venenosas (Meyers & Tadi., 2021), entre ellas se encuentran especies
cuyo veneno podria ser letal. Estas serpientes se encuentran clasificadas dentro de la
superfamilia Caenophidia, en este grupo se encuentran las familias Viperidae, Colubridae,
Atractaspididae y Elapidae (Keogh J. S., 1998).

Las serpientes venenosas, ademas de presentar las caracteristicas antes mencionadas,
cuentan con un par de dientes inoculadores de veneno, los cuales pueden variar, siendo
puntiagudos, rectos o curvos, dependiendo de la especie; estos colmillos suelen ser huecos y
sirven como inoculadores de veneno, el cual inyectan mediante su mordida.

En México se han registrado aproximadamente 439 especies de serpientes, entre ellas
el 20% se considera de importancia médica (Uetz, 2021).

La familia Elapidae, que es la de mayor relevancia para este trabajo, suma
aproximadamente 384 especies en aproximadamente 62 géneros (Zug, Vitt, & Caldwell, 2001).
Todas las especies conocidas son venenosas y se caracterizan principalmente por la presencia
de dos dientes inoculadores acanalados delanteros y perpetuamente erectos (denticion
proteroglifa) (Keogh J. S., 1998) (Figura 1). También se encuentran cubiertas por escamas lisas
y tienen el cuello poco diferenciado de la cabeza (Castro, et al., 2020).
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Figura 1: Denticién proteroglifa. (Bauchot, Bon, & David, 2005).

Los elapidos se encuentran distribuidos, de acuerdo a algunos autores, en 2 subfamilias:
Hidrophiinae y Elapinae (McDowell, 1987). La primera subfamilia, Hidrophiinae esta compuesta
mayormente por serpientes marinas, aunque también hay especies terrestres y se encuentran
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localizadas en las costas y alrededores del océano indico y Pacifico. La segunda subfamilia,
Elapinae, que se encuentra distribuida geograficamente en zonas de climas calidos y tropicales,
esta conformada por aproximadamente 384 especies, entre las cuales se encuentran especies
de cobras (Naja, Ophiophagus) y mambas (Dendroaspis), asi como especies de coralillos o
serpientes de coral (Leptomicrurus, Micruroides y Micrurus).

En América, la subfamilia Elapinae esta representada por las serpientes de coral o
coralillos, un grupo de méas de 120 especies y subespecies dividas en 3 géneros: Micruroides,
con una especie; Leptomicrurus, con tres y Micrurus con mas de 70 especies (Tanaka G. D.,
Furtado, Portaro, Sant'/Anna, & Tambourgi, 2010). En México, se distribuyen dos géneros de
coralillos: Micruroides, cada una con una sola especie, y Micrurus con 15 especies descritas
(Uetz, 2021).

1.1 SERPIENTES DE CORAL.

Las serpientes de coral o coralillos se caracterizan por ser delgadas y de tamafio
pequefio o mediano es decir, entre 60 y 80 cm, aunque se han registrado ejemplares que
rebasan los 150 cm (Roze, 1996). Cuentan con un patron de coloracién generalmente anillado
donde predominan los colores: amarillo, rojo y negro. A pesar de que una gran cantidad de
especies presentan este patron, existen también muchas excepciones.

Estas serpientes no suelen ocasionar accidentes en humanos, a menos que se
encuentren ante una amenaza, pues son de temperamento tranquilo y pasan la mayor parte del
tiempo bajo la hojarasca, escondiéndose o buscando lagartijas, anfibios o serpientes mas
pequefias, las cuales conforman su dieta (Castro, et al., 2020).

Los coralillos causan aproximadamente el 4% de los accidentes ofidicos en Ameérica
(Roodt, et al., 2005) mientras que en México se estima que este porcentaje es menor al 2%. Sin
embargo, todos los casos de mordeduras a causa de este grupo pueden ser letales debido al
riesgo de presentar pardlisis respiratoria, por lo que deben considerarse como emergencias
médicas (Castro, et al., 2020).

Cuentan con glandulas productoras de veneno ubicadas debajo del ojo (Figura 2). Estas
glandulas estan compuestas por 2 partes: la glandula principal, que es la productora de veneno
y, la glandula accesoria cuya funcion ain no esté totalmente clara. Las glandulas estan unidas
mediante un conducto que fluye desde la glandula accesoria a los colmillos, lo cual le permite
morder e inyectar este veneno a sus presas (Kardong, 1982).
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Figura 2: A: Glandula productora de veneno de una serpiente de coral (M. laticollaris). B: Diente
inoculador de veneno de una serpiente de coral. Fotografia: Edgar Neri C.

Se encuentran distribuidas en las zonas de climas célidos y tropicales, también en selva
baja y mediana caducifolia, asi como en matorrales espinosos, desde el nivel del mar hasta una
altura de aproximadamente 1,300 m (Figura 3). En México se les puede encontrar en casi toda
la Republica, a excepcion de Guanajuato, Zacatecas, Coahuila, Durango, Chihuahua, Baja
California Norte, Baja California Sur, Aguascalientes, Querétaro y San Luis Potosi (Ochoa &
Villela, 2006), (Figura 4).

ESTADOS UNIDOS MEXICANOS
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Figura 3: Regiones faunisticas y ecosistemas principales de México, (INEGI, 2016).



Figura 4: Distribucion de serpientes del género Micrurus en la Republica
mexicana. (CONABIO, 2006).

I1.2 Micrurus distans.

La serpiente de coral del oeste Mexicano (Micrurus distans) es la especie en la cual se
enfoca este estudio. Se encuentra distribuida en las estados de Sonora, Sinaloa, Jalisco,
Nayarit, Colima, Michoacan, Guerrero y Oaxaca entre otras (Bautista, Elizalde, Salinas, Islas, &
Wilson, 2019), (Figura 5), principalmente en ecosistemas compuestos por selva baja, selva
mediana y alta, bosque templado y matorrales aridos y semiéridos (Figura 3).

Presenta 4 subespecies: M. distans distans (Kennicott, 1960) las cuales se pueden
encontrar distribuidas en las zonas del sudoeste de Chihuahua, sur de Sonora y noroeste de
Nayarit; M. distans michoacanensis (Kennicott, 1960) en Michoacan y Guerrero; M. distans
oliveri (Roze, 1967) en Colima y Jalisco, y M. distans zweifeli (Roze, 1967) en Nayarit, Jalisco y
Aguascalientes (Rodriguez & Diaz, 1996).

Estas serpientes miden entre 50 y 70 cm de longitud total, cuentan con el patron de
coloracién caracteristico de entre 6 a 20 anillos rojos, negros y amarillos dispuestos de manera
monadal (rojo-amarillo-negro-amarillo-rojo...) (Figura 6). Son serpientes de habitos
semifosoriales y crepusculares, son oviparas, cuentan con una dentadura proteroglifa y se
alimentan principalmente de lagartijas y serpientes de menor tamafio (Neri, Benard, & Alagon,
2014) .

Se trata de una serpiente endémica de México (CONABIO, 2021) que debido a su amplia
distribucion en la Republica Mexicana, puede ser considerada como una especie de importancia
médica (Bolafios, Cerdas, & Abalos, 1978).



Figura 5: Distribucion potencial de Micrurus distans (serpiente coralillo del occidente
mexicano), (Bautista, et al., 2019).

Figura 6: Micrurus distans. Fotografia: FONATUR,
Sinaloa.



A pesar de la amplia distribucién que existe de esta especie en nuestro pais, la composicién de
Su veneno nunca ha sido estudiada a detalle.

1.3 EPIDEMIOLOGIA.

El accidente ofidico se define como una lesion cutanea causada por la mordedura de la
serpiente, seguida de la inoculacion de sustancias toxicas, en este caso el veneno, que lesionan
los tejidos, causando asi cuadros fisiopatoldgicos de diferentes gravedades (CENETEC, 2020).

En el mundo se estima que por lo menos ocurren 421,000 envenenamientos por
mordedura de serpiente al afio, de los cuales 20,000 terminan en muerte. Estas cifras pueden
incluso llegar hasta 1, 841,000 envenenamientos con 94,000 muertes anuales (Figura 7). Las
zonas mas afectadas por casos de envenenamiento corresponden a: India (81,000); Sri Lanka
(33,000), Vietnam (30,000), Brasil (30,000) y Nepal (20,000) (Kasturiratne, et al., 2008),
mientras que México cuenta con aproximadamente 4,000 casos por afio (Chippaux, 2017).

Numeros globales
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>4 l - 4 <&
p | =5
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Figura 7: Distribucion geogréfica del nimero estimado de envenenamientos y muertes por mordedura de
serpiente (Gutierrez, et al., 2017).

De acuerdo al Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica (SINAVE) el cual
pertenece a la Secretaria de Salud, en el periodo de 2003 a 2019 se registraron un promedio
de 3,893 casos de envenenamiento por serpiente, sin embargo estos datos son sélo un
aproximado debido a que muchos de ellos suceden en zonas rurales y son atendidos mediante
otras técnicas de medicina alternativa, como chamanes o curanderos, entre otros, por lo que no
son registrados. También cabe mencionar que la SINAVE solo recaba informacién del 49.9%
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de las unidades prestadoras de servicios médicos registrados en el Catalogo de Clave Unica
de Establecimientos de Salud (CLUES) que pertenece a la Secretaria de Salud, por lo que
incluso los casos que se tienen registrados, representan solo una parte de los casos totales en
la Republica Mexicana (Castro, et al., 2020).

Entre los datos recabados por la SINAVE se determind que la incidencia de casos de
mordedura de serpiente suceden mayormente en el género masculino con un 63.3%, mientras
que el género femenino presenta 33.7%. Aunque no hay estudios que expliquen la diferencia
en estos porcentajes, se puede suponer que esta dado debido a que la mayoria de los casos
por mordedura suceden en zonas rurales, donde las actividades de mayor riesgo, tales como
agricultura y ganaderia son desempefiadas en su mayoria por el género masculino. También
se ha observado, a partir de datos del Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica
(INEGI), que la mayor parte de estos casos de envenenamiento son causados por ejemplares
pertenecientes a la familia Viperidae (Castro, et al., 2020); (INEGI, 2016).

En México, hasta 1995 se reportaron 27,500 accidentes anuales con 136 defunciones.
Mientras que en el periodo de 2003 a 2006 se registraron 14,858 casos y un promedio anual de
3,714.5 incidentes (Rivera, et al., 2009). Del total de casos por envenenamiento por serpientes,
los relacionados con las serpientes de coral representan el 4% a nivel mundial y el 2% para
México aunque esta cifra podria ser menor, no obstante, del total de casos por envenenamiento
por coralillos, aproximadamente el 40% son letales sin antiveneno debido al efecto neurotoxico
de su veneno (Zavala, et al., 2002).

1.4 CUADRO CLINICO Y TRATAMIENTO

Cuando un paciente se reporta con mordedura de serpiente de coral o una exposicion
de la membrana mucosa a su veneno, es importante determinar cuando ocurrié la mordedura
debido a que los efectos neurotéxicos y la insuficiencia respiratoria pueden demorarse hasta 13
horas (Corbett & Clark, 2017).

Los sintomas que se presentan en primera instancia incluyen dolor ligero o moderado en
el sitio de la mordedura, aunque puede no tener marcas de puncién, nauseas, vomito y dolor
abdominal (Hessel & McAninch, 2020).

La neurotoxicidad generalmente se presenta con déficits motores progresivos, entre ellos
déficits de los nervios craneales, como ptosis, disartria y disfagia, asi como debilidad y paralisis
descendiente en los musculos de manera progresiva. (Figura 8).

Es importante considerar que los pacientes pueden presentar paralisis de los musculos
respiratorios con insuficiencia pulmonar. Esta es la complicacion que incrementa las
probabilidades de mortalidad causada por el veneno de las serpientes de coral (Hessel &
McAninch, 2020).
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Figura 8. Accidente ofidico por serpiente de coral. Figura A: cuadro de déficit en los nervios craneales. Figura
B: complicacion por insuficiencia pulmonar, (Warrell, 2010).

1

Actualmente, el tratamiento de las mordeduras de serpientes de coral se lleva a cabo
mediante el uso de antivenenos especificos.

Los antivenenos se desarrollan mediante la inoculacién de veneno de la especie de
serpiente de interés en animales de talla grande como caballos u ovejas, primero en pequefas
dosis, aumentandose progresivamente. Como respuesta a las aplicaciones periodicas el
sistema inmune del animal utilizado genera anticuerpos contra las toxinas del veneno.
Posteriormente se realiza la obtencion de la sangre, la cual es almacenada en bolsas estériles
con anticoagulante. Por medio de eritrosedimentacion se obtiene el plasma sanguineo, el cual
es fraccionado para la obtencién de los anticuerpos, los cuales son posteriormente purificados
para obtener el producto final. (Garcia & Velasco, 2020).

