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RESUMEN

Los venenos de las serpientes estan constituidos por un grupo complejo de familias de
proteinas que son biolégicamente activas y cuya principal funcién es facilitar la captura
y digestion de las presas. Los objetivos de este trabajo fueron la observacion del perfil
electroforético de proteinas en los venenos de las poblaciones de Crotalus aquilus y
Crotalus lepidus klauberi y de la poblacién intermedia (Crotalus lepidus x aquilus),
determinar la Dosis Letal Media (DL50), observacion de la signologia ocasionada por los
venenos en roedores y determinar la Dosis Minima Hemorragica (DMH). Se realizaron
muestreos exhaustivos (junio-julio) del 2014 y se capturaron un total de 15 individuos de
ambos sexos, cinco ejemplares de C. lepidus x aquilus (Mesa de las Prefiadas), cinco
de C. aquilus (Sierra de Laurel y Tlachichila) y cinco de C. lepidus klauberi (Mesa
Montoro y Sierra Fria). Posteriormente se realizo la extraccion del veneno por ordefia
directa. Con el veneno se formd un pool de 15 mg para elaborar las pruebas. El perfil
electroforético de las proteinas mostré que todos los venenos cuentan con las bandas
proteicas tipicas de los venenos de Vipéridos como: Aminoacido oxidasas,
Metaloproteasas, Lectinas Tipo-C, Serino Proteasas y Desintegrinas. El veneno con
mayor potencial letal fue el de C. lepidus klauberi con una DL50 de 1.320 ug/g de ratén.
Las poblaciones de cascabeles de montafia presentaron un potencial hemorragico alto,
pero la poblacién con mayor capacidad hemorragica observada fue la de C. aquilus. La
poblacién intermedia de C. lepidus x aquilus resulté ser el veneno con menor letalidad y
menor capacidad hemorragica. Los venenos de estas poblaciones comparten familias
de proteinas, pero cada uno de estos venenos se comporta de manera diferente, ya sea
en letalidad, capacidad hemorragica y sintomatologia que puede atribuirse a factores
como la alimentacion, especie, la estacionalidad y la distribucion.



1. INTRODUCCION

1.1 Serpientes venenosas mexicanas

Entre los vertebrados venenosos los reptiles es el grupo con mayor numero de
especies. Cuentan con adaptaciones troficas que les facilitan el manejo de la presa. Los
venenos de estos organismos no solo dependen de las cantidades inoculadas sino de
las moléculas que conforman los venenos (Mackessy, 2010). Nuestro pais cuenta con
el mayor numero de especies de serpientes venenosas que cualquier otra parte en el
continente Americano (Campbell y Lamar, 2004). En México las serpientes estan
representadas por 393 especies clasificadas en nueve familias, de las cuales sélo dos
son de importancia médica. La familia Viperidae, que incluye a las serpientes de los
géneros Agkistrodon, Atropoides, Bothrops, Bothriechis, Cerrophidion, Crotalus,
Mixcoatlus, Ophryacus, Porthidium y Sistrurus; y la familia Elapidae, que incluye a las
serpientes marinas (Hydrophis) y los corales (Micrurus), poseen habitos vy

caracteristicas particulares (Flores Villela y Garcia-Vazquez, 2014).

1.2 Familia Viperidae

La familia Viperidae esta compuesta de 331 especies. Es caracteristico de ellas la
cabeza grande de forma triangular y la presencia de foseta termosensorial profunda en
la region loreal que contribuye a la identificacion de la presa (Vazquez y Quintero,
2005). Ademas tienen un aparato venenoso altamente especializado con un hueso
maxilar rotatorio que permite que los colmillos sean méviles, presentan glandulas de
veneno bilateralmente pareadas situadas detras de los ojos y rodeadas por un musculo
compresor que dirige el veneno a unos colmillos solenoglifos grandes e hipodérmicos,
con los que inyecta veneno de manera profunda al morder a su presa o defenderse
(Mackessy, 2010; Vazquez y Quintero, 2005).

A nivel mundial las serpientes de la familia Viperidae engloban a tres subfamilias,
Azemiopinae, Crotalinae y Viperinae (Pough et al., 1998). En México la subfamilia
Crotalinae esta presente en casi todo el territorio mexicano, incluyendo algunas islas del
Golfo de California. La mayoria de las especies de este grupo habitan principalmente en

la parte norte del pais, en las zonas aridas y en las principales elevaciones como la



sierra Madre Oriental, la Sierra Madre Occidental y le Eje Neovolcanico Transversal
(Campbell y Lamar, 2004).

1.3 Serpientes venenosas del estado de Aguascalientes

En Aguascalientes se han realizado pocos trabajos sobre serpientes. Los antecedentes
que se tienen sobre el tema son los estudios regionales de Herpetofauna de Anderson y
Lidicker (1963) y de Wilson y McCranie (1979), las recopilaciones de Herpetofauna
Mexicana de Smith y Taylor (1966) y de Smith y Smith (1976) y mas recientemente los
de Sigala-Rodriguez y Vazquez-Diaz (1996) y de Vazquez y Quintero (1997, 2005, en
prensa). Sin embargo, de las dos familias de serpientes venenosas que tienen
representantes en el estado, existen evidencias de que solo habita una especie de
coralillo (Micrurus distans zweifeli, Quintero-Diaz et al., 2000). En Aguascalientes, el
género Crotalus esta representado por siete especies: Crotalus aquilus, Crotalus
basiliscus, Crotalus lepidus, Crotalus polystictus, Crotalus scutulatus, Crotalus molossus
y Crotalus pricei, de las cuales Crotalus aquilus y Crotalus polystictus son endémicas
para el pais (Vazquez y Quintero, 2005; en prensa; Carbajal-Marquez et al., 2015 a).
Todas estas especies se encuentran enlistadas en la NOM-059-SEMARNAT-2010.
Habita también una poblacion intermedia de Crotalus lepidus y Crotalus aquilus

nombrada (Crotalus lepidus x aquilus).

1.4 Organismos de estudio

Crotalus aquilus (Klauber, 1952) es una vibora pequefia que llega a tener un tamano de
62 a 70 cm (Figura 1). Existe dimorfismo sexual donde los machos presentan tonos
verdosos y las hembras son de color gris oscuro. Esta especie es endémica de México
y su distribucion es principalmente el centro del pais, se encuentran en suelos rocosos
de bosque de encino en las cercanias de cuerpos de agua. La actividad de esta especie
es diurna y crepuscular. Se alimentan principalmente de lagartijas (Sceloporus y
Gerrhonotus), ranas, salamandras, ratones y pequenos invertebrados como grillos y
aranas (Vazquez y Quintero, 2005). La distribucion de Crotalus aquilus en el estado de
Aguascalientes se ha observado en las partes altas de la Sierra El Laurel, en los limites

con el estado de Jalisco (Vazquez y Quintero, 2005), y en los municipios de Huanusco,



Jalpa y Nochistlan de Mejia en Zacatecas (Carbajal-Marquez et al., 2015 b). Esta

especie se encuentra sujeta a proteccion especial por la NOM-059-SEMARNAT-2010.
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Figura 1. Ejemplares adultos de Crotalus aquilus. A la izquierda hembra (ID C.aqui?ZAC2) y a la
derecha macho (ID C.aqui§ZAC1), ambos de Tlachichila, Zacatecas.

Crotalus lepidus klauberi (Kennicott 1861) es una serpiente de tamafio mediano que
algunas veces alcanza los 80.0 cm de longitud (Figura 2). Existe dimorfismo sexual en
el que los machos tienen un color verdoso y las hembras son de color grisaceo a café
grisaceo. Habitan en zonas de encino-pino, encino y zacatales en los mismos bosques,
generalmente en zonas rocosas y accidentadas, asociadas a cuerpos de agua. Su
distribucion es amplia en México a lo largo de la porcion oeste del Altiplano Mexicano y
la Sierra Madre Occidental hasta el norte de Jalisco. La actividad es durante el dia y la
noche. Su alimentacion es variada. Los adultos tienen preferencia por lagartijas del
género Sceloporus y en menor grado incluyen a pequefos roedores, pequenas
serpientes y ranas. En cambio, los jovenes se alimentan de grillos, ciempiés y
chapulines. En Aguascalientes la distribucidn de Crotalus lepidus klauberi esta limitada
al conjunto de sierras que conforman la Sierra Fria en los municipios de San José de
Gracia, Jesus Maria y Calvillo (Vazquez y Quintero, 2005). C. lepidus se encuentra
sujeta a proteccion especial en la NOM-059-SEMARNAT-2010.



Figura 2. Ejemplares colectados ambas hembras de Crotalus lepidus klauberi de la localidad:
Mesa Montoro, Aguascalientes. A la izquierda (ID C.lep?MM1) y a la derecha (ID C.lep¢MM4).

Crotalus lepidus x aquilus (poblacién intermedia)

La informacion sobre la historia natural de esta poblacion de serpiente de cascabel no
esta documentada, pero se cree que es una hibridacidn natural entre ejemplares de
Crotalus aquilus y Crotalus lepidus, ya que la morfologia y distribucion de los
ejemplares observados hasta ahora coincide para estas dos especies. Por lo observado
en cautiverio, es de tamafno mediano de aproximadamente 72 cm a 75 cm de talla
maxima (Figura 3). Presentan dimorfismo sexual marcado en el que los machos tienen
color verdoso claro y las hembras son grisaceas con tonalidades rosadas que las
diferencia de C. aquilus y C. lepidus. Por lo que se observd en laboratorio tienen
preferencia por mamiferos de talla pequena y lagartijas del género Sceloporus (obs.
pers.).

La distribucion de Crotalus lepidus x aquilus, aqui llamado poblacion intermedia,
aun no esta bien definida. En la actualidad existen en al menos una gran zona en el
estado de Aguascalientes en donde quedaron aisladas varias poblaciones intermedias
que son confundidas con C. aquilus o C. lepidus (Quintero-Diaz, com. pers.).
Principalmente se han encontrado morfotipos intermedios en la zona noreste dentro del
municipio del Llano en Mesa de las Prefiadas; sin embargo, es posible que existan
dentro de las zonas de contacto y solapamiento de las distribuciones de C. aquilus y C.
lepidus klauberi, en la zona noreste y este de Aguascalientes, oeste de San Luis Potosi

y sur de Zacatecas.



Figura 3. Ejemplares colectados de Crotalus lepidus x aquilus de la localidad de Mesa de las

Prefiadas, Aguascalientes. A la izquierda la hembra (ID Int?MP2) y a la derecha el macho (ID
IntdMP2).

1.5 Caracteristicas de los venenos
El veneno de las serpientes de cascabel es una secrecién producida en glandulas
especializadas que es liberada a través de una herida provocada por los colmillos. Esta
secrecion liquida (normalmente amarillenta) contiene moléculas que perjudican algunos
de los procesos bioquimicos o fisioldgicos normales para ayudar a la alimentacion o
defensa del animal que lo produce (Fry y Wuster, 2004; Carbajal-Saucedo, com. pers.).
Los venenos de las serpientes estan constituidos por un grupo complejo de proteinas o
familias de proteinas las cuales son activas. La funcion principal de estas proteinas es
facilitar la digestion de las presas (alimentacion) y la captura. Se sabe que estos
componentes pueden cambiar cualitativamente debido a diversos factores como son la
especie, la edad del organismo, la estacionalidad y la dieta, asi como cuantitativamente
por el tamafo del ejemplar. El grado de actividad del veneno varia en las especies, de
tal manera que hay especies con venenos hemoliticos, pero escasamente proteoliticos
y neurotoxicos, mientras que otras pueden tener altamente proteoliticas y hemoliticas
pero escasamente neurotéxicas (Chippaux et al., 1991; Vazquez y Quintero, 2005).
Gran parte de la actividad toxica de los venenos de serpiente de cascabel se
puede atribuir a las enzimas en el veneno. Los venenos de las serpientes de cascabel
no son idénticos y algunos son significativamente mas letales que otros principalmente
porque poseen neurotoxinas (Glenn y Straight, 1978; Glenn et al., 1983). Estos venenos
pueden contener de cincuenta a cien componentes de proteinas y péptidos que

representan de 10 a 20 familias de proteinas de veneno (Mackessy, 2010).