Los antivenenos pueden desempefiar funciones polivalentes, es decir, que pueden
contrarrestar el efecto del envenenamiento por diferentes especies de Micrurus debido a la
similitud que existe entre los venenos, esto conocido como reaccion cruzada (Bolafios, Cerdas,
& Abalos, 1978); (Sanchez, et al., 2003).

Actualmente existen un par de antivenenos comerciales de serpiente coral: el antiveneno
“‘Antivenin” anti-M. fulvius (E.U.A.) y “Coralmyn” anti Micrurus nigrocinctus. (México). También
existen algunos sueros experimentales que han mostrado eficiencia, como anti-M. nigrocinctus
y M. alleni (Costa Rica), anti-M. mipartitus (Costa Rica) y anti-M. frontalis y M. corallinus, aunque
estos siguen siendo estudiados (Brasil y Argentina) (Bolafos, et al., 1978).

Como se habia mencionado anteriormente, en México contamos con solo un antiveneno
antiofidico especifico para serpientes de coral: Coralmyn®, producido por laboratorios Silanes.
Es un antiveneno anticoral polivalente obtenido por medio de la inmunizacién de caballos con
el veneno de la serpiente M. nigrocinctus. Esta compuesto por fragmentos de inmunoglobulinas
F(ab’)2 purificados.

Hasta ahora este antiveneno ha mostrado su utilidad en casos clinicos, sin embargo, hay
especies en las que la eficacia es mayor que en otras (Roodt, et al., 2004). Esto representa un
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problema porque, en la mayoria de los casos, las especies causantes de las mordeduras no
pueden ser identificadas.

1.5 LOS VENENOS.

Los venenos de las serpientes estan compuestos en su mayoria por una mezcla de
polipéptidos pertenecientes a mas de 20 familias proteicas y que incluyen toxinas, enzimas y
péptidos pequefios. Su inoculacion mediante mordedura puede producir cuadros de
envenenamientos diversos y extremadamente complejos. La gravedad de estas patologias
depende de factores propios del veneno, la mordedura, la presa, y las lesiones producidas, que
en caso de no tratarse a tiempo pueden ser letales (Nogués, et al., 2008).

En los coralillos, la principal caracteristica del veneno es la neurotoxicidad, también se
han encontrado reportes en modelos experimentales de algunos venenos de Micrurus que
pueden ocasionar miotoxicidad, citotoxicidad y lesiones locales. Estudios en venenos de otros
elapidos han demostrado que también pueden tener actividad cardiotdéxica, hemolitica,
hemorragica y edematogénica, entre otras (Kochva, 1987).

Entre los componentes principales de los venenos de coralillos, los que se han
relacionado con la accion neurotoxica son: las fosfolipasas A2 (PLA2) con actividad [-
neurotdxica y las a-neurotoxinas de la familia de tres dedos (3FTx). Se ha demostrado que los
miembros de estos grupos actlan sobre la placa neuromuscular impidiendo la liberaciéon
presinaptica del neurotransmisor acetilcolina, como en el caso de algunas fosfolipasas (-
neurotoxinas), o bloqueando su unién al receptor postsinaptico de acetilcolina (a-neurotoxinas).
Ambos tipos de proteinas causan pardlisis flacida del musculo esquelético (Kini, 2003);
(Nirthanan & Gwee, 2004). Ademas, ambas familias proteicas tienen miembros con actividades
farmacolégicas muy diversas, que incluyen miotoxicidad en el caso de PLA2z (Kini, 2003);
(Montecucco, et al., 2008) y cardiotoxicidad en el caso de toxinas de tres dedos, entre muchas
otras (Kini & Doley, 2010).

Estas familias proteicas estan presentes en todos los venenos de las especies de
Micrurus estudiadas, sin embargo, se encuentran en diferentes proporciones y se han
identificado componentes diferentes presentes en cada veneno. Vital Brazil (1978), utilizando
como modelo los venenos de las especies M. fulvius, M. frontalis, M. lemniscatus y M. corallinus,
propuso un modelo para describir las diferentes actividades que presentan los venenos en los
organismos afectados. En ese trabajo, se propuso dividir los venenos en 4 grupos: venenos que
actlan solo con actividad postsinaptica, venenos que solo actian con actividad presinaptica,
venenos que presentan neurotoxicidad postsinaptica y presinaptica, y venenos que presentan
neurotoxicidad postsinaptica e inducen despolarizacion de la membrana muscular (Brazil &
Fontana, 1987).

Enseguida, se describen las principales familias proteicas encontradas en los venenos
de las serpientes del género Micrurus.

1. Fosfolipasas Az (PLA2):

Las fosfolipasas de tipo A, son enzimas que catalizan la hidrolisis del enlace éster en la
posicion sn2 de los glicerofosfolipidos para liberar lisofosfolipidos y acidos grasos de cadena
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libre, alterando asi la membrana celular en la que se encuentran (el tipo celular puede variar y
con ello las patologias) (Figura 9). Al catalizar esta reaccion, participan en diferentes procesos
bioldgicos de importancia tales como la homeostasis de las membranas celulares, digestion de
lipidos, transduccion de sefales y la produccion de mediadores de lipidos como eicosanoides
y derivados de lisofosfolipidos que exhiben diversas y potentes acciones biologicas (Valentin &
Lambeau, 2000).
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Figura 9. A: Mecanismo de accion de PLA; en membrana celular. (Fei, et al., 2018). B: Hidrdlisis del enlace
sn2 de un fosfolipido, catalizada por una PLA; (Kini, Phospholipase A2: structure, function and mechanism,
1997).

La actividad de las enzimas PLA, se encontré por primera vez en el jugo pancreatico y
en el veneno de las serpientes. Debido a la abundancia de estas enzimas en los venenos de
las serpientes y la facilidad que implica su purificacion, las PLA, presentes en los venenos han
sido las mas estudiadas. Se sabe actualmente, que hay una gran diversidad de enzimas PLA,
presentes en los venenos de las serpientes, con formas cataliticas activas e inactivas. También
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muestran funciones digestivas importantes, entre ellas una gran variedad de actividades toxicas
y farmacoldgicas, incluyendo la neurotoxicidad (Valentin & Lambeau, 2000).

Las PLA2, presentes en venenos animales, se clasifican en tres grupos:

» Grupo I: se encuentran en Elapidos e Hidrofidos.

» Grupo lI: estan presentes en Vipéridos.

» Grupo lll: se encuentran en veneno de abejas e invertebrados como medusas, abejorros,
escorpiones y algunos lagartos (Heloderma).

La diferencia entre los grupos |, 1l y Ill reside en su estructura. Las PLA2 de los grupos 1 y |l
estan particularmente bien conservadas en sus estructuras primarias y terciarias, sus cadenas
polipeptidicas principales son casi superponibles y comparten seis enlaces disulfuro. El grupo |
se distingue por la presencia de una secuencia de propéptidos y el llamado motivo "pancreatic
loop”, una extension en el extremo C-terminal, llamado asi debido a que también se encuentra
en las PLA2 del jugo pancreatico humano. Las PLA, de veneno del grupo Il contienen solo diez
cisteinas y se encuentran compuestas por una o dos subunidades. Estan poco relacionadas
con las enzimas del grupo | y Il, y la comparacion de sus estructuras primarias indica una
homologia en su secuencia solo en el bucle Ca? y en las regiones del sitio activo, aunque
existen algunas excepciones (Valentin & Lambeau, 2000).

A pesar de algunas caracteristicas comunes, como la estructura primaria conservada, las
PLA2 pueden mostrar diferentes efectos farmacolégicos, como la miotoxicidad (incluso sin la
actividad catalitica) y la neurotoxicidad, que contribuyen a los sintomas de envenenamiento.

Como se habia mencionado anteriormente, las PLA2 con actividad B-neurotéxica
producen un bloqueo persistente de la liberacion de acetilcolina de las terminales nerviosas de
la placa neuromuscular. De acuerdo con Caccin, P. y colaboradores (2006), la paralisis inducida
por estas enzimas se lleva a cabo en tres fases: Una fase inicial de inhibicion débil de la
liberacién de acetilcolina, seguida por una segunda fase prolongada de liberacién facilitada que
se fusiona en una tercera fase de disminucion progresiva de la neurotransmision, hasta llegar a
una pardlisis total. Cabe mencionar que por medio de microscopia electrénica se han logrado
observar en la tercera fase terminales axénicos hinchados y agrandados con disminucion de
las vesiculas sindpticas que podrian ser evidencias de lisis (Caccin, et al., 2006).

Actualmente este tipo de enzimas se encuentra presente en todos los ejemplares de
Micrurus estudiados, tales como M. nigrocinctus nigrocinctus, M. alleni yatesi, M. multifasciatus,
M. fulvius, M. frontalis, M. lemniscatus y M. corallinus, entre otros. Por otra parte, también se
han llegado a encontrar especies donde son poco abundantes y no letales, como en la serpiente
de coral brasilefia Micrurus surinamensis, cuyo veneno esta constituido principalmente por 3FTx
(Olamendi-Portugal T, 2008); (Oliveira, et al., 2017).

2. a-Neurotoxinas:

Las toxinas de la familia de tres dedos se caracterizan por poseer una estructura distintiva
formada por tres bucles que emergen de un nucleo hidréfobo globular pequefio que esta
reticulado por cuatro puentes disulfuro; los tres bucles se asemejan a tres dedos extendidos de
la mano (Nirthanan & Gwee, 2004), lo que explica su nombre.
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Dentro de la familia de las toxinas de tres dedos se encuentran las a-neurotoxinas, que
son toxinas no enzimaticas que actdan en el receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR),
blogueandolo.

Se ha logrado identificar a-neurotoxinas en abundancia dentro de los venenos de
elapidos y actualmente se han purificado y secuenciado cerca de 50 de estos polipéptidos
neurotéxicos. Todos ellos presentan similitud estructural entre si: son moléculas basicas y, en
funcion de su masa molecular, son clasificadas en tres grandes grupos: toxinas de cadena corta
(grupo I: 60 a 62 aminoacidos y 4 puentes disulfuro), toxinas de cadena larga (grupo Il: 71 a 74
aminoacidos y 5 puentes disulfuro) y no convencionales (grupo lll: Pueden variar en su longitud
y en sus enlaces disulfuro con respecto al grupo | y 1l) (Figura 10). Estas toxinas presentan
diferencias en cuanto a su estabilidad frente a liofilizacién, modificaciones quimicas, entre otras
(Nirthanan & Gwee, 2004); (Giron, et al., 1999).

II II II

Figura 10. Estructura terciaria de toxinas de cadena larga (A), de cadena corta (B), y ho convencionales
(C) pertenecientes al grupo de las a-neurotoxinas de la familia de 3FTx. (Guselvin & Meiler, 2020).

Las a-neurotoxinas de cadena corta y larga que se han encontrado en venenos de
elapidos interfieren con la transmision colinérgica en la unién neuromuscular del muasculo
esquelético al unirse con alta afinidad y selectividad a los NAChR postsinapticos para producir
un bloqueo de la transmisién neuromuscular (Figura 11). Algunos ejemplos de tales toxinas
incluyen: a-bungarotoxina (Bungarus multicinctus) y erabutoxina-b (Laticauda semifasciata)
(Nirthanan & Gwee, 2004).
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Despolarizacién

Figura 11. Receptores nicotinicos de acetilcolina en el
botén presinaptico del misculo esquelético (bloqueo por
accion de a-neurotoxinas). (BioRender, 2021).

Como se habia mencionado anteriormente, la secuencia primaria de las toxinas puede
llegar a variar entre ellas, estas variaciones pueden ocasionar diferencias relevantes en su
reconocimiento y neutralizacién por los antivenenos existentes, por lo que es muy importante
su estudio.

1.6 ANTECEDENTES.

Benard Valle y colaboradores (2013; 2020) llevaron a cabo caracterizaciones bioquimicas de
los venenos de dos especies de coralillos: Micrurus tener (2013) y Micrurus browni (2020), con
el fin de determinar las principales familias proteicas presentes en los venenos, asi como su
proporcién y su papel en la letalidad y sus interacciones.

En los resultados obtenidos para Micrurus tener, se pudo observar una mayor proporcion
de toxinas de la familia de 3 dedos en el veneno completo (46%) que de fosfolipasas de tipo A,
(20%), sin embargo se encontré que aunque la proporcion de 3FTx era mayor, la letalidad
estaba estrechamente relacionada con fosfolipasas A, neurotoxicas, las cuales corresponden a
un 14% del veneno completo. También, se observo una actividad fosfolipasa de 113.2 U/mg y
una dosis letal media (DLs,) de 22.8 pg/raton (Valle et al., 2013).

En los resultados obtenidos para Micrurus browni, por otra parte, se pudo observar que
el veneno estd conformado principalmente por fosfolipasas de tipo A, (38.1%), seguido de
toxinas de la familia de 3 dedos (26.4%), en el caso de este veneno, la letalidad estaba dada
principalmente por fosfolipasas A, neurotoxicas (9.5% del veneno completo), aunque también
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se vio reflejada actividad letal por parte de una a-neurotoxina (4.9% del veneno completo).
También se pudo observar una actividad fosfolipasa de 284.6 U/mg y una dosis letal media
(DLso) de 3.23 pg/ratén (Valle, et al., 2020).

También, en otro estudio, Carbajal Saucedo y colaboradores (2013) realizaron un
andlisis de las propiedades toxicoldgicas y caracteristicas inmunoquimicas del veneno de la
serpiente de coral Micrurus laticollaris donde se logré obtener una caracterizacion del veneno
completo, asi como la identificacion, aislamiento y clonacion de una a-neurotoxina encontrada
y denominada MlatAl. En los resultados obtenidos se encontré que el veneno de M. laticollaris
al igual que las serpientes de coral antes mencionadas, cuenta con una mayor proporcion de
PLA, que de 3FTx, sin embargo en este caso particular, la toxicidad de esta especie parece
estar mas relacionada a la fraccidon 2.1, subfraccion 2, denominada “MlatAl” y que presenta
caracteristicas de 3FTx (6673.0 unidades de masa molecular) con altos niveles de
neurotoxicidad (DLso de 1.27 pg/raton).

Comparando los resultados obtenidos, se puede observar que existe una variacién en
cuanto a la composicion de los venenos, a pesar de ser serpientes de coral Mexicanas. Es
interesante observar que aunque existe una diferencia entre la proporcion de PLA, y 3FTX, en
Micrurus browni y Micrurus tener, la letalidad en estas dos especies esta dada principalmente
por PLA, neurotdxicas, mientras que en Micrurus laticollaris, a pesar de también presentar un
perfil mas abundante en PLA,, la letalidad esta determinada principalmente por una 3FTx.

Estos son los Unicos estudios detallados hasta el momento que describen el veneno de
especies de Micrurus mexicanas, por lo que es importante continuar con su investigacion,
también ayudan a complementar la informacion de las serpientes de coral Mexicanas,
especialmente sobre la composiciéon y funcién de su veneno, asi como de los componentes
relacionados con su letalidad, lo cual es de importancia ya que los estudios son escasos.

Por otra parte, Dart R. (1992) y colaboradores llevaron a cabo un estudio donde se planteaba
realizar la neutralizacion del efecto de la mordedura de serpiente por la especie Micrurus distans
utilizando un antiveneno efectivo para Micrurus fulvius. Para este estudio, se tomaron muestras
de veneno de un ejemplar de M. distans de 122 cm de largo, que habia sido colectado en el sur
de Sonora. Con la muestra tomada del veneno de este ejemplar se procedid a realizar un
ensayo de inmunodifusibn y un ensayo de identificacion de la eficacia del antiveneno
“‘Antivenin®”’. En los resultados se pudo observar, para el ensayo de inmunodifusién, la
formacion de bandas marcadas, sobre todo en bajas concentraciones de veneno de M. distans,
lo que indica un reconocimiento del antiveneno. También se encontr6 que la LDs, para M.
distans correspondia a 0.71 pg/g de peso corporal. Estos resultados, sugirieron que el
antiveneno “Antivenin” podria ser util en el tratamiento del envenenamiento por M. distans (Dart,
et al., 1992).

A pesar de esto y aunque se sugiere que este antiveneno podria ser eficaz contra el
efecto del veneno de M. distans, las caracteristicas bioquimicas y biol6gicas de su veneno auln
siguen siendo desconocidas. Aun cuando los casos de mordedura por M. distans son raros, los
que se han llegado a reportar notifican intervencion de centros toxicologicos de la frontera
mexicana y estadounidense, donde se han tratado cuadros clinicos de esta naturaleza, asi
como una defuncion a causa de ésta especie (Dart, et al., 1992).
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1.7 JUSTIFICACION.

La serpiente de coral Micrurus distans puede considerarse una especie de importancia
meédica en México debido a que existen reportes de envenenamiento y cuenta con una amplia
distribucion geografica. A pesar de ello, no existen estudios sobre la caracterizacion de su
veneno ni la capacidad neutralizante de los antivenenos actuales contra éste, por lo que la
informacion obtenida en el presente trabajo puede ser de utilidad para el futuro mejoramiento
de antivenenos comerciales. Cabe mencionar que las propiedades y caracteristicas de los
venenos de las serpientes de coral en su mayoria siguen siendo desconocidas ya que las
investigaciones relacionadas con la caracterizacion de los venenos para el desarrollo y
mejoramiento de los antivenenos son escasas, esto debido a la dificil mantencion de los
individuos de esta especie en cautiverio por sus caracteristicas fisicas, habitos alimenticios y
de comportamiento, ademas de su baja produccion de veneno.

El estudio de esta especie ademas complementara la informacion existente sobre la
diversidad de especies de serpientes venenosas en México, pues aportara datos importantes
para el estudio de su evolucion, historia de vida y nicho ecoldgico.

[ll. OBJETIVOS.

1.1 GENERALES.

Caracterizar el veneno de la serpiente de coral M. distans de forma bioquimica y biolégica
enfocandose en la identificacién de componentes tdxicos para ratones.

1.2 PARTICULARES.

« Evaluar la presencia de variacion entre los venenos de individuos de la especie M.
distans.

« Caracterizar la actividad enzimética y bioldgica del veneno completo.

» Fraccionar el veneno de la serpiente de coral M. distans mediante HPLC de fase reversa.

» Caracterizar las fracciones obtenidas.

» ldentificar y caracterizar componentes con toxicidad para ratones.

IV. HIPOTESIS

El veneno de M. distans esta compuesto principalmente de fosfolipasas A, y toxinas de
tres dedos con actividad neurotoxica.

V. METODOLOGIA.

Se parti6 de 8 muestras de venenos de distintos ejemplares de la especie Micrurus
distans, la mayoria correspondientes a la misma zona geografica. Como parte de la
determinacion de variacion entre los venenos individuales, se realizaron ensayos de
electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) en condiciones desnaturalizantes y
cromatografia liquida de alta definicion, en fase reversa (RT-HPLC), asi como un ensayo
titulométrico de actividad fosfolipasa en yema de huevo al 10%.
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Para la segunda parte del proyecto, se seleccionaron 3 ejemplares de los 8 mencionados
anteriormente, los cuales fueron utilizados para realizar una mezcla de venenos (4 mg totales
de cada veneno), una vez realizada, se procedi6 a llevar a cabo la determinacion de la dosis
letal media (DLs,), posteriormente se fraccion6 por medio de RT-HPLC, a la mezcla de veneno
completa se le realizaron también ensayos de actividad fosfolipasa en yema de huevo al 10% y
actividad proteasa en azocaseina.

Para la tercera parte, se realizo la caracterizacion de las fracciones obtenidas, realizando
un ensayo de SDS-PAGE en condiciones reductoras y no reductoras. Posteriormente, se
determinaron las fracciones letales del veneno por medio de ensayos de letalidad en 1 ratdn
por fraccidbn (xx ug/ratdon) y una vez obtenidas, se realizaron determinaciones de masas
moleculares a las fracciones mas abundantes del veneno, asi como a las letales, por medio de
espectrometria de masas con ionizacién por electrospray (ESI-MS). También se realizaron
ensayos de actividad fosfolipasa en placas de agarosa con yema de huevo al 10% vy
secuenciacion del N-terminal como complemento del estudio (Figura 12).

A los venenos individuales y a las fracciones se les realizé un ensayo de actividad
procoagulante/anticoagulante con el motivo de complementar los resultados obtenidos.

1. Electrofaresis (SDS-PAGE).
2. Actividad fosfolipasa.
3. HPLC de fase reversa.

VENENO COMPLETO
DE INDIVIDUQS DE
M. distans

r
1. Electroforesis (SDS-PAGE).
2. Actividad fosfolipasa.

CRACCIONES 3. Actividad pro/anticoagulante.
- 4, Letalidad.

5. Determinacién de masas (ESI).

6. Secuenciacién N-terminal.
1. HPLC de fase reversa. . /

2. Letalidad (DLso)-
3. Actividad fosfolipasa.

MEZCLA DE VENENOS

4. Actividad proteasa.
5. Actividad pro/anticoagulante.

Figura 12. Cuadro metodolégico.

V.1 VENENOS.

Se obtuvieron muestras de veneno de ejemplares de la especie M. distans anteriormente
colectadas y almacenadas en el banco de venenos del laboratorio del Dr. Alejandro Alagon
(Tabla 1). La extraccion del veneno se realizo de forma manual, la recuperacion del veneno se
realizé utilizando agua destilada y se colocé en un tubo nuevo. Posteriormente fue centrifugado
3 min a 13,400 g para remover detritos celulares y el sobrenadante fue congelado con nitrégeno
liquido y liofilizado. Los venenos liofilizados fueron almacenados a 4 °C hasta su uso.
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Antes de utilizarse, todas las muestras fueron pesadas para obtener alrededor de 2.0 mg
de veneno, como se muestra en la tabla 1:

Tabla 1. Procedencia de los venenos utilizados.

ESPECIE CODIGO FECHA DE EXTRACCION LOCALIDAD PESO (mg)
Micrurus distans HK156 16/06/18 Estacién de Bioclogia Chamela, | alisco. 2.1
Micrurus distans HK155 16/06/18 Estacion de Biologia Chamela, ] alisco. 2.2
Micrurus distans Mdis3 27/08/03 Estacién de Biologia Chamela, | alisco. 2.2
Micrurus distans HK136 09/10/04 Estacion de Biologia Chamela, ] alisco. 2
Micrurus distans HK137 09/10/04 Estacion de Biologia Chamela, ] alisco. 2.1
Micrurus distans G0515 desconocido Coahuayana, Michoacan. 2
Micrurus distans HK151 09/08/10 Estacién de Biologia Chamela, | alisco. 0.6
Micrurus distans HK154 11/08/10 Estacién de Biologia Chamela, ] alisco. 2

Las muestras seleccionadas se resuspendieron en 1ml de PBS (NaCl 137 mM, KCI 2.7
mM, NazHPO4 8 mM y KH2PO4 2 mM, pH 7.4), posteriormente se colocaron en centrifugacion
durante 2 minutos a 14,000 xg para eliminar posibles contaminantes. Una vez centrifugadas se
tomé el sobrenadante y se coloco en tubos nuevos, obteniendo asi las fracciones de interés a
una concentracion aproximada de 2 mg/ml, tomando en cuenta las cantidades anteriormente
pesadas.

Para la elaboracion de la mezcla de venenos, se seleccionaron a los individuos HK156,
HK155 y Mdis3, debido a que las muestras de veneno se encontraban en mayor proporcion y
en mejor estado de conservaciéon. De ellos se tomaron 4 mg (cuantificado por BCA) de veneno
y fueron resuspendidos en 1 ml de PBS, posteriormente centrifugados 3 minutos a 13,400 rpm
para quitar contaminantes y colocados en tubos nuevos, una vez obtenidos los productos
finales, fueron liofilizados y mezclados en proporciones iguales.

V.2 Cuantificacion de proteinas (Absorbancia a 280 nm y acido bicinconinico).

La espectrofotometria UV es una técnica que mide la interaccion de moléculas con la
radiacion electromagnética, la energia de la luz es utilizada para promover electrones de un
estado de excitacion a otro, en este proceso la energia de la luz es absorbida y dependiendo
de las caracteristicas de las moléculas contenidas en la muestra, esto sucede a diferentes
longitudes de onda. En este caso particular, la absorcion utilizada corresponde a 280 nm ya que
se basa en la propiedad de las proteinas de tener un maximo de absorcion a 280 nm, debido al
contenido de los aminoacidos aromaticos triptéfano y tirosina (Sosa & Sanchez, 2004).

Las proteinas poseen coeficientes de extincion molar a 280 nm (E2s0 que pueden variar
de acuerdo a su composicion aminoacidica entre 0,4-1,5). En el caso de muestras complejas
de proteinas, puede considerarse que una unidad de absorbancia corresponde
aproximadamente a una concentracion (C) de 1 mg/ml de proteinas.