1.6 Componentes de los venenos

De manera general, los venenos de vipéridos se encuentran compuestos por una gran
cantidad de moléculas. Entre ellas destacan los péptidos y las proteinas (enzimas) (Neri
et al., 2014) que representan alrededor del 90% del peso seco del veneno (Mebs,
2002). Los péptidos no enzimaticos son toxinas que tienen actividad especifica en
estructuras nerviosas y membranas celulares. Ademas tienen propiedades inhibitorias
en enzimas como proteasas y acetilcolinesterasas, repercusion en canales ionicos vy
efectos sinérgicos con otros componentes no téxicos. Las proteinas (enzimas) como las
metaloproteasas, serino proteasas, nucleasas y fosfolipasas Az, en su mayoria son
hidrolasas y aminoacido-oxidasas las cuales cuentan con una funcién digestiva.
Algunas de las enzimas pueden convertirse en toxinas funcionales, como la fosfolipasas
A2 que desempenan efectos especificos sobre estructuras nerviosas. Las demas
enzimas afectan la coagulacion sanguinea o pueden causar dano a los tejidos
(miotoxinas) (Mebs, 2002).

El 10% del veneno en peso seco restante también contribuyen a la potencia
bioldgica de los venenos. Estos componentes adicionales no son ni enzimas ni toxinas
e incluyen componentes no peptidicos organicos (tales como nucledsidos), pequenos
componentes peptidicos, amindacidos, carbohidratos y componentes de iones
inorganicos y metalicos (Mebs, 2002).

Existe una gran cantidad de proteinas diferentes que se encuentran agrupadas
en familias de proteinas. Algunas de ellas son:

1. Las Metaloproteasas son proteinas que degradan a otras proteinas (Fox y
Serrano, 2005). Son dependientes de zinc o cobalto, en venenos de serpientes son
dependientes de zinc. Hidrolizan algunas proteinas que componen la lamina basal que
rodea las células endoteliales de los vasos capilares y de las vénulas. Como
consecuencia de esta hidrdlisis, las células endoteliales se ven afectadas, desarrollando
una serie de vesiculas y reduciendo su grosor, hasta el punto en que su integridad se
interrumpe y se producen rupturas a través de las que se crea la salida de fluido del
vaso que lo contiene, llamado “extravasacion” (Moreira et al., 1994; Gutiérrez y
Rucavado, 2000).



Desde el punto de vista estructural, las metaloproteasas hemorragicas se
clasifican en cuatro clases con base en los dominios que poseen (Bjarnason y Fox
1994). La clase P-l presenta unicamente el dominio metaloproteasa caracterizado por
una secuencia consenso responsable de la unidn al zinc. Las otras clases presentan,
ademas un dominio catalitico. La clase P-Il tiene dominio “tipo desintegrina”, la clase P-
[l dominio “tipo desintegrina” y es rico en cisteina, y por ultimo, la clase P-IV tiene
dominio “lectina tipo C” (Gutiérrez, 2002). Adicional a la actividad hemorragica, varias
metaloproteasas también modulan al sistema hemostatico promoviendo o inhibiendo la
coagulacion (Fox y Serrano, 2005).

2. Las Serino Proteasas son enzimas que hidrolizan otras proteinas a través de
la actividad de un residuo serina localizado en el sitio activo. Algunos miembros pueden
tener actividad tipo trombina ya que actuan sobre el fibrinbgeno para convertirlo en
fibrina que coagula la sangre. La fibrina que producen las Serino Proteasas no es
idéntica a la fibrina normal producida por la trombina enddgena y es removida
rapidamente, por lo que los niveles plasmaticos de fibrinbgeno bajan de manera muy
importante. A nivel clinico se produce una coagulopatia por consumo de fibrindbgeno
que se manifiesta por sangrados importantes, incluso a nivel cerebral. Su actividad
biolégica consiste en afectar las cascadas de coagulacion (Kini, 2005).

3. Las fosfolipasas tipo A2 (PLA2) constituyen una gran familia y son enzimas
esteroliticas que digieren glicerofosfolipidos (Ohno et al., 2003) que se encuentran
abundantemente en la naturaleza. Se clasifican en diferentes grupos de acuerdo a su
estructura tridimensional, la secuencia de aminoacidos, la especificidad catalitica y el
lugar de expresion. Los venenos de serpiente son una buena fuente de enzimas de los
grupos | y Il PLA2. El grupo | de enzimas PLA:z esta en el pancreas de mamiferos y en
venenos de serpientes como elapidos y colubridos, y el grupo Il en los venenos de los
vipéridos (Mackessy, 2010).

Muchas de las enzimas PLA2 del veneno de serpiente existen como mondémeros,
aunque algunos de ellos forman agregados o complejos. Los componentes de estos
complejos se mantienen unidos por interacciones covalentes y no covalentes. Estos
factores proteicos adicionales ayudan a expresar sus efectos farmacoldgicos en la

mayor potencia (Bon, 1997). Sus efectos incluyen destruccion de eritrocitos,



interferencia en la coagulacion sanguinea, inflamacion y citotoxicidad inespecifica.
Tienen blancos biolégicos como sinapsis nerviosa, fibra muscular lisa y fibra cardiaca
(Ohno et al., 2003).

Un ejemplo de complejo de PLA2 es la crotoxina, un componente principalmente
neurotoxico descrito en el veneno de la cascabel sudamericana Crotalus durissus
terrificus (Slotta y Fraenkel-Conrat, 1938). Es una neurotoxina heterodimérica con masa
molecular de 24 kDa de accién presinaptica. Esta compuesta de una subunidad acida
no téxica, y una basica toxica. La subunidad acida tiene como funcién la orientacién de
la neurotoxina a los sitios de actividad y mejora la toxicidad de la subunidad basica (Aird
et al., 1990; Bieber et al., 1990). Esta toxina se ha encontrado en los venenos de varias
especies de América del Norte, por ejemplo en Crotalus oreganus helleri, Crotalus
oreganus concolor y Crotalus tigris (Calvete et al., 2012), C. simus (Neri et al., 2013) y
en una poblacién de Crotalus lepidus klauberi en Aguascalientes, México (Rivas-
Mercado, 2014).

4. Las L-Aminoacido oxidasas (LAAQO’s) se produce ampliamente en los venenos
de serpiente. Son flavoproteinas y constituidas por dos subunidades con secuencias de
aminoacidos idénticas, cada una con un peso molecular de 57-68 kDa. Estudios
recientes mostraron que LAAO’s son enzimas multifuncionales que inducen edema,
pueden inducir o inhibir la agregacion de plaquetas, inducen apoptosis, y tienen poder
antibacteriano, anticoagulante y con efectos anti-VIH. El efecto hemorragico de LAAO’s
es resultado de efectos complejos y puede implicar la apoptosis de las células
endoteliales vasculares y otros (Mackessy, 2010).

5. Las nucleasas son enzimas que actuan sobre los acidos nucleicos (DNA y
ARN) y sus derivados. Las nucleasas de los venenos de serpientes se clasifican como
endonucleasas y exonucleasas y ambas tienen fosfodiesteresas PDE. La diferenciacion
entre la actividad especifica de las endonucleasas de veneno y la actividad PDE es
dificil de diferenciar ya que la actividad endonucleasa es una propiedad inherente de las
PDE del veneno (Mori et al., 1987; Stoynov et al., 1997), y no hay informes que
describen la actividad exclusiva de las exonucleasas en venenos de serpiente. Asi, la
actividad de las exonucleasas del veneno se atribuye mas bien a las PDE (Mackessy,
2010).



6. Las proteinas secretoras ricas en cisteina (CRiSP’s) derivan su nombre por la
abundancia de cisteina que se encuentran en los miembros de familia. Estas proteinas
se expresan en los mamiferos, reptiles, insectos, plantas y hongos. Las proteinas
CRIiSP’s se expresan principalmente en los tractos reproductivos de los mamiferos y de
los venenos de varias serpientes y lagartos. Las CRiSP’s que se encuentran en los
venenos de serpientes han sido determinadas por analisis de la estructura cristalina
(Kenneth et al., 2007). Los efectos de estas proteinas en los venenos de la familia
Viperidae son bloquear los canales idnicos, la hipotermia inducida, la inmovilizacion de
la presa y son desconocidas otras funciones (Yamazaki y Morita, 2004).

7. Lectinas Tipo C: abarcan un grupo de toxinas que son capaces de interferir
con la hemostasia. Las lectinas tipo C mas estudiada de los venenos de serpiente es la
toxina heterodimérica convulxina (CVX), que se obtuvo a partir de los venenos de las
serpientes de cascabel americanas Crotalus durissus terrificus y C. d. cascavella.
Consisten en dos subunidades, alfa (CVXa, 13.9 kDa) y beta (CVXB, 12.6 kDa), unidas
por enlaces disulfuro (Radis-Baptista et al., 2005). Algunas de sus funciones y
actividades bioldgicas son unirse a los receptores de las plaquetas y el colageno siendo
los moduladores de las plaquetas y coagulantes (Leduc y Bon, 1998).

8. Las Desintegrinas representan una familia de proteinas que tienen cisteina,
presentes en los venenos de las familias de serpientes Atractaspididae, Elapidae,
Colubridae y Viperidae. Esta familia de proteinas es de bajo peso molecular de 15 a 5.2
kDa. La funcion de las desintegrinas es bloquear selectivamente la funcion de los
receptores de integrina y promueven la inhibicion de plaquetas. Es importante la
comprension de la biologia de estas toxinas que estan presentes en los venenos de
serpientes porque pueden proporcionar informacién sobre investigacion basica y clinica
en tratamiento de ataques cardiacos, diabetes, osteoporosis y cancer (Calvete et al.,
2005).

1.7 Cuadro clinico por envenenamiento
El veneno actua sobre las células y el sistema hemostatico debido a la accion bioldgica
de todas las familias de proteinas que contiene. Causa efectos locales inmediatos como

hinchazén progresiva partiendo del sitio de la inoculacion, dolor intenso, decoloracion
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de los tejidos, edema, nauseas, vomito, diarrea y trauma. También se pueden presentar
multiples hemorragias induciendo una variedad de alteraciones sobre la coagulacion
sanguinea por contener componentes procoagulantes y anticoagulantes. Los efectos de
los envenenamientos pueden resultar en secuelas permanentes que se desarrollan muy
rapidamente después del envenenamiento (Gutiérrez et al., 2000; Marufak et al., 2005;
Vazquez y Quintero, 2005). La necrosis del tejido muscular o mionecrosis es uno de los
efectos mas conspicuos de los envenenamientos por serpientes de la familia Viperidae
(Gutiérrez y Lomonte, 1989).

En México y en el resto de Latinoamérica, existen envenenamientos por
accidente ofidico y no se les presta la importancia en salud publica que deberian. En los
ultimos afos la complejidad bioldgica, bioquimica y farmacolégica de los venenos ha
impulsado interés en cientificos latinoaméricanos por su investigacion (Gutiérrez, 2002).
Tanto el manejo prehospitalario como el hospitalario juegan un papel importante en la
evolucion favorable del accidente ofidico, ya que entre mas tiempo tarde la aplicacion
del antidoto, el veneno causara mayores dafos. De igual manera, una mala aplicacion
del antidoto y/o un manejo médico inadecuado del envenenamiento resultan
perjudiciales para el paciente (Gil Alarcén et al., 2011; Fernandez Badillo et al., 2011).
Los casos de accidente ofidico que se tienen reportados para los estados de la
Republica Mexicana en los ultimos afos, indican que los estados con mayor incidencia
son San Luis Potosi, Oaxaca y Veracruz (Figura 4).

Una parte de los accidentes ofidicos no se encuentran reportados en la
Secretaria de Salud para algunos estados de la Republica Mexicana y a veces son
confundidos con otros animales venenosos. Para Aguascalientes la incidencia de
mordeduras de serpiente de cascabel es baja, en 2012 en Sierra Fria se presentd un
accidente ofidico por mal manejo del ejemplar, una cria de Crotalus lepidus klauberi. En

el cual la persona afectada no acept6 el tratamiento para la mordedura.
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Figura 4. Incidencia de mordeduras de serpiente por estado de la Republica Mexicana.