De acuerdo a la ley de Lambert-Beer, la totalidad de la luz que pasa a través de una
muestra puede disminuir debido a 3 fendmenos: la concentracion (C), la distancia (I) y el
coeficiente de extincion de la muestra (€):

ExD

20




El método del acido bicinconinico (BCA) genera una reaccion colorimétrica detectable a
562 nm. Este método consiste en combinar la reduccion del Cu?* a Cul* en medio alcalino, con
la captacion selectiva del Cul* utilizando el &cido bicinconinico. El producto de la reaccion
muestra un color morado formado por el complejo de BCA con un ion Cu'*. La estructura, el
namero de enlaces peptidicos y la presencia de aminoacidos tales como: cisteina, triptéfano y
tirosina, son los responsables de dar inicio a la reaccion. La concentracion de proteinas se
determina a partir de una curva de calibracion construida con una proteina de referencia de
concentracion conocida. (Véase protocolo en Anexo IX.I).

V.3 SDS-PAGE.

La electroforesis desnaturalizante es una técnica que permite la separaciéon de una
mezcla proteica segun su masa molecular aparente, inicialmente descrito por Ulrich Laemmli
(1970). Esta técnica se lleva a cabo utilizando un campo eléctrico que provoca la movilidad de
las proteinas de acuerdo a su carga en un gel formado de un polimero de acrilamida-
bisacrilamida. La separacién de proteinas tiene lugar debido a la friccibn que éstas tienen con
la estructura del gel, dependiendo de la concentracion de acrilamida (Romero, et al., 2019).

Se cargaron 15 pg de cada veneno individual y 3 pg de las fracciones en geles de
poliacrilamida-SDS al 15%, para fines comparativos se utilizaron 15 pug de la mezcla de los
venenos. Las muestras se corrieron en condiciones reductoras (en presencia de persulfato de
amonio al 10%), bajo las cuales se rompen los puentes disulfuro presentes en las proteinas; y
para en condiciones no reductoras. La estimacion del peso molecular se llevé a cabo utilizando
15 ug de marcador molecular para proteinas pretenidas de intervalo amplio (6 — 175 KDa),
posteriormente los geles fueron tefiidos utilizando azul de coomassie. (Véase protocolo en
Anexo IX.I1).

V.4 ACTIVIDAD FOSFOLIPASA MEDIANTE ENSAYO TITULOMETRICO Y SOBRE
PLACAS DE AGAROSA - YEMA DE HUEVO 10%.

Para medir la actividad fosfolipasa presente en los venenos, se realizé un ensayo
titulométrico en yema de huevo al 10%, el cual se basa en observar la capacidad del veneno
para reducir el pH en la solucion. Esto sucede debido a que la hidrdlisis del enlace sn-2 de los
fosfolipidos, catalizada por las fosfolipasas Az, genera la liberacion de un acido graso, el cual
por la liberacion de un proton acidifica el medio en el que se encuentra, que en este caso
corresponde a pH 8.0. La adicion de NaOH permite compensar la cantidad de protones disueltos
en el medio por la reaccion con OH-, formando asi moléculas de agua y estabilizando el pH de
la solucion hasta que la cantidad de OH- es rebasada por la cantidad de protones.

La cantidad de NaOH afiadida capaz de mantener el pH alrededor de 8.0 esta en funcion
de la cantidad de protones liberados al medio, por lo que actiia como una medida indirecta de
la actividad enzimatica. La actividad enzimatica (U) se define como pmoles de NaOH
consumidas por minuto y es expresada en unidades especificas (U/mg). (Véase protocolo en
Anexo IX.111).

Por otra parte, para analizar la actividad fosfolipasa de las fracciones de la mezcla de
venenos, se realiz6 un ensayo de actividad fosfolipasa en placas de agarosa, el cual cumple
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con el mismo fundamento mencionado anteriormente. Se lleva a cabo utilizando solucion de
yema de huevo al 10%, la cual se adiciona de CaCl, (20 mM), Triton X-100 (100 pl), rodamina
6G (0.1%) como colorante y agarosa (0.01%). La acidificacion del medio por accién de la
actividad enzimatica de las fosfolipasas genera un cambio de color debido al colorante
Rodamina, en forma de halo, dependiendo de la actividad, el halo tendra un menor o mayor
tamafo. Se adiciond 1 ug de cada fraccion por pozo y se dejo incubando 24 horas a 37°C. Por
medio del software ImageJ® se realizd la determinacion del diametro de los halos y se
compararon los resultados obtenidos.

V.5 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION EN FASE REVERSA (RP-
HPLC).

La cromatografia liquida de alta resolucion es una técnica utilizada para separar a los
componentes de una mezcla basandose en los diferentes tipos de interacciones quimicas entre
las sustancias. En particular el RP-HPLC consiste en una fase estacionaria no polar y una fase
movil polar. La fase estacionaria generalmente se encuentra compuesta de silica con cadenas
de hidrocarburos de longitud variable, mientras que la fase mévil es la portadora de la muestra
de interés.

La muestra en solucion es inyectada a la fase movil y los componentes de la solucién
son separados de acuerdo a las interacciones no-covalentes de los compuestos con la columna.
Las interacciones quimicas determinan la separacion de las moléculas contenidas en la
muestra, asi como también la fuerza de adsorcion y las interacciones entre el compuesto polar
y la fase estacionaria polar.

Se utilizd6 una columna analitica Cis (Marca Pursuit®, modelo xRs-C18, tamafio de
particula 5 um, dimensiones: 250 x 4.6 mm). Se cargaron 2 mg de cada veneno en 200 pl de
5% acetonitrilo y 0.1% de acido trifluoroacético (TFA). El flujo fue de 1 ml/min. Solucion A (dH20
+ 0.1% TFA), solucion B (Acetonitrilo + 0.1% TFA).

El gradiente utilizado se muestra en la tabla 2:

Tabla 2. Gradiente utilizado (RP-HPLC).

Gradiente
Tiempo (min) % B
0-5 0
5 0
15 15
75 45
87 70
97 100
107 100

Las fracciones fueron monitoreadas a 214 nm y colectadas a mano.
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V.6 ACTIVIDAD ANTICOAGULANTE

Algunos venenos de serpientes contienen enzimas que actlan sobre proteinas de la
cascada de coagulacidon, como metaloproteinasas activadoras del factor X y serinoproteasas.
También se han llegado a encontrar componentes de los venenos que inducen a la degradacion
de la fibrina, evitando la formacion del fibrinégeno, entre otros (Sanchez, et al., 2015).

La actividad anticoagulante se determiné de la siguiente manera:

Se extrajo sangre de tres donantes humanos diferentes (20 ml/donante) en citrato de sodio
al3.2% en una proporcion 1:9 con la sangre. La sangre fue centrifugada a 2000 rpm durante 5
minutos para la obtencion del plasma. Se colocaron 200 pl de plasma en tubos de vidrio, se
incubaron a 37°C durante 3 minutos, posteriormente se les agregaron 15 pg de veneno a cada
uno y se volvieron a incubar durante 10 minutos a 37°C, finalmente se les agregoé calcio (50 pl)
y se observo el tiempo en el que se formd el coagulo. Como agente coagulante se utilizaron 15
ug de la mezcla de venenos y como control negativo 15 ul de PBS 1X. (Véase protocolo en
Anexo IX.V).

V.7 ACTIVIDAD PROTEASA

La actividad proteasa de los venenos se evalué utilizando una modificacion del método
descrito por Chen et al. (2004) y Yang et al. (2015) y modificado por Gutiérrez et al. (2008). Se
colocé azocaseina disuelta en una solucion estandar hasta una concentracion final de 10 mg/ml.
Posteriormente se colocaron 20 ug de veneno disuelto en 20 pL de NaCl 150 mM, se agregaron
a 100 pL de la solucién de azocaseina y se incubd durante 30 min a 37 ° C. Después de la
incubacion, la reaccion se detuvo afiadiendo 200 pl de &cido tricloroacético al 5%. Después, las
muestras se centrifugaron a 16,800 g durante 5 min; 150 pL del sobrenadante de cada muestra
se afadio a 150 yL de NaOH 500 mM en una placa de 96 pozos. Finalmente, se determindé la
absorbancia de la muestra a 570 nm.

Las unidades de actividad enzimatica (U) se definen como el cambio de 0.2 en la
absorbancia de la muestra por minuto.
(Véase protocolo en Anexo 1X.VI)

V.8 DOSIS LETAL MEDIA (DL5so)

Se le denomina dosis letal media (DLso) a la dosis de una sustancia que produce la
mortalidad en el 50% de la poblacion de individuos envenenados experimentalmente. Los
valores de DLso se utilizan como un indicador de la toxicidad aguda presente en una sustancia,
estos valores suelen expresarse en ug de sustancia téxica por g de peso animal, de esta manera
es posible realizar los calculos correspondientes para poder extrapolarse a otros organismos.

Se tomaron grupos de 3 ratones CD1 (18-22 g) por dosis de veneno (mezcla de venenos)
colocando 100, 60, 50, 40, 30 y 25 pg/raton via intravenosa y se sometieron a observacion
durante 48 h. La DLso fue estimada por medio del método de regresion no lineal, ajustando los
datos a una curva dosis-respuesta de forma sigmoidal.
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Se graficaron los resultados obtenidos utilizando el Software GraphPad Prism 4® donde
la abscisa corresponde al logaritmo de la dosis del veneno y la ordenada al porcentaje de
muertes. (Véase protocolo en Anexo IX.1V).

V.9 LETALIDAD DE FRACCIONES

Las fracciones mas abundantes de la mezcla de venenos fueron probadas inyectando
de manera intravenosa diferentes cantidades (20 y 40 pg/raton) a 1 raton de la cepa CD1 (18-
22 @), para determinar si existe actividad letal y cual es el rango (ug/g) en el que ésta se
presenta.

VI. RESULTADOS.
VI.1 ESPECTROFOTOMETRIA UV (280 nm) y BCA.

Se realizaron tres metodologias para la cuantificacion de proteinas en el veneno: el peso
seco del veneno (antes de ser resuspendido), el método de absorbancia a 280 nm y el método
del &cido bicinconinico. Las muestras de cada individuo fueron resuspendidas en 1 ml de PBS.
En la tabla 3 se muestran los valores obtenidos:

Tabla 3. Cuantificacion por tres métodos: Peso seco,
absorbancia a 280 nm y BCA. Venenos individuales de 8
eiemblares de la especie M. distans.

MUESTRA | PESO SECO (mg/ml) Azgo (DO) BCA (mg/ml)
HK156 2.1 1.816 2.339
HK155 2.2 2.047 2.227
Mdis3 2.2 1.812 2.494
HK136 2 1.35 0.848
HK137 2.1 1.12 1.17
Mdis4 2 1.89 2.063
HK151 0.6 1.44 1.451
HK154 2 1.97 1.867
Mezcla de

venenos ND 4.802 4.926

Como se puede observar en la tabla, en los resultados del peso seco hay diferencias
entre las cantidades de veneno pesadas, esto debido a que algunos de los venenos se
encontraban en porciones pequeiias por lo que no fue posible llegar a la cantidad esperada (2
mg). Por otra parte, se pueden observar diferencias entre el método de absorbancia a 280 nm
como en el de acido bicinconinico (BCA), de manera notoria en los individuos HK156, Mdis3 y
HK136. Cabe mencionar que la mezcla de venenos, por ser una mezcla de las muestras HK156,
HK155 y Mdis3 no cuenta con una cuantificacion en peso seco (mg/ml). Para todos los
experimentos realizados posteriormente se tomé en cuenta la cuantificacion obtenida por el
método de BCA.

24



VI. 2 SDS-PAGE DE VENENOS COMPLETOS.

Se realizaron SDS-PAGE al 15%, uno reductor y otro no reductor, donde se colocaron
en orden del 1 al 8 las muestras de los venenos completos de los diferentes individuos para ver
un aproximado del peso molecular de los componentes de cada veneno. Los resultados se
muestran en la figura 13:

A kDa = B kDa , - -

~135 ~135
~100 ~100 |
~75 ~75 |
~63 | ~B3
~48 | ~48 |
& ~35 |

~25 |
~20 |
~17
~11

MPM
HK156

HK155

Mdis3

HK136

HK137 [
Mdis4

HK151

HK154 |
MPM

HK156

HK155 |
HK136

Hk137 |
Mdisd |
HK151
HK154

Mdis3

Figura 13. SDS-PAGE 15%. 10 pg de veneno por carril. MPM: Marcador de masa molecular. kDa: kilo Daltones
A: en condiciones reductoras (2ME); B: en condiciones no reductoras.

Todos los individuos presentan al menos 5 bandas de diferente peso molecular y
concentracion, puede observarse que la mayoria de los individuos presenta bandas de entre
13-15 kDa, en diferentes proporciones. También hay presencia de bandas de menor peso
molecular (5 a 11 kDa) en todos los individuos y algunas bandas de alto peso molecular (45-83
kDa), a excepcion de algunos individuos tales como HK151 y HK154.

VI. 3 ACTIVIDAD FOSFOLIPASA PLA2 EN VENENOS COMPLETOS.

Se realizaron ensayos titulométricos para medir la actividad fosfolipasa presente en los
venenos completos de los diferentes individuos, los resultados obtenidos se muestran en la
tabla 4:

Tabla 4. Ensayo titulométrico de Actividad
fosfolipasa de venenos completos (3 repeticiones).

MUESTRA U/mg DE

HK156 222 92.7
HK155 68 8.5
Mdis3 102 37.2
HK136 24 1
HK137 63 3.05
Mdis4 110 155
HK151 50 11.01
HK154 120 30

U/mg: umol NaOH/min; DE: Desviacion estandar.
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Figura 14. Ensayo titulométrico de actividad fosfolipasa en venenos completos. U/mg:
Unidades de actividad enzimatica por miligramo.

En estos ensayos pudimos observar (Tabla 4, Figura 14) que existe variacion individual
en la actividad fosfolipasa de los diferentes ejemplares. Los individuos que cuentan con
actividades similares pueden dividirse en 2 grupos: HK156, Mdis3, Mdis4 y HK154; y por otro
lado HK155, HK137 y H151, siendo HK136 la muestra con menor actividad.

VI.4 VARIACION INDIVIDUAL DE VENENOS COMPLETOS Y MEZCLA EN HPLC.

Se realizaron pruebas de HPLC de fase reversa a los venenos seleccionados para formar
parte de la mezcla. Estos corresponden a las muestras HK156, HK155 y Mdis3, debido a que
en los resultados anteriores se pueden observar similitudes en sus componentes y a que eran
los ejemplares cuyo veneno se encontraba en mayores cantidades y mejores condiciones
fisicas. También se analiz6 el veneno del individuo Mdis4, proveniente de Coahuayana,
Michoacan, con el fin de obtener informacion preliminar sobre el veneno de un individuo de otra
localidad.

Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 15 a 18:
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Figura 15. Cromatograma a 214 nm, individuo HK156. RP-HPLC columna C-18. 250 ug de veneno.
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Figura 16. Cromatograma a 214 nm, Individuo HK155. RP-HPLC, columna C-18. 250 pg de veneno.
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c. Individuo Mdis3.
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Figura 17. Cromatograma a 214 nm, individuo Mdis3. RP-HPLC, columna C-18. 250 ug de veneno.

d. Individuo Mdis4.

1500- = 100

1000-

500+

Absorbancia (UA,14)
1
a1
o
(%) oj1U01B2Y

0 I I I I 0
0 20 40 60 80 100
Tiempo (min)
Figura 18. Cromatograma a 214 nm, individuo Mdis4. RP-HPLC, columna C-18. 250 g de veneno.

VI.5 GENERACION DE LA MEZCLA DE VENENOS

Una vez obtenidos los perfiles cromatograficos de los venenos individuales
seleccionados (HK156, HK155 y Mdis3), se realizé una sola mezcla conformada por las 3
muestras en cantidades idénticas. Se utilizaron 4 mg de cada veneno en un volumen total de 1
ml de PBS 1X, tomando en cuenta los valores obtenidos de la cuantificacion por el método del
acido bicinconinico (BCA). Las muestras obtenidas fueron centrifugadas 3 minutos a 13,400
rpm para eliminar contaminantes, posteriormente, el sobrenadante fue colocado en tubos
nuevos, finalmente los venenos fueron combinados, congelados a -90 ‘C vy liofilizados
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Posteriormente se realizé un HPLC de la mezcla de venenos obtenida para seleccionar
las fracciones de interés.

Los perfiles de los 3 venenos seleccionados fueron sobrelapados con el software GraphPad
Prism4® para observar sus diferencias, se muestra a continuacion (Figuras 19y 20):
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Figura 19. Comparacion de perfiles de RP-HPLC de venenos individuales. Columna C18. 250 ug de veneno
por individuo. Absorbancia a 214 nm. “Mezcla de venenos”,

El perfil cromatogréfico obtenido para la mezcla de venenos se muestra a continuacion:
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Figura 20. Cromatograma a 214 nm, mezcla de venenos. RP-HPLC, Columna C18. 1.5 mg de veneno
(mezcla).
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En los resultados podemos observar que todos los perfiles presentaron picos de menor
abundancia entre los 10-43 min, y picos de mayor abundancia entre los 43-54 min. También
pueden observarse unos picos pequefios en los tiempos 62-76.

Existen ademas en la abundancia de varios de los picos entre los individuos estudiados,
sin embargo, no se observaron diferencias mayores entre ninguno de los perfiles.

También se pueden observar diferencias en los perfiles de los 3 individuos utilizados para
la mezcla de venenos con el individuo Mdis4, el cual presenta una mayor cantidad de picos en
los tiempos 43-54, esto mostrando una pequefia variacion individual en el perfil del veneno, sin
embargo, los perfiles de todos los venenos comparados son muy similares.

En el perfil cromatogréfico de la mezcla de venenos, tal como en la Figura 18, se pueden
observar los picos conservados de los venenos de los diferentes individuos, el perfil es muy
parecido al propuesto por medio del sobrelapamiento (Figura 19).

VI.6 SELECCION DE FRACCIONES DE LA MEZCLA DE VENENOS Y SDS-PAGE DE
FRACCIONES.

De la mezcla de venenos se seleccionaron un total de 23 fracciones, con base en su
abundancia (seleccionamos las fracciones que representaban mas del 70% del total del
veneno). En la figura 21 se muestra el perfil cromatografico a 214 nm de la mezcla de venenos
con las fracciones seleccionadas:
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Figura 21. Cromatograma de la mezcla de venenos a 214 nm, flechas sefialando fracciones seleccionadas.
RT-HPLC, columna C18. 1.5 mg de muestra.
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Figura 22. Geles SDS-PAGE 15%. A: Geles en condiciones reductoras; B: Geles en condiciones no
reductoras. Mezcla de venenos como control positivo, 15 ug; Fracciones 3 pg por carril. MPM: marcador de
peso molecular. kDA: kiloDaltones

Se puede observar que las primeras fracciones son abundantes en bandas de bajo peso
molecular (5-10 kDa), las fracciones del medio tanto en bandas de 7-10 kDa, como en bandas
de 11-15 kDa, en diferentes proporciones, y las ultimas fracciones mostrando solo bandas de
alto peso molecular (75-135 kDa). Se puede observar que la fraccion 0 muestra casi ausencia
de bandas, por lo que consideramos que es de contenido no proteico, también se puede
observar que la fraccién 20 cuenta solo con una banda tenue de aproximadamente 17 kDa.

Existen diferencias que se pueden apreciar a simple vista entre los geles en condiciones
reductoras y no reductoras. Las fracciones 4 y 5 muestran bandas marcadas de
aproximadamente 15 kDa en el gel reductor, mientras que en el no reductor no se observan
dichas bandas. También en muchos casos, las bandas que se ven a 14 kDa, en los geles
reductores tienen pesos moleculares aparentes mas grandes que en los geles no reductores.
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V1.7 ACTIVIDAD FOSFOLIPASA DE FRACCIONES EN PLACAS DE AGAROSA - YEMA
DE HUEVO AL 10%.

Posterior a los geles, se realizaron ensayos para determinar la presencia de actividad
fosfolipasa en las fracciones de interés. Debido a la gran cantidad de fracciones obtenidas se
opto por realizar un ensayo en placas de agarosa — yema de huevo 10%, en vez del ensayo
titulométrico. Los resultados obtenidos en forma de halos dentro de las placas fueron
procesados con el software ImageJ® para determinar el &rea de los halos formados en aquellas
fracciones con actividad (expresados en cm?2). Estos datos fueron promediados en las 3
repeticiones de cada fraccion, exceptuando las fracciones que no mostraron actividad desde el
principio, en las que solo se realizé una repeticion (Figura 23).
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Figura 23. Grafica de actividad fosfolipasa de fracciones en placas de agarosa. (* Fracciones con menos de
3 repeticiones).

En la Figura 23, podemos observar una variacion importante entre la actividad fosfolipasa
de las fracciones, siendo las primeras fracciones (0-9) las que no presentaron actividad y la F16
la de mayor actividad.

VI.8 ACTIVIDAD ANTICOAGULANTE.

Se realizaron ensayos de actividad anticoagulante a los venenos individuales y a las fracciones
de interés, los resultados se muestran en la figura 24 y 25:
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Figura 24. Tiempo de coagulacién de venenos individuales. 15 pug de veneno. Mezcla de venenos como control
comparativo, PBS como control negativo. Barras de error muestran desviacion estandar de 3 repeticiones. Maximo

tiempo de observacién: 35 minutos.
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Figura 25. Tiempo de coagulacién de fracciones. 15 ug por fraccion. Las barras de error representan
desviacién estandar de 3 repeticiones. Maximo tiempo de observacion: 35 minutos.
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V1.9 ACTIVIDAD PROTEASA.

En el ensayo de actividad proteasa los resultados obtenidos mostraron ausencia de
actividad en el veneno completo de los individuos HK156, HK155 y Mdis3 asi como de la mezcla
de venenos, utilizando una dosis maxima de la mezcla de venenos de 50 pg y realizando el
ensayo por triplicado.

VI.10 DLso DE LA MEZCLA DE VENENOS Y LETALIDAD DE FRACCIONES.

Para determinar la dosis letal media (DLso) de la mezcla de venenos se tomaron diferentes
cantidades (100, 60, 50, 40, 35y 25 pg/raton) y fueron inoculados en grupos de 3 ratones CD1
(18-22 g). Analizando los datos en GraphPad Prism® nos dio un valor de 38.5 pg/raton (véase
tabla 8 y grafica en anexo de figuras).

Posteriormente se probaron las fracciones de mayor abundancia para determinar su
letalidad en ratones, éstas fueron probadas en distintas cantidades dependiendo de la
disponibilidad de la muestra. Las fracciones que no mostraron letalidad desde un principio
(Dosis maxima: 100 pg/ratén) fueron descartadas y se tomaron en cuenta solo aquellas que
mostraron actividad, estas se dosificaron para determinar la dosis letal de la fraccion.

Como complemento para el estudio, a las fracciones de interés se les realizé una
determinaciéon de masas por medio de Espectrometria de masas con lonizacién por
Electrospray (ESI-MS), utilizando 2 pug de cada una de las fracciones.

En la tabla 9 se muestran los resultados obtenidos:

Tabla 9. Masa y letalidad de fracciones en orden de abundancia.
NL: no letal, (dosis maxima inyectada).

Muestra [Masal (Da) |Masa 2 (Da) [Masa 3 (Da) |Letalidad (ug/raton)
FO ND ND ND N/L (20)
F8 6,561 7,294.70 13,872.60 N/L (20)
F9 6,561.80 13,873 ND N/L (20)
F9/F10 |ND ND ND N/L (20)
F10 ND 13,446.4 ND N/L (20)
F11 6,552.8 13,362.7 13,364.3 N/L (20)
F12 8,210.1 13,347.3 13,362.7 N/L (20)
F13 6,797 13,345.9 13,348.1 20-40
F14 7,632.7 13,347.3 13,400 <20
F15 7,243.3 7,652.7 7,551 20-40
F15/F16 |ND ND ND N/L (20)
F16 ND 13,388.4 ND <20
F17 ND ND ND N/L (20)
F18 7,569.8 7,960 ND N/L (20)
F19 7,568.4 ND ND N/L (20)

Como puede observarse en la tabla 9, las fracciones que mostraron letalidad desde 20
ug fueron la F14 y F16, a partir de 40 ug surgieron las fracciones letales F13 y F15, en
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conjunto tenemos 4 fracciones letales. Por otra parte, para la letalidad de la mezcla de
venenos, podemos concluir que la DLs, en ratones se encuentra alrededor de 30-40 pg/raton,
podemos suponer que el 33.3% reportado para 50 pg/ratén podria haber tenido un error
durante la inyeccion (Tabla 8 A, anexo de figuras).

VI.11 RESUMEN DE RESULTADOS

En la tabla 11 se pueden observar los resultados generales obtenidos por medio de las
técnicas desarrolladas en este estudio.
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Con la informacion de la presente tesis, fue posible realizar un pre-proteoma, es decir, un
analisis preliminar de los componentes presentes en el veneno de M. distans. Para esto se
tomaron en cuenta los datos obtenidos para la determinacion de masas (ESI-MS), porcentaje
de fracciones por medio de la integracion del area bajo la curva del perfil de RP-HPLC de la
mezcla de venenos, porcentaje de bandas por medio de ImageJ®, y una secuenciacion de
Edman para la obtencién de la secuencia N-teminal de 3 fracciones de la mezcla de venenos:
una del principio del cromatograma (fraccion 4), una de la parte media (F13) y una de la parte
final (F20). Cabe mencionar que estas fracciones fueron seleccionadas por la cantidad de la
muestra con la que se contaba, la cual era mayor al resto de las fracciones. Los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 12:

Tabla 12. Abundancia relativa de familias proteicas.