Compilacion de Guillermo Gil (2015) de la Secretaria de Salud, de los Estados Unidos Mexicanos.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Hibridismo en reptiles
Los habitats modificados por la actividad humana es muy comun en nuestros dias que
lleva a efectos sinérgicos que podrian tener graves implicaciones para la conservacion
(Mendelson y Jennings, 1992). La fragmentacion de habitat es provocada por el uso
humano de la tierra y puede dar lugar a una dinamica inestable en el que dos especies
que histéricamente no se reproducen en el mismo habitat, se ponen en contacto,
pudiendo dar lugar a aumento de los eventos naturales de hibridacién, exogamia y
asimilacion genética de especies (Arnold, 1997). Se cree que la hibridacion entre
especies podrian ser mas comunes a medida que aumente la modificacion del habitat
(Meik et al., 2008). Es importante documentar casos naturales de la hibridacion debido
a que pueden tener consecuencias de gran alcance respecto a los mecanismos de
especiacion y evolucion de las barreras reproductivas (Coyne y Orr, 2004).

Existen pocos estudios sobre poblaciones o especies hibridas de reptiles. Zarza
et al. (2008) describidé con evidencia genética el hibridismo entre Ctenosaura pectinata y
C. hemilopha en la zona de contacto de ambas especies. En el mismo trabajo describid
rastro de hibridismo en el contacto de C. pectinata con C. acanthura en la zona de
contacto de ambas especies. Pacheco-Hoyos (en preparacion) indica que la poblaciéon
de Ctenosaura nolascensis es en realidad una poblacion hibrida entre C. hemilopha y

C. conspicuosa.

En serpientes del género Thamnophis donde coexisten las especies Thamnophis
sirtalis y Thamnophis butler en Wisconsin, USA Kapfer et al. (2013) mediante analisis
genéticos encontré que hay hibridos donde coexisten las dos especies similares a la
descendencia hibridos criados en cautiverio. Es interesante lo obtenido ya que estas
dos especies a pesar de ser del mismo género no estan cercanamente emparentadas

pero son capaces de la hibridar.
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2.2 Hibridos de serpientes de cascabel

Murphy y Crabtree (1988) indicaron que los hibridos naturales de serpientes de
cascabel son raros. Sin embargo, Jacob, (1977) analiz6 datos morfolégicos vy
bioquimicos de las poblaciones simpatricas de Crotalus atrox y Crotalus scutulatus para
examinar la variacion dentro de las especies y poblaciones y para determinar si las
especies hibridan. Los datos morfologicos indicaron que existen hibridos en condiciones
naturales y que hay produccién de hibridos descendientes. Esto indica que es factible
romper los mecanismos de aislamiento entre especies en cascabeles, ya que el cruce
entre diferentes especies se produce aparentemente con facilidad en cautiverio.

Campbell et al. (1989) documentaron una hibridacion natural entre Crotalus
lepidus y Crotalus willardi. Sin embargo, la descripcidén se realizdé con el unico ejemplar
hibrido que se encontré (una hembra juvenil de aproximadamente 22 cm de longitud
total). Caracteres como la forma de las escamas rostrales, las supraoculares y el patréon
de coloracion los llevé a la conclusion de que el hibrido esta conformado por la unién de
las dos especies.

Meik et al. (2008) encontraron un ejemplar hibrido natural entre Crotalus atrox y
Crotalus horridus en Wise, Texas, que exhibié un fenotipo intermedio entre las especies
parentales, siendo el primer hibrido natural conocido entre ellas. El hibridismo se basd
en un patron de coloraciéon intermedio y su escamacion determinada por microscopia
electronica de barrido. Dicho hibrido resultd ser una hembra sub-adulta de 66.7 cm de

longitud total.

2.3 Poblacion intermedia en Aguascalientes

Existen poblaciones de especies diferentes del género Crotalus que comparten el
mismo espacio y los mismos recursos. Este es el caso de Crotalus aquilus que tiene
una distribucion en el centro de México, y Crotalus lepidus klauberi que se distribuye en
el norte-centro. La distribucion de Crotalus aquilus esta bien estudiada y se han
incorporado nuevos registros para algunos estados de la republica como Zacatecas
(Carbajal-Marquez et al., 2015 b). También ha sido estudiada su taxonomia (Campbell y
Lamar, 2004; Valencia-Hernandez, 2006), alimentacion (Campbell y Lamar, 2004;

Vazquez y Quintero, 2005) y la bioquimica de su veneno (Roldan-Padréon et al., 2010;
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Rivas-Mercado, 2014; Pérez-Guzman et al., 2015). Crotalus lepidus ha sido objeto de
estudios taxonémicos (Campbell y Lamar, 2004), alimenticios (Vazquez y Quintero,
2005; Carbajal-Marquez y Quintero-Diaz, 2015), toxicolégicos (Martinez-Romero et al.,
2013; Rivas-Mercado, 2014) y de distribucion (Campbell y Lamar, 2004; Vazquez y
Quintero, 2005).

Las especies Crotalus aquilus y Crotalus lepidus comparten poblaciones que se
traslapan en los estado de Aguascalientes, Jalisco, San Luis Potosi y Zacatecas. En
Aguascalientes se encontré una poblacion intermedia (posiblemente hibrida) que
comparte algunos de los caracteres de ambas especies. Similar a C. aquilus, tienen la
escama preocular no dividida, pero el numero de manchas dorsales es similar a C.
lepidus. Esta poblacion fue nombrada como Crotalus lepidus x aquilus por Rivas-
Mercado (2014). No se han realizado estudios ecolégicos sobre esta poblacion
intermedia, y su biologia aun no se conoce del todo. Estos eventos fortuitos que surgen
en la naturaleza han sido muy poco estudiados ya sea en el ambito taxondmico,

bioldgico y, aun con menor interés, la estructura y funcién del veneno.

2.4 Estudios previos en los venenos de interés
Martinez-Romero et al. (2013) compararon los venenos de tres subespecies Crotalus
lepidus lepidus, Crotalus lepidus klauberi, Crotalus lepidus morulus que tienen una
distribucion al norte y centro de México. Los venenos de las serpientes de cascabel de
las rocas muestran un notable grado de variabilidad, incluyendo diferencias
intraespecificas en los componentes principales relacionados a la geografia, la
ontogenia y al sexo, entre otros. Los venenos de las subespecies Crotalus lepidus
mostraron gran similitud en los perfiles de proteinas. También mostraron similitud fuerte
en las actividades biolégicas de los venenos, aunque se muestran algunas diferencias
notables en los efectos letales y hemorragicos. Martinez-Romero et al. (2013)
concluyen que una comprension mas completa de las consecuencias adaptativas de los
venenos dentro de esta especie requiere informacion mas detallada sobre la historia
natural de las subespecies.

Las propiedades bioquimicas y biologicas del veneno de Crotalus aquilus ha sido

muy poco estudiado. Pérez-Guzman et al. (2015) realizaron un trabajo sobre la
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actividad de la fosfolipasa A2 y las proteinas de esta especie, encontrando que el
veneno de Crotalus aquilus presenta proteinas con un peso molecular desde los 10
hasta los 66 kDa y es muy similar al veneno de Crotalus lepidus klauberi. Esto podrian
deberse a la cercania filogenética que tienen las dos especies y su distribucion en
habitats similares (Pérez-Guzman et al., 2015).

En cuanto a estudios realizados con venenos de hibridos para México, (Roldan-
Padron et al. (2010) analizaron las actividades proteoliticas del veneno de Crotalus
aquilus y Crotalus polystictus en Querétaro. Encontraron que existe una variacion en el
bandeo de proteinas asi como en actividad proteolitica, tanto entre organismos
parentales C. aquilus y C. polystictus, como entre ejemplares hibridos. Los valores de
actividad proteolitica que poseen los hibridos son mayores en relacion a las especies
parentales.

Para el estado de Aguascalientes, Rivas-Mercado (2014) realizé un estudio
donde se tomaron ejemplares de poblaciones de Crotalus aquilus, Crotalus lepidus
klauberi y Crotalus lepidus x aquilus. ElI veneno de C. lepidus klauberi tiene un valor
mayor de potencia letal (expresado como dosis letal media) que el de C. aquilus y C.
lepidus x aquilus. El autor sugiere que este grado de letalidad se debe a la presencia de
crotoxina, estimada en un valor de 10.8% del total de veneno.

Con base en lo reportado por Rivas-Mercado (2014), el presente proyecto
pretende comparar la composicion bioquimica y las actividades biolégicas de los
venenos de poblaciones de Crotalus aquilus y Crotalus lepidus klauberi, comparandolas
con la poblacion intermedia Crotalus lepidus x aquilus, estudiando ejemplares

capturados en vida libre.
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3. JUSTIFICACION

Aunque existen referencias sobre la capacidad de hibridacién entre diferentes especies
de serpientes de cascabel, es relativamente poco el conocimiento que se ha
desarrollado sobre el efecto que tiene este fenobmeno en la composicién biologica y
bioquimica de los venenos. Los resultados de este proyecto pueden tener implicaciones

en areas ecologicas, evolutivas, bioquimicas y médicas.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

- Comparar la composicion bioquimica y las actividades biologicas de los venenos
de las poblaciones de Crotalus aquilus, Crotalus lepidus klauberi con aquellas de

la poblacion intermedia de Crotalus lepidus x aquilus en Aguascalientes.

4.2 Objetivos particulares

- Obtener muestras de veneno de ejemplares de las poblaciones de Crotalus
aquilus, Crotalus lepidus klauberi asi como de la poblacién intermedia Crotalus
lepidus x aquilus.

- Obtener la cuantificacion proteica y describir el perfil electroforético de los
venenos de las poblaciones bajo estudio, asi como de la poblacién intermedia.

- Determinar y comprar la potencia letal en roedores de los venenos bajo estudio.

- Observar, describir y comprar la signologia ocasionada por los venenos bajo
estudio en roedores.

- Determinar y comprar la actividad hemorragica de los venenos en roedores.

5. HIPOTESIS

Dado que Rivas Mercado (2014) encontrd diferencias entre la bioquimica de los
venenos de Crotalus aquilus, Crotalus lepidus klauberi y de la poblacion intermedia de
Crotalus lepidus x aquilus, esperamos que:

Los venenos de las poblaciones de C. aquilus, C. lepidus klauberi y C. lepidus x aquilus
mostraran diferencias cualitativas y cuantitativas en perfil electroforético y en las
actividades biologicas.
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6. MATERIALES Y METODO

6.1 Recolecta de ejemplares

Para la recolecta cientifica de los ejemplares se solicité el permiso a la Direccion
General de Vida Silvestre (DGVS), Dependencia descentralizada de la Secretaria del
Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT), mediante los Oficios Num.
SGPA/DGVS/05143/14 y SGPA/DGVS/03079/16. Se realizaron recorridos semanales
de aproximadamente cinco horas al dia con el fin de encontrar cinco individuos de la
poblacién intermedia Crotalus lepidus x aquilus en el municipio del Llano en Mesa de
las Prefiadas, Aguascalientes (Figura 6). Se buscaron los organismos de manera
directa levantando rocas, en los caminos, sobre las rocas o bardas, por
aproximadamente un mes (junio y julio de 2014). Adicionalmente se capturaron cinco
ejemplares de Crotalus aquilus en la Sierra de Laurel-Aguascalientes y Tlachihila-
Zacatecas y cinco ejemplares de Crotalus lepidus klauberi de Mesa Montoro-
Aguascalientes y Sierra Fria-Aguascalientes (Figura 5 y 6). Cada ejemplar fue medido
en su longitud total (LT) y sexado después de su captura.

Crotalus lepidus

. C. |l lepidus
. C. I. klauberi

D C. I. morulus

. C. l. maculosus

Crotalus aquilus

- C. aquilus

Figura 5. Distribucidon en México de Crotalus aquilus y Crotalus lepidus con las diferentes

subespecies. Incluyendo Crotalus lepidus klauberi.
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Figura 6. Zonas de colecta de las poblaciones de Crotalus aquilus (Sierra de Laurel y Tlachichila),
Crotalus lepidus klauberi (Sierra Fria y Mesa Montoro) y de la poblacién intermedia Crotalus
lepidus x aquilus (Mesa de las Prefadas). Google, INEGI 2016.