Fraccion | Fraccion (%) | PLA; PLA, (N/L) Posibles 3FTx 3FTx 3FTx letales CTLs No ID
FO 14.77 0 0 0 0 0 0 14.77
F1 1.38 0 0 1.38 0 0 0 0
F2 1.75 0 0 1.52 0 0 0 0.22
F3 2.36 0 0 2.04 0 0 0 0.32
F4 1.68 0 0 0 1.68 0 0 0
F5 1.61 0 0 141 0 0 0 0.20
F6 0.22 0 0.15 0.05 0 0 0 0.02
F7 0.45 0 0.39 0.07 0 0 0 0
F8 0.34 0 0.28 0.05 0 0 0 0
F9 2.21 0 2.21 0 0 0 0 0
F10 13.05 0 13.05 0 0 0 0 0
F11 5.47 0 4.10 1.37 0 0 0 0
F12 9.46 0 9.46 0 0 0 0 0
F13 18.26 15.42 0 0 0 0 0 2.84
F14 0.78 0.67 0 0 0 0 0 0.11
F15 3.96 242 0 0.00 0 1.14 0 0.40
F16 0.60 0.34 0 0.00 0 0.09 0 0.17
F17 0.67 0.42 0 0.10 0 0 0 0.15
F18 2.37 0 1.39 0 0 0 0 0.98
F19 6.60 0 2.53 3.72 0 0 0 0.36
F20 1.87 0 0 0 0 0 1.87 0
F21 2.15 0 0 0 0 0 0 2.15
F22 0.43 0 0 0 0 0 0 0.43
F23 0.40 0 0 0 0 0 0 0.40
No

estudiado 7.15 0 0 0 0 0 0 7.15
TOTAL 100.00 19.27 33.57 11.71 1.68 1.23 1.87 30.68

Datos obtenidos a partir de area bajo la curva de RT-HPLC y analisis de bandas reductoras en software ImageJ®.
Tabla de porcentajes (%). N/L: no letal. No ID: no identificado. PLA,: fosfolipasas de tipo A,. 3FTx: toxinas de la
familia de 3 dedos. CTLs: lectinas de tipo C.
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VII. DISCUSION,
VII.1 VENENOS COMPLETOS Y VARIACION INDIVIDUAL.
VII.1.1 Componentes de los venenos.

Micrurus distans es una especie perteneciente a la familia de coralillos americanos cuyo
veneno no habia sido estudiado a profundidad y resulta relevante al ser considerada una
especie de importancia médica en México (Bolafos, et al., 1978). Se conocen actualmente 4
subespecies, como se habia mencionado anteriormente, las cuales han sido clasificadas
dependiendo de su zona de distribucion dentro de la republica mexicana. Podemos suponer
que, tomando como base este hecho, los individuos utilizados en este estudio (Tabla 1)
provenientes de Chamela, Jalisco podrian pertenecer a la subespecie Micrurus distans oliveri
(Roze, 1967), mientras que el individuo Mdis4 perteneciente a Coahuayana, Michoacan, podria
pertenecer a Micrurus distans michoacanensis (Kennicott, 1960), lo cual podria servir para
explicar la posible variacion entre los componentes de los venenos. Desafortunadamente, no
se cuenta con informacion suficiente para realizar las identificaciones formales de estos
individuos.

A pesar de que la mayoria de los individuos utilizados para el estudio provenian de la
misma zona, a excepcion de uno, se encontroé variacion individual en los componentes proteicos
y sus concentraciones. Cabe mencionar que las variaciones encontradas no fueron muy
grandes en cuanto a la composicién del veneno, sino que, fueron variaciones puntuales.

En los geles de poliacrilamida (Figura 13) se pudieron observar, en todos los individuos,
bandas marcadas entre 7-11 kDa, 11-15 kDa, 15-20 kDa, 20-25 kDa y en los individuos HK156,
HK155, Mdis3, Mdis4 y HK154 bandas marcadas pertenecientes a componentes de alta masa
molecular (48-75 kDa). Estas bandas conservadas, aunque en diferentes concentraciones, dan
indicio de la presencia de componentes proteicos pertenecientes a moléculas de la familia de 3
dedos (3FTx), fosfolipasas Az y L-aminoacido oxidasas (LAAO), metaloproteasas (MP) y
lectinas de tipo C (CTL) u otras moléculas de mayor tamafo. Ya que se ha reportado que la
masa molecular de estas toxinas en kDa corresponde aproximadamente a: 3FTx (6-9),
fosfolipasas A, (13-15), CTL (27-19), MP (43-60) Y LAO (85-150), (Mackessy, 2021).

Tomando en cuenta todo lo mencionado, se seleccionaron los individuos HK156, HK155
y Mdis3 para realizar el resto de los experimentos debido a que eran los venenos que estaban
en mayor cantidad y mejor estado de conservacion. El individuo Mdis4 se usé como comparativo
debido a que se han tenido reportes de casos de variaciones importantes entre los componentes
de los venenos de serpientes pertenecientes a la misma especie dependiendo de su zona de
distribucion geografica (Sanz, et al., 2019); (Lomonte, et al., 2016). Es importante sefalar que
al tratarse de una comparacion con un solo individuo, no es posible sacar conclusiones, pero
los resultados sugieren que hay que desarrollar un trabajo de variacion mas detallado.

En los perfiles cromatograficos, se pudieron observar componentes muy similares en
cuanto a absorbancia y concentracion, estos mismos coincidieron en el tiempo de elucién, sobre
todo en los individuos HK156 y Mdis3. Por otra parte, el individuo Mdis4 que se utilizO como
comparativo, marco un perfil muy similar pero con algunos componentes mas resaltados en la
zona central y algunos extras al inicio y final del cromatograma, siendo ligeramente distinto en
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su composicion a los venenos seleccionados para realizar la mezcla de venenos. Todos los
perfiles cromatograficos coincidieron con los perfiles reportados en la literatura para los
individuos del género Micrurus, , tales como Micrurus nigrocinctus y Micrurus mosquitensis,
Micrurus diastema, Micrurus laticollaris y Micrurus distans (Lomonte, et al., 2016); (Valle, et al.,
2020); (Vvalle, et al., 2014); (Saucedo, et al., 2013), El veneno de M. distans mostr6 una
abundancia de fosfolipasas mayor a la de toxinas de tres dedos, lo cual coincide con la
propuesta de Lomonte (2016) de una dicotomia entre los componentes proteicos en los venenos
(3FTxy PLA;) de Micrurus dependiendo de su ubicacion geogréfica en el continente Americano.
En el caso particular de Micrurus distans, sin embargo, el perfil no es idéntico al reportado en el
estudio de Lomonte y colegas (2016), a pesar de que los individuos del estudio también eran
provenientes de Chamela, Jalisco. Aun asi, se mantiene el perfil con abundancia de PLA,
(Figura 25B), esto se podria deber a una variacion individual.
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Figura 25. Comparacion de perfiles cromatograficos de Micrurus distans. A. Cromatograma a 214 nm de
mezcla de venenos, RT-HPLC, columna C18, 1.5 mg. B. Cromatograma a 214 nm de Micrurus distans
(Lomonte et al., 2016), HPLC, columna C18, 0-60% de acetonitrilo en 60 min.

Por otra parte, en las fracciones encontradas en la mezcla de venenos, tomando en
cuenta los resultados obtenidos en los geles de bisacrilamida, se realiz6 un estimado de los
componentes proteicos que podrian estar presentes. Tal como se ha visto en otros estudios,
existen componentes en el veneno que se localizan en ciertas zonas del cromatograma (a
ciertos tiempos de elucion), las cuales pueden variar entre los venenos y que tienen un papel
importante en los efectos causantes de las diversas patologias, muchas de estas zonas
corresponden a fracciones que han sido distinguidas por poseer toxinas con papeles
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importantes en el envenenamiento, como MlatAl de Micrurus laticollaris (Saucedo, et al., 2013),
o Nigroxina de Micrurus nigrocinctus nigrocinctus (Girén, et al., 1996). En el caso del perfil
cromatografico y de las bandas obtenidas en los geles, pudimos observar que el perfil
(componentes proteicos y abundancia) es muy parecido a aquellos encontrados en otras
especies de serpientes de coral, como las ya mencionadas, aunque siguen existiendo
variaciones en cuanto a la proporcion de estos componentes y de la ubicacion exacta en el
cromatograma de las fracciones determinadas como letales, a excepcién de la fraccion 13, que
mostré un parentesco importante con una PLA; neurotoxica reportada en Micrurus nigrocintus.

También, en venenos de coralillos americanos, se han descrito venenos con abundancia
de PLA,, como Micrurus browni (Valle, et al., 2020), Micrurus laticollaris (Saucedo, et al., 2013)
y Micrurus nigrocintus (Fernandez, et al., 2011), y venenos con abundancia mayor de toxinas
de tres dedos como Micrurus altirostris y Micrurus corallinus (Netto, et al., 2011), Los resultados
del presente trabajo sugieren que M. distans pertenece al grupo de los venenos abundantes en
PLA,.

VII.1.2 Actividades biolégicas de los venenos completos y su relacibn con los
componentes.

Una vez determinados los diferentes componentes de los venenos procedimos a realizar
ensayos para determinar sus actividades biolégicas y la relacion de éstas con los mismos
componentes, sin embargo, estas actividades se evaluaron Unicamente in vitro, por lo que los
resultados podrian no mantenerse en un modelo in vivo.

Los venenos completos de los 8 individuos se sometieron a ensayos titulométricos de
actividad fosfolipasa (véase protocolo en Anexo IX.111). En los resultados pudimos observar que
las actividades reflejadas en los venenos se pueden dividir en 2 grupos tomando en cuenta la
sobreposicion de la desviacion estandar, el primero correspondiendo a los individuos HK156,
Mdis3, Mdis4 Y HK154, cuya actividad fosfolipasa fue marcada y significativa, sobre todo en el
individuo HK156, cuyo veneno se sabe que cuenta con una actividad fosfolipasa elevada;
mientras que el segundo grupo corresponderia a los individuos HK155, HK136, HK137 Y
HK151, cuya actividad fue menor, sin embargo existente. Este resultado refuerza la propuesta
de Lomonte (2016) en cuanto al patron de abundancia de fosfolipasas en los venenos de los
coralillos norteamericanos.

A pesar de haber observado que esta actividad esta presente en el veneno, el tipo de
fosfolipasas contenidas puede variar, siendo éstas un grupo diverso, el hecho de que exista
actividad fosfolipasa no confirma que la causa del envenenamiento dependa de estas mismas
en cuanto a las patologias mas avanzadas. Como se habia mencionado anteriormente, en el
caso de Micrurus laticollaris, por ejemplo, aunque su veneno presenta una gran abundancia de
fosfolipasas, posee una a-neurotoxina de la familia de 3 dedos, que contribuye de manera
importante a la letalidad total del veneno (Carbajal Saucedo et al., 2013). En el caso de Micrurus
browni, la letalidad del veneno esta dada por fosfolipasas neurotdxicas A, aun cuando este tanto
PLA2 como una gran diversidad de 3FTxs (Valle, et al., 2020).

A pesar de que se ha determinado que los componentes principales en los venenos del
género Micrurus son aquellos pertenecientes a las PLA; y a las 3FTX, en otras caracterizaciones
se han llegado a reportar componentes de diferentes familias, como se mencionaba en
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resultados anteriores. Los venenos de los diferentes individuos de la especie Micrurus distans
mostraron también una serie de bandas conservadas cuyo peso no corresponde a los pesos
reportados para PLA, o 3FTx, siendo éstas moléculas de mayor tamafio, que pueden
pertenecer a componentes como metaloproteasas (MP), L-aminooxidasas (LAO), serin-
proteasas (SP), inhibidor tipo Kunitz (KUN), lectina tipo C (CTL), nucleotidasas (Nuc), proteina
secretora rica en cisteina (CRISP), entre otros. Estos componentes se han reportado en
venenos de otros coralillos norteamericanos como en el caso de Micrurus fulvius (Vergara, et
al., 2014), Micrurus tener (Valle, et al., 2014), Micrurus browni (Valle, et al., 2020) y Micrurus
nigrocintus (Fernandez, et al., 2011), entre otros.

Para poder tener una idea mas clara del mecanismo de accién del veneno de Micrurus
distans y de los componentes proteicos de su veneno, especificamente en las fracciones,
procedimos a realizar un ensayo de actividad fosfolipasa en placas de agarosa. En los
resultados se puede observar (Tabla 5, Figura 23) que las primeras fracciones (FO-F9) no
muestran actividad fosfolipasa, las fracciones 10, 11 y 12 muestran una actividad un poco mayor
(alrededor de un 20%) que las primeras fracciones, sin embargo las fracciones 13, 14, 15, 16,17,
18 y 19 muestran una actividad considerablemente mayor (con un incremento de mas del 50%
comparado con las fracciones 10 y 11); estos resultados tienen coherencia al ser comparados
con los resultados obtenidos en los geles (Figura 22), precisamente por los componentes
contenidos y la abundancia de fosfolipasas desde la fraccion 6 en adelante.

Algunos de los venenos de serpientes de coral han llegado a reportar en ratones o in
vitro, ademas de neurotoxicidad, patologias ocasionadas por posibles cardiotoxinas,
hemotoxinas y miotoxinas, en algunos casos siendo bastante marcadas, como en la especie
Micrurus nigrocintus, cuya actividad miotdxica esta reportada (Suarez, et al., 2011), o en el caso
de Micrurus laticollaris, que cuenta con actividad anticoagulante in vitro (Dashevsky, et al.,
2021). Por estos reportes y aunque en su mayoria se sabe que este tipo de actividades
bioldgicas no son tan representativas del género Micrurus, desarrollamos algunos experimentos
para determinar si el veneno de la mezcla de Micrurus distans cuenta con alguna actividad
biolégica de esta indole.

En los resultados de los venenos individuales (Figura 16) pudimos observar que en los
venenos completos, solo el individuo Mdis3 presentdé una actividad anticoagulante de
importancia, alargando los tiempos de coagulacién a mas de 25 minutos, mientras que los
individuos HK156 y HK155 mostraron una actividad baja-moderada (Tabla 6, Figura 24).

Las fracciones 8, 9, 16 y 19 (mezcla de venenos) cuentan con una actividad
anticoagulante de importancia, siendo el tiempo de coagulacion mayor a 30 minutos (Control
negativo 5-10 min). Esta actividad solo fue determinada in vitro, por lo que desconocemos
actualmente si los resultados se mantendrian in vivo, tomando en cuenta que algunos reportes,
tales como el de Micrurus laticollaris muestran que en algunos casos la actividad no se ve
reflejada in vivo. Esto podria deberse a interaccion con otros receptores antes de receptores en
células sanguineas (tomando en cuenta que el primer contacto podria ser con otro tipo celular
en un modelo in vivo), o bien, falta de concentracién de los componentes de importancia como
para poder mostrar actividad en un organismo de mayor tamafo (Dashevsky, et al., 2021). A
pesar de no tener la certeza de que la actividad anticoagulante se conserve in vivo, podemos
concluir que el veneno de Micrurus distans cuenta con componentes proteicos que interfieren
con la cascada de coagulacion, pudiendo tener un papel de importancia en el envenenamiento,
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aunque hasta ahora no se han reportado este tipo de actividades en envenenamientos por
coralillo (Gutiérrez et al., 2017; Salazar et al., 2011). Es importante hacer énfasis en que las
fracciones 10, 14, 15, 16, 17, 18 y 19 mostraron una actividad fosfolipasa de importancia, por lo
que la actividad anticoagulante parece estar dada principalmente por fosfolipasas, aunque
existen fosfolipasas que no desempefian este tipo de actividad. Estos resultados reiteran la
diversidad existente dentro de la familia de las PLA2. También, las fracciones 1 y 2 mostraron
actividad anticoagulante en menor medida y sin presentar actividad fosfolipasa. En los
resultados de electroforesis (Figura 22) se pueden notar bandas debajo de los 11 kDa, por lo
que podrian estar compuestas principalmente por3FTXx.

Es importante mencionar que para este ensayo se obtuvieron muestras de sangre de
diferentes donantes humanos, las cuales fueron procesadas para obtener plasma sanguineo,
esta podria ser una caracteristica causante de variaciones.

Por otra parte, realizamos un ensayo de actividad proteasa para determinar si el veneno
mostraba actividad debido a las bandas encontradas que podrian pertenecer a moléculas de
mayor tamafio (48-75 kDa) como serinproteasas 0 metaloproteasas. Este tipo de moléculas
podrian estar implicadas en distintas patologias en el envenenamiento, como la inhibicién de
factores de la cascada de coagulacion o efectos miotéxicos, entre otros (Gutiérrez, et al.,1985).

En los resultados obtenidos, se puede observar la presencia de variacién independiente
en la actividad anticoagulante de las fracciones, cabe mencionar que no todas las fracciones
mostraron actividad, tales como las fracciones 0, 3, 4, 5, 6, 7, 11 y 12; algunas de las fracciones
mostraron resultados poco concluyentes, como en las fracciones 10, 13, 14, 15, y 18, que
aungque muestran presencia de actividad anticoagulante, en alguna de las repeticiones del
experimento mostraron una diferencia en su actividad, esto podria ser explicado, como se
mencionaba anteriormente, debido a las variaciones que pueden existir en la conformacion del
plasma sanguineo de diferentes donantes o bien, a contaminacion presente en la muestra.

En el caso de actividad proteasa, pudimos observar en los resultados ausencia de
actividad sobre azocaseina, tanto en los venenos completos como en la mezcla de venenos, lo
cual es interesante ya que a pesar de contar con moléculas que pudiesen pertenecer a estas
familias, al menos in vitro, no parecen tener actividad enzimatica detectable. Hay que tomar en
cuenta que algunos de los componentes de los venenos pueden llegar a actuar en conjunto,
por lo que no se puede descartar la relevancia de estas moléculas en la toxicidad o para alguna
otra funcion, como podria ser la digestion de la presa.

VII.2 LETALIDAD DE FRACCIONES, PROPORCION Y MASAS.

En los resultados obtenidos para letalidad de fracciones se pudieron observar 2
fracciones letales a baja concentracion (20 pg/raton), las cuales corresponden a las fracciones
14 y 16; y 2 fracciones letales a mayor concentraciéon (40 pg/ratén) siendo estas la 13 y 15. Se
distinguen en estos resultados que las fracciones letales se encuentran todas
consecutivamente, en el perfil cromatografico del veneno. Comparando tales fracciones con los
resultados obtenidos en los geles de poliacrilamida, y en los ensayos de actividades biolégicas
(fosfolipasa, anticoagulante y proteasa), podemos determinar que las fracciones letales parecen
estar conformadas en su mayoria por moléculas pertenecientes a PLA,. Algunas de ellas
muestran también presencia, en menor cantidad, de moléculas que podrian pertenecer a 3FTx
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y también moléculas de mayor tamafo, en menor proporcion. La actividad fosfolipasa se puede
ver reflejada en las fracciones letales, asi como también la actividad anticoagulante, a excepcion
de la fraccion 13, cuyos resultados no fueron muy concluyentes. Cabe mencionar, que durante
la determinacion de letalidad de fracciones, se pudo observar en los ratones la sintomatologia
caracteristica de neurotoxicidad, como perdida de la funcion motriz a lo largo del tiempo,
mostrando signos de paralisis flacida progresiva hasta el punto de pardlisis respiratoria. De
acuerdo a esto, podemos sugerir que las fracciones letales se encuentran conformadas por
fosfolipasas de tipo A, neurotdxicas, las cuales podrian ser las causantes de esta misma
letalidad.

Como complemento al andlisis del veneno de Micrurus distans, se determinaron las
secuencias amino terminal de las fracciones 4, 13 y 20, con el fin de confirmar la identidad de
estos componentes (Figura 26). En los resultados obtenidos, por medio de analisis en BLAST®
pudimos determinar que la fraccion 4 pertenece a una toxina de la familia de 3 dedos, teniendo
un alto grado de identidad con una toxina perteneciente al veneno de Micrurus diastema. Por
otra parte, la fraccibn 13 mostré gran identidad con una PLA; neurotoxica de Micrurus
nigrocinctus y la fraccion 20 con una lectina tipo C de Micrurus corallinus. Estos resultados
coinciden con los resultados obtenidos en los geles de poliacrilamida y en los ensayos de
actividades biologicas y refuerzan la teoria, de que las fracciones letales estan constituidas
principalmente por PLA, neurotoxicas. Se realizaron también ensayos de determinacion de
masa molecular de las fracciones (ESI-MS) donde los resultados mostraron que la fraccion 13,
que es una de las fracciones de mayor abundancia en el veneno (15%), al igual que la fraccion
14 (8%) tienen masas moleculares consistentes con PLA, y 3FTx (Tabla 13), lo cual
complementa la informacion relacionada a la importante actividad de las fosfolipasas A, en el
veneno de Micrurus distans y muestra que podria existir una correlacion entre la actividad de
ambos tipos de moléculas en la letalidad del veneno.

Finalmente, tomando toda la informacién que se ha discutido anteriormente, se realiz6 un pre-
proteoma del veneno de Micrurus distans (Figura 27). Estos resultados concluyen que el veneno
de Micrurus distans es abundante en fosfolipasas de tipo A,, consistente con la dicotomia
propuesta en el articulo de Lomonte (2012). Ademéas podemos concluir que la letalidad del
veneno se lleva a cabo por accion de fosfolipasas neurotéxicas, esto a partir de a las masas y
actividades biolégicas encontradas como se muestra en la tabla 13.
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FEREFIIIIIIITE FAAEFI I A I AT I IR

MdisF4 e 30

3FTx_D.J_M.diastema AKNE3197.1 GCALSCPKVGLGARISCCSRDECNSHR &7

Per. Ident: 96.55%, E value: 1e-23

MdisFl3 NLIDFENMIKCINIRHWLSFANYGCYCGY- 29
PLAZ Mnigrecinctus ARB36279.1 % NLIDFENMIKCINIRHWVSFINYGCYCGGY 30

*****i‘*i‘*i‘*******:**:*******

Per. Ident: 92.86%, E value: 8e-29

MdisF20 e WICPIDYLSRNGLCYKLFDDAKACPDAEMF--——--- 30
M.ceorallinus_CTL_spl|C&JuN9.1 MGHFIFISLCIMPIFLSLSGAECYICPIDWLSRNGLCYKLFDDIKIWEDAEIFCRKHKEG &0

rhhkR ks RA Rk R A AR R ARk REAA Lk
MdisF20 e 30
M.corallinus_CIL_sp|CeJuN9.1 CHLISIHSEAESADLAEYIYDYLKSEENVWIGLNDFQEERINEWIDRSSINYISWNEGERF 120
MdisF20 s e 30
M.corallinus_CIL_sp|C&JuNd9.1 HNSWNKEYCVHLLASQGYLKWNDIPCESLFAFICRCQF 152  Per. Ident: 82.76%, E value: 7e-19

Figura 26. Secuencias N-terminal de fracciones 4, 13 y 20 comparadas con su respectiva secuencia de mayor similitud.
Analizado con BLAST y Clustal®. A. Fraccioén 4, alineada con toxina de la familia de 3 dedos D. J. de Micrurus diastema.
B. Fraccion 13 alineada con fosfolipasa neurotdxica de Micrurus nigrocinctus (*muestra solo primera parte de la
secuencia AAB36279.1). C. Fraccién 20, alineada con lectina tipo C de Micrurus corallinus.

ABUNDANCIA RELATIVA DE FAMILIAS PROTEICAS

No identificado, 31%

PLA; no letales, 33%

o

Figura 27. Grafica de pastel, abundancia relativa de familias proteicas en la mezcla de venenos del veneno de
Micrurus distans. Porcentaje determinado por area bajo la curva de RT-HPLC y determinacion de masas (ESI-
MS) determinacién de porcentaje de familia bandas de SDS-PAGE con ImageJ®.
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Finalmente, tomando en cuenta todos los resultados obtenidos se desarrollé un gréafico
de pastel donde se pueden observar que los porcentajes de las familias proteicas encontradas
en el veneno de Micrurus distans corresponden a: Fosfolipasas de tipo A, (PLA;) no letales
(33.57%), PLA; posiblemente letales (19.27%), Posibles componentes de la familia de las
toxinas de 3 dedos (3FTXx, 11.71%), 3FTx posiblemente letales (1.23%), 3FTx (1.68%), lectinas
de tipo C (1.87%) y contenido no identificado (30.68%), (Figura 27). Estos datos fueron
recabados tomando en cuenta las secuencias encontradas, las cuales en el caso de F4
confirmaron la presencia de una toxina de la familia de 3 dedos, en el de F13 la presencia de
una fosfolipasa neurotoxica que tiene un papel en la letalidad del veneno y en F20 la presencia
de una lectina de tipo C.