6.2 Alojamiento de los organismos en cautiverio
Los 15 organismos fueron trasladados al Bioterio del Instituto de Biologia y mantenidos
en terrarios individuales con ventilacion a una temperatura entre los 26 °C a 30 °C y una
humedad relativa no controlada, provista por un recipiente de agua que se cambiaba
una vez a la semana. La alimentacién consistié de ratones Mus musculus de la cepa
CD1 de aproximadamente 20-25 g. La higiene de los terrarios se realizé con solucion
de Hipoclorito de Sodio al 10% y con Virkon S® (DuPont, México) capaz de eliminar
bacterias, hongos y virus.

Los roedores que se utilizaron para los experimentos fue la especie Mus
musculus cepa CD1, un peso de 18 a 20 g de sexo indistinto. Estuvieron alojados en el
Bioterio de la Facultad de Ciencias en cajas de acrilico con una cama de viruta de

madera, facilitindoseles el acceso a agua (bebedero) y alimento (nutri cubo) ad libitum.
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Se mantuvieron a una temperatura entre 20 °C a 25 °C con una humedad relativa de
40% a 70%.

6.3 Tratamiento del veneno

La extraccion del veneno se realizo por ordefia directa. El animal se sujetd e inmovilizo,
obligandolo a morder un recipiente previamente limpio y estéril. El veneno se recupero
en acetato de amonio 20 mM, pH de 4.7 y se centrifugd a 13,000 rpm por dos minutos.
El sobrenadante fue recuperado y almacenado a -70 °C vy liofilizado (Carbajal-Saucedo,
2014).

Para realizar cada una de las pruebas se tomaron 3 mg de peso seco de los
venenos de cada uno de los individuos, teniendo en cuenta de se contaban con cinco
individuos para las poblaciones y se formé un pool (conjunto de veneno de varios
individuos) de 15 mg para Crotalus aquilus, Crotalus lepidus klauberi y de la poblacion

intermedia Crotalus lepidus x aquilus para realizar los experimentos.

6.4 Cuantificacion de concentracion proteica

La cuantificacion proteica se realizé por medio de un fotémetro utilizando el quipo
Thermo Scientific Nanodrop 2000. La concentracion final fue calculada por medio del
programa NANODROP 2000/2000c, tomando en cuenta que la cuantificacion de
proteina es mg/mL y la formula que realiza el programa es 1 Abs = 1 mg/ mL. Este
proceso se realizd con los tres pooles de los venenos bajo estudio (Crotalus aquilus,
Crotalus lepidus klauberi y Crotalus lepidus x aquilus), utilizando solucién salina
isoténica (0.9% NaCl) como blanco (Anexo 1). La espectrofotométrica es una técnica
utilizada para conocer la interaccién de luz con la materia y se caracteriza por su
precision, las pequefas cantidades que necesita la prueba y la lectura inmediata de las

muestras.

6.5 Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
Se separaron las proteinas que componen cada uno de los venenos utilizando el
método de electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Se

hicieron geles al 12.5% de poliacrilamida en los cuales se cargaron con 30 pg de pool
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de veneno por carril en condiciones reductoras afadiendo (- mercaptoetanol. La
separacion se realizé en camaras modelo mini PROTEAN Il (BIO-RAD). La separacion
de las proteinas de los venenos se realizd a 70 volts durante cuatro horas
aproximadamente. Cuando las proteinas fueron separadas, el gel se fijo con metanol 20
mL y acido acético 5 mL durante 15 minutos. Después se lavo con agua desionizada y
se agrego azul de Coomassie para teiir (toda la noche). Ya tefiido, el gel fue lavado
con agua desionizada para eliminar el exceso de Coomassie. El gel se preservd
realizado una técnica de secado con papel celofan dulce (Anexo 2).

La electroforesis en SDS-PAGE es un método en el cual se separan
biomoléculas bidimensionalmente en funcion al peso molecular y dependiendo de su
carga bajo la accién de un campo eléctrico. Este proceso es importante en este estudio
ya que con base al patron electroforético de los venenos es posible conocer el peso
molecular aproximado de cada una de las bandas en el gel y determinar qué tipo de
grupos de proteinas y concentraciones estan presentes. Para conocer el peso
molecular aproximado de cada una de las bandas proteicas de los pooles de veneno de
Crotalus aquilus, Crotalus lepidus klauberi y de la poblacion intermedia Crotalus lepidus
X aquilus se utilizé el programa ImagedJ V. 1.6.0 (Fiji Is Just ImageJ, USA) midiendo la
distancia entre cada banda y la banda de 10 KD (banda baja 17) tomando como
referente la distancia del cambio del peso molecular medido directamente en el gel.
Para calcular el peso molecular de cada banda se uso6 el peso molecular patron (MP)
con el cual se estimo el peso proteico de cada banda en funcion de la distancia medida
en el gel. Para distinguir la concentraciéon de proteina del gel en cada una de las bandas
generadas, se uso el software Adobe® PhotoShop® CS V. 8.0 (Adobe® PhotoShop®,
USA), en el cual se medié la cantidad de Rojo en la paleta RGB de cada banda, por ser
considerada la mas variable sobre G y B. Las diferencias entre el patron de bandeo
proteico y la concentracion de proteina por banda por pool se analizaron con la prueba
estadistica no paramétrica de Kruskal-Wallis en el ambiente R Studio ® V. 3.0.3. (R
Studio ®, USA).
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6.6 Determinacion de la letalidad de los venenos

Se determind por via intraperitoneal siguiendo la metodologia descrita por Theakston y
Reid (1983). La dosis letal media (DL50) se define como la cantidad de veneno (ug)
necesaria para matar al 50% de una poblacion de animales experimentales. Los
animales utilizados fueron roedores de especie Mus musculus la cepa CD1 con un peso
entre 18 a 20 gramos, sin importar el sexo. Se realizaron alicuotas con veneno activado
con Cloruro de Sodio al 0.9% preparadas con un volumen final de 0.2 mL por ratén,
administrando distintas cantidades de veneno (ug) en grupos de tres ratones por dosis
(n = 9). Para este experimento se tuvo un grupo control negativo en el que se
inocularon a tres ratones con Cloruro de Sodio al 0.9%, con un volumen final de 0.2 mL
(Anexo 3). Los valores de cantidad de veneno de inicio fueron estimados a partir de

estudios previos (Rivas Mercado, 2014; Martinez-Romero et al., 2013).

Se administraron las siguientes cantidades de veneno:
Crotalus aquilus: 1.3, 1.6, 2.1, 2.6, 3.6, 4.1, 5, 6 ug/g
Crotalus lepidus klauberi: 0.50, 0.84, 1.3, 1.6, 2.6, 3.6 ug/g
Crotalus lepidus x aquilus: 1.3, 1.6, 2.6, 3.1, 3.6, 4.1, 4.6 ug/g

El porcentaje de mortalidad por dosis en cada grupo fue graficado con una curva
dosis-respuesta y los resultados se analizaron con el programa estadistico GraphPad
Prism V4.0b (GraphPad, USA) con la cual se obtuvo la dosis media letal. Los patrones
de mortalidad por dosis por pool de Crotalus aquilus, Crotalus lepidus klauberi y de la
poblacién intermedia Crotalus lepidus x aquilus se analizaron mediante regresion
logistica para modelar el porcentaje de mortalidad esperado en funcién del efecto de
cada una de las dosis de veneno en (ug) por pool. Una prueba de regresion lineal
multiple se realizd para conocer si existen diferencias entre los patrones
dosis/mortalidad entre los pooles de venenos, con el programa R Studio ® V. 3.0.3. (R
Studio ®, USA).
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6.7 Signologia ocasionada por los venenos en roedores

La signologia presentada en roedores de la cepa CD1 por accion de los venenos de las
poblaciones de Crotalus aquilus, Crotalus lepidus klauberi y de la poblacién intermedia
de Crotalus lepidus x aquilus, se observaron durante las pruebas de dosis letal media
(DL50). Posteriormente se inocularon dosis elegidas para C. aquilus, C. lepidus klauberi
y C. lepidus x aquilus con el fin de conocer los signologia ocasionada por el veneno a
un sistema biologico. Los datos reportados se tomaron cada hora y se analizaron con

una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis en el programa estadistico Statistica.

6.8 Determinacion de la actividad hemorragica

Se uso el método descrito por Kondo (1960) modificado por Theakston y Reid (1983),
definiendo la dosis minima hemorragica (DMH) como la cantidad de veneno (ug)
necesaria para producir un halo hemorragico de 10 mm de didametro en animales
experimentales inyectados en el dorso via intradérmica, previamente rasurados. Los
roedores utilizados fueron de la cepa CD1 con un peso entre 35 a 40 g de sexo
indistinto. Se inocularon 3 ratones por dosis de veneno en pg (volumen final de 0.05
mL). Para este experimento se tuvo un grupo control negativo en el que se inocularon a

tres ratones con Cloruro de Sodio al 0.9% con un volumen final de 0.05 mL (Anexo 4).

Se administraron las siguientes cantidades de veneno:
Crotalus aquilus: 100, 80, 60, 20, 10, 5, 2 ug

Crotalus lepidus klauberi: 100, 80, 60, 20, 10, 5, 2 ug
Crotalus lepidus x aquilus: 100, 80, 60, 20, 10, 5, 2 ug

Después de tres horas de ser inyectados con diferentes dosis de venenos (ug) se
sacrificaron por dislocaciéon cervical, se retiraron las pieles midiéndose con un vernier el
largo (diametro 1) y el ancho (diametro 2) del halo hemorragico y se determiné el

diametro hemorragico siguiendo la férmula:

Diametro hemorragico = (Diametro 1 + Diametro 2) / 2
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Los resultados obtenidos se analizaron en el programa estadistico GraphPad
Prism V4.0b (GraphPad, USA). Para conocer si existen diferencias significativas entre
la capacidad hemorragica del veneno de las poblaciones Crotalus aquilus, Crotalus
lepidus klauberi y la poblacion intermedia Crotalus lepidus x aquilus se realizdé una
prueba de regresion lineal multiple en el ambiente R Studio ® V. 3.0.3 (R Studio ®,
USA). Debido a que no existen estudios previos de capacidad hemorragica Crotalus
aquilus y Crotalus lepidus x aquilus, se probaron homogéneamente dosis altas a muy

bajas en las poblaciones estudiadas.
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7. RESULTADOS

7.1 Organismos recolectados y extraccion de veneno

En el trabajo en campo se recolectaron un total de 15 ejemplares de serpientes de
cascabel de cinco localidades diferentes en época de lluvias con un total de 10 hembras
y cinco machos (Crotalus aquilus tres @ y dos &, Crotalus lepidus klauberi cuatro @ y un
d'y Crotalus lepidus x aquilus tres @ y dos &). La extraccion de los venenos se realizé
en dos ocasiones para cada individuo, con el fin de que se obtuviera el suficiente
veneno para realizar todas las pruebas correspondientes (Cuadro 1y Figura 7).

Los ejemplares recolectados proporcionaron distintas cantidades de veneno.
Aquellos de talla de 30 cm a 40 cm proporcionaron poco veneno en promedio 1.9 mg,
seguido de organismos de 40 cm a 60 cm con una extraccion promedio de 9.98 mg y
por ultimo ejemplares de 60 cm a 70 cm en los que se obtuvo 27.6 mg en promedio de
peso seco. El ejemplar que proporcion6 menor cantidad de veneno fue C.aqui®ZAC1
de 38 cm proveyendo 0.9 mg de veneno de peso seco. Hubo ejemplares de Crotalus
aquilus (C.aqui?SLR) y Crotalus lepidus x aquilus (Int?MP1) que no proporcionaron
veneno en alguna de las extracciones.

Las cantidades de veneno en peso seco, obtenidas en ejemplares de distintas
tallas se muestran en la Figura 7. Se observa que la cantidad de veneno varia de
manera positiva, exponencialmente de acuerdo al tamario del organismo (R? = 0.63614;
p = 0.0003680).

Cuadro 1. Datos de los ejemplares colectados en los meses de junio y julio de 2014. Abreviaturas:
LT, longitud total; PSV, Peso seco del veneno.

PSV PSV
Poblacion ID del Localidad LT Peso primera segunda
ejemplar (cm) (9) extraccion extraccion
(mg) (mg)
. . Sierra de
C. aquilus C.aqui?SLR Laurel 58 114.7 0 4
C.aqui®ZAC1 Tlachichila 38.0 40.7 2.9 0.9
C.aquiQZAC2 Tlachichila 43.0 56.7 4.6 5.5
C.aquidSLE Sierra de 54.5 58.7 15.4 26.1
Laurel
C.aquidZAC1 Tlachichila 54.5 103.7 25 11.7
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C. lepidus

. C.lep?MM1 Mesa Montoro 52.0 88.7 9.1 9.7
klauberi
C.lep?SF2 Sierra Fria 42.0 37.2 54 4
C.lep?SF3 Sierra Fria 40.5 30.2 11.6 17
C.lep?MM4 Mesa Montoro 44.0 78.7 14.4 9.1
C.lepdMM1 Mesa Montoro 45.0 47.7 5.1 1.6
C.lepidus 00 by Mesa de las 45.0 32.7 0 3
x aquilus Prefiadas
IntoMP2 Mesa de las 49.5 62.2 8.9 9
Prefiadas
IntoMP3 Mesa de las 49.0 52.2 112 14
Prefiadas
IntMP1 Mesa de las 62.0 132.7 33.1 15.4
Prefiadas
IntgMP2 Mesa de las 72.0 196.4 20.1 41.8
Prenadas
70
y = 0.0542x2 - 4.5082x + 101.56
R?=0.6361
60 p = 0.0003680 e
= 50
£
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g
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©
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Figura 7. Cantidad de veneno en mg obtenida en las extracciones de los ejemplares del género

Crotalus en relacién con la talla en cm (R?=0.6361; p = 0.0003680).
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7.2 Cuantificacién de proteina por A 280 nm

En la Figura 8 se observan la absorbancia A 280 del peso seco de cada uno de los

pooles de veneno de la poblaciones de C. aquilus, C. lepidus klauberi y C. lepidus x

aquilus que ayudoé a estandarizar la concentracién proteica de cada pool de veneno

para obtener el perfil proteico de los venenos por SDS-PAGE (Cuadro 2).

£5 C. aquilus
60 1 C. lepidus klauberi
65 C. lepidus x agquilus
A0 1
5
E 40
£
a K]
e
§ W
=]
T
20
P
18 y = 3
101 ?::-_ﬂs"":' = 3 \‘3‘_.{\
20 20 240 250 B0 20 280 20 300 30 W W M0 M0
Wavelerath [nm) Sﬂ

Figura 8. Cuantificacion de proteina de los tres pool de venenos de Crotalus A 280 nm en el
equipo Thermo SCIENTIFIC NANODROP 2000 con el programa NANODROP 2000/2000c, cargando

2 pl de veneno previamente liofilizado y reconstituido con 100 pl de solucién salina.

Cuadro 2. Cuantificacién de los pool de veneno de cascabeles A 280 nm por mg/mL. De los cuales

se tomaron 30 pg para hacer el perfil electroforético.

# ID Concentracion Unidad
de proteina

1 C. aquilus 18.576 mg/mL

2 C. lepidus klauberi 16.868 mg/mL

3 C. lepidus x aquilus 17.557 mg/mL
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7.3 Comparacion del perfil proteico de los venenos por SDS-PAGE

Los perfiles en gel de poliacrilamida pueden observarse en la Figura 9. El veneno de C.
aquilus presenta bandas muy intensas entre los 25 y 20 kDa y bandas de menor
intensidad en 75, 50 y 15 kDa. Bandas muy tenues pueden observarse en los 37 y 30
kDa. Por otro lado, el veneno de C. lepidus klauberi muestra bandas de fuerte
intensidad en los 25 a 20 y 15 kDa, bandas de menor intensidad en los 75 a 37 kDa y
bandas muy tenues en los 37 a 26 kDa. Por ultimo, el veneno de la poblacion
intermedia C. lepidus x aquilus muestra bandas de gran intensidad en 25 y 20 kDa,
bandas de menor intensidad en los 75 a 50 y 15 kDa y bandas muy tenues en 37 a 26
kDa.

El perfil electroforético muestra que en los 25 y 20 kDa son muy similares
(bandas muy intensas) Figura 9, C. aquilus presenta una banda (22.42 kDa), C. lepidus
klauberi se observa una banda (22.54 kDa) y por ultimo C. lepidus x aquilus dos bandas
(21.47 y 22.82 kDa). La diferencia del bandeo se encuentra entre los 15 kDa, para C.
lepidus klauberi son dos bandas muy intensas (14.03 y 13.45 kDa), C. lepidus x aquilus
presenta bandas de menor intensidad (14.80, 13.54 y 12.63 kDa) y C. aquilus con
bandas muy tenues (14.48, 14.35, 13.52 y 12.78 kDa). Es interesante notar que las
diferencias mas evidentes del bandeo se observan en la seccidon de los pesos
moleculares bajos (15 kDa) y para los pesos de 90 a 20 kDa el bandeo es similar con
algunas diferencias de intensidad (C. lepidus klauberi).

En la Figura 10 se observan las bandas proteicas con el peso molecular en (kDa)
para cada una de las proteinas de C. aquilus, C. lepidus klauberi y C. lepidus x aquilus.
Para C. aquilus presenta bandas proteicas que van de 75.5 a los 12.78 kDa, en C.
lepidus klauberi se pueden observar proteinas que van de los 90.35 a 10.68 kDa y por
ultimo C. lepidus x aquilus con bandas proteicas de 69.01 a 10.54 kDa (Cuadro 3).

Para la prueba de concentracion proteica en R de RGB, las bandas proteicas que
se muestran con mayor concentracion son entre los pesos 25 a 20 kDa (C. aquilus R =
15.66, C. lepidus klauberi R = 16.66 y C. lepidus x aquilus R = 12.33) y las bandas de
proteinas con menor concentracion estan entre los pesos de 70 a 90 kDa (C. aquilus R
= 194.66, C. lepidus klauberi R = 109.33 y C. lepidus x aquilus R = 99) (Figura 11y
Cuadro 4).
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Las pruebas estadisticas no muestran diferencias en la estructura de los pesos
moleculares entre los pooles (p = 0.6552), ni en la concentraciéon proteica estimada a
partir del analisis de R de RGB (p = 0.2225), Figura 10y 11.

MP (kDa) C. aquilus C. lepidus klauberi C. lepidus x aquilus

Figura 9. Perfil electroforético de C. aquilus, C. lepidus klauberi y C. lepidus x aquilus). SDS-PAGE
al 12.5% de poliacrilamida, en condiciones reductoras, 30 pg de veneno por carril. MP (peso
molecular en kDa). Los nimeros de la segunda columna indican la banda proteica para los tres
pooles de veneno. Precision Plus Protein™ Standards; BIO-RAD.
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Cuadro 3. Peso molecular (kDa) para cada una de las bandas proteicas encontradas de los pooles
de veneno de C. aquilus, C. lepidus klauberi y C. lepidus x aquilus estimados a partir de la Figura 9

en el programa ImageJ.

Numero de banda C. aquilus C. lepidus klauberi C. lepidus x aquilus
proteica Peso en kDa Peso en kDa Peso en kDa
1 0 90.35 0
2 75.5 71.33 69.01
3 52.78 52.78 52.31
4 45.74 44.47 45.74
5 0 38.90 37.47
6 33.39 33.14 33.72
7 29.40 29.23 29.07
8 0 0 26.99
9 24.49 24.40 24.33
10 22.42 22.54 22.82
11 0 0 21.47
12 14.48 14.03 14.80
13 14.35 0 0
14 13.52 13.45 13.54
15 12.78 0 12.63
16 0 11.35 11.28
17 0 10.68 10.54
= C. aquilus
2 C. lepidus klauberi
= C. lepidus x aquilus
©
(]
>~ O |
= ©
oy
@
&
-
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Numero de banda proteica

Figura 10. Prueba de Kruskal-Wallis (p = 0.6552) para el peso molecular en (kDa) para el patréon de
bandeo proteico encontrado de los pooles de veneno de C. aquilus, C. lepidus klauberi y C.

lepidus x aquilus obtenidas en el programa estadistico R Studio ®.
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Cuadro 4. Bandas proteicas y concentraciones de proteina estimada por el promedio de R de RGB
obtenidas en Adobe® PhotoShop® CS a partir de la Figura 9.

(R) en RGB

Concentracion de proteina estimada por el promedio de

Numero de banda C.aquilus C. lepidus klauberi  C. lepidus x aquilus
1 0 25.33 0
2 68.66 22.33 50
3 53.33 23.66 64.33
4 51.66 23 29.66
5 0 37 64.33
6 64 27.66 55.66
7 68 66 86.66
8 0 0 95
9 90 53 76.33
10 15.66 16.66 21.33
1 0 0 12.33
12 63 22.66 29.66
13 46 0 0
14 63.33 16.66 28
15 94.66 0 78.33
16 0 109.33 93.33
17 0 103.33 99
o = C. aquilus
S 7 « C. lepidus klauberi
= C. lepidus x aquilus
o |
o0
o |
(o]
o |
=
i | h u h { u I v L L
N '
o - J
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Numero de banda proteica

Figura 11. Prueba de Kruskal-Wallis (p = 0.2225) para las banda con concentraciones de proteina

estimada por el promedio de R en RGB de Adobe® PhotoShop® CS para los tres pooles de C.

aquilus, C. lepidus klauberi y C. lepidus x aquilus obtenidas en el programa estadistico R Studio

®.
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7.4 Potencia letal de los venenos

El potencial letal se define como la cantidad de veneno (ug) necesaria para matar al
50% de una poblacion de animales experimentales, en este experimento se utilizaron
roedores de la cepa CD1, como se plantea en la seccién 6.6. El veneno de Crotalus
lepidus klauberi resulté ser el mas letal, con una DL50 de 1.320 u/g de ratén, siendo
este veneno tres veces mas potente que los venenos de C. aquilus y Crotalus lepidus x
aquilus. El veneno con menor potencial letal fue el de la poblacién intermedia Crotalus
lepidus x aquilus con una letalidad de 3.585 p/g de raton, resultando ser el menos letal y
por ultimo C. aquilus presenta una letalidad de 3.181 u/g de ratén, es similar a la de

Crotalus lepidus x aquilus (Figura 12; Cuadro 5).

® C. lepidus x aquilus
s C. lepidus
C. aquilus

Mortalidad (%)

0.5 0.0 0.5 1.0
Dosis (pg/g)

Figura 12. Dosis media letal por pool de veneno, con una n = 9. Las muertes fueron registradas a

las 24 horas para los tres pooles de veneno. En el programa estadistico GraphPad Prism.
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Cuadro 5. Determinacion de DL50 del venenos de C. aquilus, C. lepidus klauberi y C. lepidus x
aquilus administrado via intraperitoneal segun las estimaciones en GraphPad Prism. Los valores
de DL50 p/raton se reportan para hacer comparable nuestro estudio con otros. Los valores

menores son lo que presentan una mayor letalidad.

Especie DL50 p/g de ] Intervalo de R?
P ratén DL50 p/ratén confianza 95%
Crotalus aquilus 3.181 60.43 2477 a4.087 0.8557
Crotalus lepidus 1.320 25.08 1.133 a 1.538 0.9768
klauberi
Crotalus lepidus x 3.5685 68.11 3.485 a 3.688 0.9917
aquilus

El comportamiento de la curva del veneno de C. lepidus klauberi no se traslapa
con las curvas de C. aquilus y C. lepidus x aquilus pero tiene una pendiente similar a la
de C. aquilus (Figura 12), lo que indica que se diferencia entre la dosis minima de
accion letal y la dosis en la que muere el 100% de los ratones es similar en ambos
casos, pero la dosis minima letal es mayor en C. lepidus klauberi. La curva del veneno
de la poblacion intermedia de C. lepidus x aquilus tiene una pendiente mucho mayor, lo
que indica que a la dosis minima letal y la dosis a la que muere el 100% de los ratones
es muy similar para esta poblacion. Sin embargo, la dosis media letal de C. lepidus x
aquilus es menor que en C. aquilus y C. lepidus klauberi.