A pesar de haber determinado que el veneno estad constituido principalmente por
fosfolipasas de tipo A, se debe considerar la posibilidad de contar con otras toxinas
involucradas en la letalidad del veneno o en las patologias que éste pueda llegar a ocasionar.
Sin embargo, tomando en cuenta estos aspectos y el hecho de que el antiveneno mexicano
Coralmyn® esta desarrollado con base en el veneno de Micrurus nigrocintus, cuyo veneno esta
constituido principalmente por fosfolipasas de tipo A,, es muy posible que el antiveneno
Coralmyn® sea capaz de neutralizar los efectos producidos por el envenenamiento de Micrurus
distans.

VIIl. CONCLUSIONES.

e Existen variaciones puntuales entre los venenos de los diferentes individuos cuyo veneno
fue analizado en este estudio.

e Lamezcla de venenos cuenta con 23 fracciones de interés las cuales muestran presencia

de moléculas de la familia de las fosfolipasas de tipo A,, toxinas de 3 dedos (3FTXx),

lectinas tipo C y moléculas de alto peso molecular.

Se identificaron 4 fracciones letales que representan el 23.6% del veneno total.

No se encontrd presencia de actividad proteasa sobre azocaseina.

Algunas de las fracciones mostraron actividad anticoagulante in vitro.

El veneno de Micrurus distans presenta un perfil abundante en fosfolipasas de tipo A,,

las cuales aparentemente son las principales responsables de la letalidad.

VIX. PERSPECTIVAS.

Realizacion de proteoma final de Micrurus distans.

Caracterizacion de componentes con actividad toxica en el veneno de Micrurus distans.
Ensayos electrofisioldgicos para determinar la actividad de las 3FTx’s identificadas
Andlisis de la capacidad neutralizante de los antivenenos contra el veneno de M.
distans.
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X. ANEXO DE FIGURAS:

Tabla 8. A. Determinacion de DLs, de mezcla de venenos (3 ratones por grupo).

DLso Mezcla de venenos
Dosis (ug/raton) |Muertes (%)
100 100
60 100
50 33.3
40 100
30 0
25 0

Tabla 8. B. Tabla de datos, regresion no linear.

Log de dosis contra respuesta (pendiente variable)
LogEC50 1.58
Pendiente 5.29
EC50 38.46
Intervalo de confianza 95% (IC)
LogEC50 ?7?7?
Pendiente -0.296 a ??7?
EC50 ???

DLy M. distans

150

1004 ° °

% mortalidad

50

0 *—— T T 1
1.2 14 1.6 1.8 2.0 2.2
Log Dosis (ug/ratdn)

Dosis letal media (DLso), mezcla de venenos de la especie Micrurus distans.
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XIl. ANEXO

XIl.1 PROTOCOLO DE ABSORBANCIA A 280nm.

Materiales y Equipo:

A. Espectrofotémetro (Thermo Scientific™).B. Celda de cuarzo de 1 cm de diametro
(BECKMAN).

C. Amortiguador blanco y muestras (mas de 300 uL de c/u).

D. Pipetas Pasteur.

Procedimiento:

1. Lavar celda de cuarzo con agua destilada y después con alcohol. Limpiar con pafiuelo
desechable.

2. Configurar espectrofotometro a 280 nm y meter celda con un volumen mayor a 300 uL
de amortiguador. El mismo en que esta la muestra.

3. Meter celda con volumen de muestra mayor a 300 uL (si la lectura es mayor a 2.000 UA,
preparar la muestra en dilucion a considerar).

4. Repetir paso 1.

XIl.2 PROTOCOLO DE ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA (SDS).

Materiales y Equipo:

A. Fuente de poder de electroforesis.
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Cubeta de electroforesis.

Cristales, peines y camara interna.

Soluciones para geles.

Marcadores de peso molecular.

Amortiguador de muestra (+ B-mercaptoetanol).
Amortiguador Tank 1X.

OTMMmMoOO W

Preparacion de soluciones:

Solucion de acrilamida (30% de acrilamida + 0.8% bis-acrilamida):
Disolver 49.5 g de acrilamida y 1.32 de bis-acrilamida en un volumen final de 165 ml de agua
desionizada.

Amortiguador separador (1.5 M de Tris + 0.4% de SDS):
Disolver 18.7 g de tris en 50 ml de agua desionizada y adicionar 2 ml de SDS al 20%. Ajustar
el pH a 8.8 con HCI concentrado. Aforar a 100 ml.

Amortiguador concentrador (0.5 M de Tris + 0.4% SDS):

Disolver 6.06 g de tris en 50 ml de agua desionizada y adicionar 2 ml de SDS 20%. Ajustar pH
a 6.8 con HCI concentrado. Aforar a 100 ml.

Amortiguador de corrida 10X (0.24 M Tris + 0.19 M glicina + 0.1% SDS):

Disolver 15.2 g de trisy 72.1 g de glicina en 300 ml de agua desionizada y adicionar 25 ml de
SDS al 20%. Ajustar pH a 8.6 con NaOH 10 M. Aforar a 500 ml.

Amortiguador de corrida 1X: Diluir 100 ml de amortiguador de corrida 10X en 900 ml de agua
desionizada.

Amortiguador de muestra desnaturalizante 5X (10% glicerol + 2.5% SDS + 50 mM Tris-HCI
pH 6.8 + 5% B-mercaptoetanol+0.002% azul de bromofenol):
en un tubo Falcon; de 15 ml mezclar 2.5 ml de glicerol, 3.125 ml de SDS 20%, 1.25 ml de Tris-
HCI 1 M pH 6.8, 1.25 ml de B-mercaptoetanol, 0.5 ml de 1% azul de bromofenol. Aforar a 10 ml
con agua desionizada.

Persulfato de amonio al 10%: Disolver 0.1 g de persulfato de amonio en 1 ml de agua
desionizada.

Solucién de tincién (50% metanol + 10% &cido acético + 0.2% azul de Coomassie G250:
Disolver 1 g de azul de Coomassie G259 en 250 ml de metanol, 50 ml de &c. acético y aforar a
500 ml con agua desionizada.

Solucion de destincion (10% metanol + 10% ac. aceético):
Mezclar 400 ml de agua desionizada, 50 ml de metanol y 50 ml de ac. Acético.

Preparacion de geles:

Geles separadores

2 geles 3 geles

Reactivo

4% [6% [10% [11% [12% [125 [15% [17% [20% [ 17%
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Amortiguador 15 15 |15 15 15 15 15 15 15 |225
separador (ml)

Sol. acrilamida (ml) | 0.8 1.2 | 195 |22 2.4 25 3.0 3.4 405 |51
dH20 (ml) 3.7 33 | 255 |23 2.1 2.0 15 1.1 0.45 | 1.65
TEMED (L) 10 10 |10 10 10 10 10 10 10 15
PSA 10% (uL) 40 40 | 40 40 40 40 40 40 40 45

Gel concentrador

Reactivo Volumen
Amortiguador concentrador (ml) 0.63 ml
dHz0 (ml) 154 ml
Sol. acrilamida (ml) 0.33ml
TEMED (pL) 10 L
PSA 10% (uL) 40 UL

Procedimiento:
1. Incluir el volumen necesario de muestra (ug deseados) para cargar 16 yL + 4 pL de
amortiguador de corrida 5X. Hervir las muestras durante 5 min y centrifugar a 13000-
14000 xg durante 1-2 min.

2. Cargar los pozos del gel en la camara electroforética con las muestras (20 uL/pozo) y los
marcadores de masa molecular (5 pL).

3. Migrar a 90 V hasta que el colorante de referencia haya atravesado el gel concentrador.
Luego incrementar a 120 V y mantener hasta que el colorante de referencia se encuentre
a 0.2 cm del final del gel.

4. Tenir el gel con solucion de tincidén y destefiir con solucién de destincion.

XIl.3 PROTOCOLO DE ACTIVIDAD FOSFOLIPASA PLA2 SOBRE YEMA DE HUEVO AL
10%.

1. Preparacion de la solucién de yema de huevo al 10%

A. solucién estandar 150ml.

[] stock [] trabajo Vol. a afadir
NaCl 5M 0.1 M 3ml
CaCl2 0.1 M 0.01 M 15 ml
Tritén X 100 20% 0.5% 3.75 ml

B. Pesar yema de huevo y aforar con solucién estandar hasta 10% (ej. 14g — 140ml).
C. Agitar durante 10 min.
D. Centrifugar a 1500 rpm (380G) durante 5 min y recuperar el sobrenadante.

2. En 500ul de solucion de yema de huevo 10% mantener una agitacion constante bajo ligero
burbujeo de nitrogeno.
3. Llevar la solucién a un pH 8.05 con NaOH 50mM.
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. Agregar 1ul de veneno [1mg/ml].
. Cuando el pH llegue a 7.99 agregar un vol. de NaOH 50mM (entre 1 y 5ul) suficiente para
recuperar el pH superior a 8.0.

6. Medir el tiempo transcurrido desde la adicion de NaOH hasta que el pH vuelva a bajar a
7.99.

. Repetir hasta obtener 5 mediciones.

. Hacer el procedimiento por triplicado.

. Obtener la pendiente resultante de graficar la cantidad (umol) de NaOH en funcion del
tiempo (min).

m
[Jmol NaOH j
/ m = Ay/Ax = pmolNaOH/min

Tiempo (min)

(20~

O 00 ~

10. La pendiente (m) representa la cantidad de NaOH consumida por minuto. La actividad
del veneno se reporta en unidades que se definen como pmoles de NaOH consumidas por
minuto. (m = U).

11. Sacar promedio de las tres pendientes y calcular la actividad especifica definida como
unidades por mg de veneno.

XI1l.4 PROTOCOLO DE DOSIS LETAL MEDIA (DL5o).

Protocolo:

1. Seleccionar una serie de cantidades de veneno, asegurandose de tener el 100% de
supervivencia y el 100% de mortalidad, en grupos de 3 ratones por dosis de veneno.
Como control se deben inyectar 3 ratones con la solucion en la cual se encuentra diluido
el veneno. (En teoria no debe morir un solo ratén).

2. Teniendo el rango de supervivencia y mortalidad se tomaran 5 cantidades intermedias al
rango y seran inyectadas en 5 grupos, cada uno con 3 ratones.

3. Realizar la lectura del porcentaje de mortalidad a las 48 horas posteriores a la
inoculacion.

4. Procesar los datos en el software GraphPad Prism 4®.

La inoculacién del veneno se realizé en un volumen total de 0.5ml de PBS 1x, La inyeccién se
realizo de forma intravenosa.

Materiales y soluciones:

A. Caja para ratones con tapa de reja.
B. Bebederos.

C. Comida para ratones.

D. Jeringas de 3mL
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E. Toallas de papel.

F. Amortiguador de fosfatos (PBS).

G. Software GraphPad Prism 4.
Animales:

A. Ratones ICR de 18 a 20 gr de peso, sin importar sexo.

XII.5 PROTOCOLO DE ACTIVIDAD ANTICOAGULANTE.

Se extrajo sangre de un solo donante, la cual fue recibida en citrato (3.8 g/100 ml), se
colocaron 0.2 ml de plasma en cada uno de los tubos y se realizé por triplicado. (1:10 v/v en
proporcion a la sangre).

Cada tubo fue colocado a 37° C durante 3 min y posteriormente se colocaron diferentes
concentraciones de veneno en un volumen final de 100 pl, se afiadié calcio y se observo el
tiempo en el que se formo el coagulo; se utilizé también un control negativo (PBS sin
presencia de veneno).

XI.6 PROTOCOLO DE ACTIVIDAD PROTEASA.

La actividad proteolitica de los venenos se evalué utilizando una modificacion del método
descrito por Chen et al. (2004) y Yang et al. (2015) y modificado por Gutiérrez et al. (2008).

Procedimiento:

1. Disolver azocaseina en una solucién estandar (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM y
CaCl2 5 mM) hasta una concentracion final de 10 mg/ml.
Anadir 20 ug de veneno y disolver en 20 uL de NaCl 150 mM.
Agregar 100 pL de la solucion de azocaseina e incubar durante 30 min a 37 ° C.
Detener la reaccion afiadiendo 200 pl de acido tricloroacético al 5%.
Centrifugar las muestras a 16.800 xg durante 5 min.
Anadir 150 uL del sobrenadante de cada muestra a 150 yL de NaOH 500 mM en una
placa de 96 pocillos (NUNC).
Determinar la absorbancia de la muestra a 450 nm.

S

~N

Nota:

e Las unidades de actividad enzimatica (U) se definen como el cambio de 0.2 en la
absorbancia de la muestra por minuto.

e Para verificar la linealidad de la reaccion proteolitica observada, la actividad se
determiné mediante diferentes tiempos de incubacién (30, 60 y 90 min).

e Eltiempo de incubacion seleccionado fue de 30 min, porque el sustrato todavia estaba
en exceso.
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