En las Figuras 13, 14 y 15 se observan los modelos de mortalidad dosis-
porcentaje de mortalidad de C. aquilus, C. lepidus klauberi y C. lepidus x aquilus
estimados a partir de n = 9 repeticiones por dosis. Existen diferencias significativas
entre la letalidad de los venenos de las poblaciones C. aquilus, C. lepidus klauberi y de

la poblacion C. lepidus x aquilus (p = 0.001996).
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Figura 13. Modelo de regresion logistica para el pool de veneno de C. aquilus. Obtenido en el
programa estadistico R Studio ®.

S C. lepidus klauberi

0.8

0.6
l

Mortalidad (%)
0.4

0.2

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5
Dosis de veneno (ug)

Figura 14. Modelo de regresién logistica para el pool de veneno de C. lepidus klauberi. Obtenido
en el programa estadistico R Studio ®.
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Figura 15. Modelo de regresion logistica para el pool de veneno de C. lepidus x aquilus obtenido

en el programa estadistico R Studio ®.

7.5 Signologia ocasionada por los venenos en roedores

a) Crotalus aquilus dosis 5 pg/g

En las primeras dos horas la actividad fue baja para los organismos. Se
encontraron quietos y no presentaron sintomas de envenenamiento. Alrededor de las
cuatro horas de la inoculacién se observé cambio en la coloracién en el lugar de la
inyeccion en el vientre de tonos rosados a un tono negruzco. Después de las cinco a
seis horas los ratones se notaron agitados y mostraron evidencia de pérdida de fuerza
en el cuerpo, lentitud y torpeza en el movimiento y sin coordinacion. El color negruzco
en el vientre empez6 a ser mas evidente y a extenderse hacia 6rganos reproductores.
En las ultimas horas 12 a 14 la movilidad del cuerpo fue casi nula, se mantuvieron
quietos en un rincén sin desplazamiento en el area y mueren. En algunos de los ratones

inoculados se presentd sangrado nasal a partir de las ocho horas.
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b) Crotalus lepidus klauberi dosis 2.6 ug/g

En las primeras dos horas de la inoculacion los organismos no presentan
sintomas inmediatos de envenenamiento y se encontraron interactuando con los demas
individuos y desplazandose en gran parte del encierro. Tres horas después de la
inyeccion empezaron con problemas respiratorios evidentes, afectacion en la
coordinacion y leve pérdida de fuerza en las patas traseras. A las seis a ocho horas
estos problemas se agravaron mostrandose menor coordinacion, flacidez en las patas
traseras con pérdida de fuerza y desplazamiento arrastrandose solo con las patas
delanteras. Se observé un cambio de colocacién de rosa a negruzco en la zona de la
inyeccion. De las 10 a 12 horas la paralisis de patas traseras fue total. Tomaron

bocanadas de aire bruscamente antes de fallecer.

c¢) Crotalus lepidus x aquilus dosis 4.1 ug/g

En las primeras tres horas no se presentaron sintomas de envenenamiento pero
los ratones empezaron con estiramientos. Después de cuatro horas mostraron un poco
de agitacion respirando rapido y desplazandose de un lado a otro. De las ocho a las 10
horas presentaron movimientos lentos y descoordinados, con a una etapa sin actividad
evitando caminar, brincar e interactuar. Se noté un cambio de coloracién de rosa a
negruzca en la zona de la inyeccion en el vientre. De las 12 a 14 horas la activad
motora fue muy baja, no presentan movimientos en las patas traseras ni en las patas
delanteras, se aislan de los demas ratones y la respiracion fue lenta hasta el

fallecimiento.

La signologia provocada por los venenos de C. aquilus, C. lepidus klauberi y C.
lepidus x aquilus se tipifica y se resume en Cuadro 6. La prueba estadistica Kruskal-
Walllis indica que no se encontraron diferencias significativas en el la signologia de los
roedores causado por el venenos de C. aquilus, C. lepidus klauberi y de la poblacion
intermedia C. lepidus x aquilus (p = 0.4677; Cuadro 7).
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Cuadro 6. Daiios en los roedores. 0 (sin daino), 1 (dafio menor), 2 (dano), 3 (dafo intenso). Se
hicieron disecciones de los ratones de las pruebas de DL50 y se comparé con ratones sanos (no

fueron inoculado con veneno).

Sintomatologia C. aquilus Cklfupgzlrjis C.;zziitljﬁss X

Ataxia 2 2 2
Contracciones musculares > > >
Movimiento lentos 2 2 2
Hemorragias difusas (en sistema digestivo) 2 1 1
Color negruzco en la zona de la inyeccién 3 1 2
Color negruzco en aparato reproductor 5 0 1
(testiculos)

Organos agrandados 2 2 2
Paralisis flacida parcial (patas traseras) 0 3 0

Cuadro 7. Prueba de Kruskal-Wallis. p= 0.4677 en el programa estadistico Statistica.

Daios C.aquilus  C. lepidus klauberi C. lepidus x aquilus
C. aquilus
C. lepidus Kklauberi 1.000000
C. lepidus x aquilus 0.866533 1.000000

7.6 Hemorragias producidas por los venenos por via intradérmica
La dosis Minima Hemorragica (DMH) se define como la cantidad de veneno en (ug)
necesaria para producir un halo hemorragico de 10 mm en animales experimentales de
la cepa CD1 inyectados en el dorso via intradérmica. Después de tres horas de ser
inyectados con diferentes dosis de venenos (ug) se sacrificaron con el fin de medir con
un vernier el halo hemorragico generado por las dosis de veneno, como se describe en
la seccion 6.8.

Las serpientes de cascabel (Crotalus aquilus, Crotalus lepidus klauberi y Crotalus
lepidus x aquilus) presentan actividad hemorragica, el veneno que resulté tener mayor

capacidad hemorragica fue el de Crotalus aquilus con 8.35 ug; seguido de Crotalus
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lepidus klauberi 9.18 ug y por ultimo Crotalus lepidus x aquilus la menor capacidad
hemorragica con 12.5 ug (Figura 16; Cuadros 8 y 9).

La capacidad hemorragica provocada por el veneno (ug) de Crotalus aquilus y
Crotalus lepidus x aquilus muestran que a mayor cantidad de veneno inoculado la
hemorragia es mucho mayor, a diferencia de Crotalus lepidus klauberi que a mayor
cantidad de veneno la hemorragia se mantiene (Figura 16). En Crotalus aquilus se
observé que la hemorragia adquirié un color rojizo con mayor intensidad en los 100 pg,
80 ug y 60 ug a diferencia de los otros dos venenos (Cuadro 9).

En el analisis estadistico de regresién lineal multiple mostré que existen
diferencias de la capacidad hemorragica para cada uno de los venenos de las

serpientes de cascabel de montafia (p = 0.00707).

$

g

g

= C. lepidus
« C.aquilus
* C. lepidus x aquilus

Diametro hemorragico promedio (mm)

L L L L]
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Dosis (ug)

Figura 16. Capacidad hemorragica por pool de veneno de cascabel a tres horas de la inoculacién a

diferentes dosis obtenidas en el programa estadistico GraphPad Prism.
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Cuadro 8. Determinacion de la Dosis Minima Hemorragica de C. aquilus, C. lepidus klauberi y C.
lepidus x aquilus obtenida en GraphPad Prism a partir de halos hemorragicos de 10 mm de
diametro por inyeccion de veneno via intradérmica a diferentes dosis. Los valores menores son lo

que presentan una mayor capacidad hemorragica.

Especie DMH ug Desv. Est.
Crotalus aquilus 8.35 0.021
Crotalus lepidus klauberi 9.18 0.016
Crotalus lepidus x aquilus 12.5 0.041

Cuadro 9. Halos hemorragicos de C. aquilus, C. lepidus klauberi y C. lepidus x aquilus provocados

por inyeccion de veneno a diferentes dosis en ug.

Dosis ug C. aquilus C. lepidus klauberi C. lepidus x aquilus

100

80

60
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20
10
5
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DISCUSION

Trabajo en campo y extracciones de venenos

Las recolectas realizadas en los meses de junio-julio fueron exitosas al encontrarse
individuos de las poblaciones de Crotalus aquilus y Crotalus lepidus klauberi y la
poblacién intermedia Crotalus lepidus x aquilus. Con alrededor de 35 horas de
busqueda promedio capturamos los 15 ejemplares requeridos para el estudio. Los
encuentros coincidieron con el mapa de distribucion de Crotalus aquilus y Crotalus
lepidus klauberi (Campbell y Lamar, 2004; Vazquez y Quintero, 2005). Para la
poblacién intermedia de Crotalus lepidus x aquilus aun no se conoce con exactitud el
area de distribucién en el estado de Aguascalientes (Quintero-Diaz com. pers.; Figura
6), pero podria extenderse a otros estados de la Republica como el norte de
Guanajuato, sur de Zacatecas, oeste de San Luis Potosi y este de Jalisco.

Las serpientes de cascabel que dieron menor cantidad de veneno en este
estudio fueron Crotalus aquilus (C.aqui®ZAC1, 38.0 cm LT, con 0.9 mg peso seco) y la
que proporcioné mayor cantidad fue Crotalus lepidus x aquilus (IntdMP2, 72.0 cm LT,
con 41.8 mg). A pesar de que en la literatura se refiere a que hay una relacion del
tamano de la serpiente con la cantidad de veneno proporcionada (Klauber, 1956;
Mackessy, 1988; Mirtschin et al., 2002; Mackessy et al., 2006). El estudio demuestra
que la relacion tamano/cantidad de veneno es exponencial en serpientes de cascabel y
no lineal (Figura 7). Se espera que el tamafo de la serpiente esté relacionado al
incremento del tamafio de la cabeza que alberga las glandulas venenosas, que de igual
manera se espera crezcan proporcionales al tamano.

En algunas ordefias de cascabeles de talla pequena (Barcenas-Arriaga, 2012)
como lo son Crotalus ravus se obtuvieron 21.2 mg a 27.7 mg de veneno en peso seco y
para Crotalus polystictus, que es una de las serpientes que se encuentra distribuida en
algunas zonas de muestreo, se puede obtener de 6 mg a 82.9 mg de veneno. Los datos
de Barcenas-Arriaga (2012) difieren con los obtenidos en este estudio, como en el caso
de la poblacién intermedia Crotalus lepidus x aquilus que proporciono de 3 mg a 41.8

mg una baja cantidad.
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Se han observado grandes cantidades de veneno en peso seco por extraccion
en serpientes de cascabel de montafa, Rivas-Mercado (2014) reporta para Crotalus
aquilus (52 mg con 36 cm LT), Crotalus lepidus klauberi (58 mg con 64 cm LT) y
Crotalus lepidus x aquilus (126 mg con 54 cm LT). Estas grandes cantidades de veneno

en peso seco sobrepasan las obtenidas aqui (Figura 7).

Comparacion del perfil proteico de los venenos por SDS-PAGE

Los resultados obtenidos con el gel de poliacrilamida son muy similares entre si y no
existen diferencias significativas en peso molecular (kDa) y concentraciéon proteica
(Figura 9, 10 y 11). Estos resultados coinciden con la aseveracién de Rivas-Mercado
(2014) para las mismas serpientes, en donde indica que su composicion proteica tiene
los componentes caracteristicos de la familia Viperidae. Al igual que Rivas-Mercado
(2014), aqui encontramos que el bandeo proteico corresponde a pesos moleculares de
las familias de proteinas como: LAAO’s, Metaloprotesas PI, Pll y Plll, Serino Proteasas,
Lectinas Tipo-C, CRiSP’s, Fosfolipasas A2 Grupo Il, Nucleasas y Desintegrinas (Figura
9 y Cuadro 3). Mackessy, (2010) por su parte, también mencioné que los venenos
comparten muchas similitudes en relacién a su composicién a nivel de familia Viperidae,
como son las toxinas enzimaticas de mayor peso molecular. Todas estas familias de
proteinas tienen una funcién dentro de la mezcla compleja de veneno y pueden variar, o
ser mas o menos activas dependiendo de distintos factores naturales.

Las Metaloprotesas Pl que van de los 20 - 24 kDa (Mackessy, 2010) son las
responsables de causar hemorragias, mionecrosis y ayudan a la predigestion de la
presa (Fox y Serrano, 2005). En el gel de poliacrilamida aqui reportado (Figura 9), estas
bandas son grandes y ademas tienen elevadas concentraciones proteicas (Cuadro 4) y
se comparten entre las distintas poblaciones estudiadas.

Martinez-Romero et al. (2013) estudid los venenos de las subespecies de C.
lepidus. El bandeo proteico de Crotalus lepidus klauberi que encontrd, es muy similar al
aqui reportado y esta conformado por algunas familias de proteinas como las
Metaloprotesas Pl y las Serino Proteasas. En las poblaciones de Crotalus aquilus se
observaron bandas de varios pesos moleculares entre los 75.5 a los 12.78 kDa

coincidiendo con los pesos encontrados por Pérez-Guzman et al. (2015), que van de los
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10 hasta los 66 kDa. Desafortunadamente en ninguno de estos trabajos se reporta el
peso molecular estimado de cada banda para definir precisamente que familias de
proteinas estan involucradas.

Las pruebas estadisticas mostraron que no existen diferencias entre los pesos
moleculares (kDa) y las concentraciones proteicas de los pooles entre cada uno de los
venenos de las poblaciones de Crotalus lepidus klauberi, Crotalus aquilus y de la
poblacién intermedia Crotalus lepidus x aquilus. Para la concentracion proteica
estimada a partir del analisis de R de RGB, en la seccién donde se encontré6 mayor
concentracion de proteina fue en los 24 a 20 kDa donde se localizan las
Metaloproteasas Pl (Mackessy, 2010), una de la funciones de esta familia de proteinas
consiste en promover la actividad hemorragica e involucra alteraciones en la
hemostasia.

A pesar de que no existen diferencias estadisticas en el gel, se observan
pequefias variaciones de bandeo en las proteinas de bajo peso molecular de 15 a 10
kDa en los tres pooles. Crotalus lepidus klauberi tiene dos bandas grandes visibles que
van de los 14.03 a 13.45 kDa, Crotalus aquilus y Crotalus lepidus x aquilus tienen mas
bandas mas tenues. En esta seccion las bandas de Crotalus aquilus estan a los 14.48,
14.35, 13.52 y 12.78 kDa y las de Crotalus lepidus x aquilus a 14.80, 13.54 y 12.63 kDa
(Figura 9 y Cuadro 3). En esta seccion se encuentran familias de proteinas como lo son
las Desintegrinas cuya funcién es la inhibicion de plaquetas y promueven la hemorragia
(Calvete et al., 2005).

Potencia letal de los venenos

La letalidad estimada en DL50 para las poblaciones de C. aquilus y C. lepidus x aquilus
es similar (C. aquilus = 3.181 ug/g = 60.43 ug/raton; C. lepidus x aquilus = 3.585 pug/g =
68.11 pg/ratén; Cuadro 5) al igual que la signologia (Cuadro 6). En la Figura 12, se
puede observar que a pesar de que los venenos comparten una DL50 similar, las
pendientes de la curva difieren, siendo la dosis letal minima de C. lepidus x aquilus es
mayor que la de C. aquilus, pero adquiere su potencia maxima con un menor cambio en
la dosis. Las letalidades DL50 reportadas por Rivas-Mercado (2014) difieren con los

resultados aqui presentados. Mientras C. aquilus fue mas baja (DL50 = 44.86 pg/raton),
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la poblacién intermedia C. lepidus x aquilus fue considerablemente mas alta (DL50 =
117.6 pg/raton). Debido a que es de interés en este estudio conocer el efecto de una
mordida natural, se difiridé en la via de administracién del veneno que fue intraperitoneal,
mientras que Rivas Mercado la aplicé via intravenosa; y aqui se control6 la dosis por ug
por gramo de peso de raton y Rivas-Mercado (2014) por pg/raton, teniendo un menor
control de las dosis aplicadas. La via de administracion es muy importante en el efecto
del envenenamiento. La via intravenosa se incorpora de prisa a torrente sanguineo y la
actividad bioldgica es rapida, a diferencia de la via intraperitonial que tarda en llegar a
torrente sanguineo debido a que pasa distintas barreras bioldgicas. En las mediciones
dos casos parecieran mostrar el patron esperado de mortalidad. Para C. aquilus por via
intraperitoneal muestra una letalidad de 60.43 ug/ratén, mientras que via intravenosa de
44.86 pg/raton (Rivas-Mercado, 2014) y para C. lepidus klauberi, via intraperitoneal
muestra una letalidad de 25.08 pg/ratdn mientras que por via intravenosa de 12.3
pg/raton (Rivas-Mercado, 2014) indicando que por via intraperitoneal se requiere
alrededor del doble de la dosis para C. lepidus y C. aquilus. Sin embargo, C. lepidus x
aquilus por via intraperitoneal muestra una letalidad de 68.11 ug/raton, mientras que via
intravenosa de 117.6 pg/ratén (Rivas-Mercado, 2014). Esto significa que la letalidad es
menor por via intravenosa, lo que es imposible.

Martinez-Romero et al. (2013) estudidé el veneno de las subespecies de C.
lepidus y reportan que C. lepidus klauberi presenta una letalidad de 1.5 ug /g a 1.66
Mg/g con administracion via intravenosa para ejemplares recolectados en los estados de
Aguascalientes, Chihuahua y Zacatecas. Aqui se presenté que C. lepidus klauberi
recolectado en Mesa Montoro y Sierra Fria, Aguascalientes, fueron las poblaciones con
mayor potencial letal con una DL50 de 1.320 pg/g con administracion via peritoneal
(Cuadro 5). Las letalidades presentadas en ambos estudios son muy similares, sin
embargo, teniendo en cuenta que la via de administracion del veneno las poblaciones
de Mesa Montoro y Sierra Fria fue intraperitoneal, se espera que podrian tener un
potencial letal mayor que las poblaciones de Chihuahua y Zacatecas. Esta mayor
letalidad podria deberse a la presencia de crotoxina en las poblaciones de
Aguascalientes de C. lepidus klauberi, en la que se reporté un 10.8% de crotoxina para

Mesa Montoro (Rivas-Mercado, 2014). En el perfil proteico presentado por Martinez-
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Romero et al. (2013) no se menciona la presencia de esta toxina. Es muy probable que
podria estar presente en Sierra Fria al igual que Mesa Montoro debido a que el
envenenamiento mostré paralisis flacida en patas traseras que indica la presencia de
crotoxina. Graham et al. (2007) menciona que existen vipéridos con venenos
compuestos por neurotoxinas, como es la crotoxina.

Las regresiones logisticas realizadas (Figuras 13, 14 y 15) muestran que los
venenos de C. aquilus, C. lepidus klauberi y C. lepidus x aquilus predicen diferentes
tendencias en los patrones de mortalidad (%) por dosis y son diferentes
estadisticamente entre ellos (p = 0.001996). Esto resulta interesante ya que el perfil
electroforético mostré que no existian diferencias importantes entre el bandeo proteico
(Figura 9) lo que podria indicar que esas minimas diferencias en la composicion y la
concentracion proteica es importante. Los modelos de regresion logistica podrian ser de
utilidad para establecer algunas predicciones de letalidad con otras poblaciones de C.
aquilus, C. lepidus klauberi y C. lepidus x aquilus.

Las variaciones que se encontraron en los venenos de las poblaciones de
cascabeles estudiadas podria deberse a la alimentacion, la distribucion y la
estacionalidad (Chippaux et al., 1991). También es importante considerar el tipo de
inyeccion aplicada en el experimento. Se sabe que los venenos pueden variar
individualmente, incluso en ejemplares de la misma especie o de las mismas
poblaciones (Jiménez-Porras, 1970; Chippaux, 1991; Francischetti et al., 2000).
También es muy importante las diferentes interacciones troficas de depredador-presa
(Mackessy, 2010) que hacen que el veneno cumpla con su funcién principal que es la
alimentacion.

La dieta de C. lepidus klauberi esta compuesta principalmente de lagartijas del
género Sceloporus (obs. pers.). Esta preferencia es consistente con la reportada en la
literatura (Werler y Dixon, 2002; Ernst y Ernst, 2003; Carbajal-Marquez y Quintero-Diaz,
2015). C. aquilus también se alimentan de Sceloporus pero incluyen Gerrhonotus y
ratones pequefos en su dieta (Vazquez y Quintero, 2005). Para la poblacién intermedia
C. lepidus x aquilus no hay registros de su alimentacion en la naturaleza, pero por
observaciones en cautiverio, C. lepidus x aquilus tienen preferencia por roedores de

talla pequefia. Las diferencias entre las dietas podria dirigir la evolucion de los venenos
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de manera que su funcion sea optima de acuerdo a la presa. Benart-Valle (2011) en
experimentos con venenos de coralillos demostré que el veneno inoculado a reptiles
presenta un efecto principalmente paralizante y la muertes de los reptiles envenenados
es una consecuencia de la paralisis, los reptiles tardan en fallecer a diferencia de los
roedores que mueren antes. La preferencia de C. lepidus klauberi por las lagartijas
explicaria su mayor potencia letal comparado a las otras dos serpientes estudiadas (C.

aquilus y C. lepidus x aquilus).

Signologia ocasionada por los venenos en roedores

Los venenos provocaron efectos tales como decoloracién de los tejidos, hemorragias,
necrosis de tejido muscular o mionecrosis (Cuadro 6) que son algunas de las
manifestaciones clinicas tipicas provocadas por envenenamientos por serpientes de la
familia Viperidae (Gutiérrez y Lomonte 1989; Gutiérrez et al., 2000; Vazquez y Quintero,
2005; Marunak et al., 2005). La prueba estadistica mostré que no existen diferencias
significativas (p = 0.4677) en la signologia entre las poblaciones de cascabeles
estudiadas (Cuadro 7).

A pesar de que no hay diferencias estadisticas en la signologia global, hay
diferencias en algunos signos importantes. En el caso de C. aquilus se observéd que los
organos reproductores de los roedores se pusieron de color negruzco, quiza debido a la
accion de proteinas como Fosfolipasa A2, donde esta actividad fue encontrada
anteriormente en C. aquilus por Pérez-Guzman et al. (2015). Esta Fosfolipasa A2
provoca mionecrosis, destruccidn de eritrocitos e interferencia en la coagulacion
sanguinea (Ohno et al., 2003). El efecto en C. lepidus klauberi y en C. lepidus x aquilus
también se puedo observar este tipo de coloracién en la zona de la inyeccion y
conforme pasaron las horas se extendié el color hacia el abdomen. Estos signos
también fueron reportados para C. lepidus klauberi por Martinez-Romero et al. (2013),
donde los animales experimentales presentaron mionecrosis.

Los dafos ocasionados a los roedores por el veneno de las serpientes se deben
a las proteinas o conjunto de proteinas que interactuan en los sistemas del animal para
cumplir su funcion. Las proteinas tienen diferentes efectos dependiendo de la familia.

Las LAAQO’s se producen ampliamente en los venenos de serpiente (Mackessy, 2010) y
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tienen como funcion la induccién de la apoptosis y dafio de las células, y quiza sea por
estas proteinas que los ratones presentaron movimientos lentos o incluso ya no se
movieron. Esta sintomatologia también es causada por los compuestos de la familia de
las CRIiSP’s que inducen hipotermia e inmovilizacion de la presa (Yamazaki y Morita,
2004).

Los envenenamientos por serpientes de la familia Viperidae se caracterizan por
el sangrado local y sistémico. Esto se reflejé en las hemorragias difusas al realizar la
diseccién de los animales experimentales. Para C. aquilus algunos de los ratones
inoculados presentaron hemorragia nasal y extensas hemorragias. Las familias de
proteinas que tienen que ver con este tipo de sintomatologias son las Serino Proteasas
que interrumpen la hemostasia y las cascadas de coagulacion al ser enzimas anti-
coagulantes (Kini, 2005), la Fosfolipasa A2 que destruyen a los eritrocitos e interfieren
en la coagulacién sanguinea (Ohno et al., 2003), las Desintegrinas que promueven la
hemorragia (Calvete et al., 2005), pero sobre todo las Metaloproteasas que producen
hemorragias severas en piel por su accion sobre las proteinas de la matriz extracelular
y modulan al sistema hemostatico por su funcién pro-coagulante y anti-coagulante (Fox
y Serrano, 2005). Todas estas familias de proteinas en conjunto hacen que los venenos
tengan graves consecuencias en el sistema hemostatico lo cual se vio reflejado en las
hemorragias que presentaron los ratones a causa de los venenos de C. aquilus, C.
lepidus klauberi y C. lepidus x aquilus (Cuadro 9). Todas estas familias de proteinas
fueron observadas en el gel de poliacrilamida (Figura 9).

Los venenos de los vipéridos pueden presentar un complejo de PLA2 conocido
como crotoxina 0 mojave toxina que es un componente principalmente neurotdxico
(Slotta y Fraenkel-Conrat, 1938). Esta toxina fue reportada para C. lepidus klauberi de
Mesa Montoro por Rivas-Mercado (2014). La diferencia mas evidente en la signologia
observada fue para C. lepidus klauberi en la que todos los roedores inoculados con el
veneno presentaron un tipo de paralisis flacida parcial en las patas traseras (Cuadro 6).
Este efecto fue posiblemente causado por la presencia de crotoxina que no solo es un

compuesto altamente neurotoxico sino también facilita la inmovilizacion de la presa.
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Hemorragias producidas por los venenos por via intradérmica

Una de las consecuencias mas comunes de los envenenamientos por serpientes de la
familia Viperidae lo constituye el sangrado local y sistémico causado por las
Metaloproteasas, que causa lesion tisular permanente en el tejido muscular (Fan y
Cardoso, 1995; Gutiérrez, 1995). Las pruebas estadisticas mostraron que los venenos
de C. aquilus, C. lepidus klauberi y C. lepidus x aquilus tienen capacidades
hemorragicas distintas (p = 0.00707). Sin embargo, la hemorragia producida en un halo
de 10 mm fue similar para C. aquilus y C. lepidus klauberi (Cuadro 8).

Los valores de potencial hemorragico (DMH) menores son los que tienen una
mayor capacidad hemorragica. ElI veneno de C. aquilus resultd ser el que presenta
mayor potencial hemorragico de los tres venenos, con un potencial minimo hemorragico
de 8.35 ug. Incluso se observd que a cantidades de 100 ug, 80 ug y 60 ug el halo
hemorragico adquirié un color rojizo con mayor intensidad, a diferencia de los otros dos
venenos (Cuadro 9). Esto podria deberse a que el veneno de estas poblaciones tengan
blancos especificos como los son la alteracion de las cascadas de coagulacion. Para
otras especies de cascabeles de talla pequefia como los son C. polystictus y C. ravus
se han encontrado altos niveles de potencial hemorragico, C. ravus con 4.7 ug a 8.1 ug
y C. polystictus 6.4 ug a 20.1 ug (Barcenas-Arriaga, 2012).

Al comparar las pruebas de capacidad hemorragica de las serpientes aqui
estudiadas con los resultados de Barcenas-Arriaga (2012) se encontré que tienen
potenciales hemorragicos parecidos, menores que los de C. ravus, pero similares a los
mas altos de C. polystictus, teniendo en cuenta que los valores menores son los que
poseen un mayor potencial hemorragico (Cuadro 8). Hay que considerar que aqui se
trabajo con los pooles enmascarando la variabilidad individual de los venenos, debido a
esto C. aquilus podria tener una mayor capacidad hemorragica.

C. lepidus klauberi resulté tener el veneno con mayor letalidad de las tres
serpientes estudiadas y también tiene un potencial hemorragico importante.
Coincidiendo con Martinez-Romero et al. (2013) C. lepidus klauberi tiene un veneno con
alto grado de potencial hemorragico, lo que hace que el veneno de C. lepidus klauberi
resulta ser neurotdxico y hemorragico, segun la clasificacién de Glenn y Straight (1989).

Es interesante resaltar que el veneno de C. lepidus klauberi a dosis pequefas (ug), se
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comporta de manera similar al de C. aquilus pero cuando las dosis aumentan para
ambos venenos C. aquilus eleva su capacidad hemorragica, cuando para C. lepidus
klauberi esta capacidad hemorragica parece mantenerse (Figura 16). En estudios
futuros seria conveniente realizar pruebas con cantidades grandes de venenos de C.
aquilus y C. lepidus klauberi para complementar la informacion de capacidad
hemorragica en estas poblaciones.

C. lepidus x aquilus resultoé tener el veneno con menor potencial hemorragico
(DMH = 12.5 ug), pero a dosis altas, este veneno puede ser parecido a C. aquilus y
tener una capacidad hemorragica mayor a la de C. lepidus klauberi (Figura 16).
Especies de cascabeles de mayor talla como Crotalus molossus, que también se
encuentra distribuida en el estado de Aguascalientes, puede llegar a tener un potencial
hemorragico de 10.6 ug, 10.9 ug, 11.9 ug, 12.3 ug y 24.3 ug (Barcenas-Arriaga, 2012).
Los potenciales hemorragicos de esta especie son algo cercanos a los de C. lepidus x
aquilus, pero menores a los encontrados en C. aquilus y C. lepidus klauberi.

Integrando la informacién de letalidad de veneno inyectado, DL50 y DMH es claro
que el halo hemorragico minimo es proporcional a la cantidad de veneno inyectada y
que mayor letalidad causa un halo hemorragico menor. Asi, las poblaciones de C.
aquilus a 60 ug de veneno inyectado presenta un halo de 26.8 mm promedio y su dosis
media letal (DL50 = 60.43 ug ratdn), en C. lepidus klauberi en los 20 ug hay un halo de
15.1 mm y su dosis media letal (DL50 = 25.08 pg ratdn), y por ultimo C. lepidus x aquilus
que es muy similar a C. aquilus presentando a los 60 pg un halo de 21.6 mm y su dosis
media letal (DL50 = 68.11 ug raton).
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9. CONCLUSIONES

Las poblaciones de serpiente de cascabel, C. aquilus, C. lepidus klauberi y C. lepidus x
aquilus comparten las mismas proteinas caracteristicas de la familia Viperidae, y se
observan pequefas variaciones en el bandeo y la concentracion proteica, que quiza se
deban a la alimentacion, la estacionalidad, la distribucién y otros factores naturales que
provocan que el veneno varie.

El veneno con mayor potencial letal fue el de C. lepidus klauberi, es posible que sea asi
porque contienen crotoxina, indicando que el veneno de C. lepidus klauberi en
Aguascalientes es una combinacidén hemorragica y neurotoxica.

Para los tres venenos se observaron sintomas de envenenamiento y la signologia
mostrada para C. aquilus y C. lepidus x aquilus fue similar a diferencia de C. lepidus
klauberi donde se observé ademas paralisis flacida parcial en patas traseras, también
indicando la presencia de crotoxina.

Las poblaciones de cascabeles C. aquilus, C. lepidus klauberi y la poblacion intermedia
C. lepidus x aquilus presentaron un potencial hemorragico alto, pero quien reflejo mayor
capacidad hemorragica fue C. aquilus.

La poblacion intermedia de C. lepidus x aquilus resultdé ser el veneno con menor
letalidad y menor capacidad hemorragica.

A pesar de que no existen grandes diferencias en las proteinas contenidas y en la
sintomatologia de los venenos de las serpientes C. aquilus, C. lepidus klauberi C.
lepidus x aquilus las actividades biolégicas como la dosis letales y las capacidades
hemorragicas son diferentes.

Los datos obtenidos en este estudio complementan la informacion sobre los venenos de
C. aquilus C. lepidus klauberi y C. lepidus x aquilus y se concluye que existen
variaciones entre ellos.

Los venenos varian en composicion y actividad biolégica, esta variacién pude darnos
una idea general de cémo estdan compuestos y cdmo actuan los venenos de los
vipéridos mexicanos.

Aunque no sean frecuentes o no estén reportadas las mordeduras de estos organismos
tenemos que estar conscientes que existen y seria de gran ayuda conocer mejor los

sintomas para cuando se presente un accidente ofidico.
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Las diferencias en las actividades bioldgicas y la composicidon de los venenos de este
estudio nos llevaran a la realizacion de nuevos antivenenos (especificos) capaces de
neutralizar de mejor forma el veneno de mordeduras de serpientes en humanos.

Se propone la realizacion de un mayor numero de estudios sobre venenos de
serpientes mexicanas, no solo de crétalos sino también de todos aquellos que
pertenecen a la familia Viperidae, para tener idea mas completa de cémo sus venenos
estan compuestos, los efectos en un sistema biolégico, las proteinas por las cuales se
componen cada uno de estos venenos y también para conocer la signologia causada

por los venenos con los que cuenta el pais, pues se conoce muy poco de ellos.
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11. ANEXOS

1- Cuantificacién de concentracion proteica

- Se pesé 1 mg de la muestra problema previamente liofilizado (veneno) y se
reconstituyo en 100 ul de solucion salina 0.9%.

- El blanco para esta prueba fue la solucion salina, de la cual se obtuvo su absorbancia.
- Para después obtener la absorbancia de la muestra problema (se cargaron 2 ul de
ambas muestras veneno de los tres pools y blanco).

- El programa NANODROP 2000 dio la concentracién de proteina dada por: mg/mL.

- Con esa concentracion de proteina dada se cargaron los geles de SDS-PAGE

teniendo un total proteico de 30 ug.

2- Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Solucién de acrilamida 30% de acrilamida + 0.8% de bis-acrilamida. Disolver 30 g de

acrilamida y 0.8 g de bis-acrilamida en un volumen final de 100 mL de agua
desionizada.

Amortiguador inferior (buffer tris 1.5 M, SDS 0.4%). Disolver 18.1 g de Tris en 50 mL de
agua desionizada y adicionar 0.4 g de SDS. Ajustar el pH a 8.8 con HCL concentrado y

aforar a 100 mL.
Amortiguador superior (buffer tris 0.5 M, SDS 0.4%). Disolver 6.05 g de Tris en 50 mL
de agua desionizada y adicionar 0.4 g de SDS. Ajustar el pH a 6.8 con HCL

concentrado y aforar a 100 mL.
Amortiguador de corrida (buffer tris 0.25 M, glicina 0.19 M, SDS 0.1%). Para una
soluciéon 10X, se disolvieron 15 g de tris y 72.1 g de glicina en 300 mL de agua

desionizada, se adicionaron 50 mL de SDS al 10% y se ajusté pH a 8.6 con NaOH, y se
aforé a 500 mL.

Amortiguador de corrida desnaturalizante 5X (10% glicerol + 2.5% SDS + 50 mM tris —

HCI pH 6.8 + 5% 2 — mercaptoetanol + 0.002% azul de bromofenol). En un tubo marca
Falcon de 15 mL, se mezclaron los siguientes volumenes: 300 ug de glicerol, 750 pg de
SDS al 10%, 150 pg Tris-HCI 1 M pH 6.8, 150 ug de B — mercaptoetanol, 0.06 g azul de

bromofenol, se aforé a 3 mL con agua desionizada.
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Persulfato de amonio (PSA) al 10%. Se disolvieron 0.1 g de persulfato de amonio en 1

mL de agua desionizada.

Solucion de tincién (25% isopropaanol + 10% acido acético + 0.2% de azul de

Coomasie). Se agregaron 20 mL de isopropaanol y 5 mL de acido acético. Dejando
reposar por 5 minutos y posteriormente se agregdé azul de Coomasie para tefir toda la
noche.

Para destefir se us6 lavados de aguas desionizada por unos 10 minutos.

Para realizar el gel se mezclaron los siguientes volumenes:
Gel separador al 15%
- Amortiguado inferior 1.5 mL
- Acrilamida 3.0 mL
- Agua desionizada 1.5 mL
- TEMED 10 pl
- 10% PSA 45 pli
Gel concentrador al 4%
- Amortiguador superior 0.63 mL
- Agua desionizada 1.54 mL
- Acrilamida 0.33 mL
- TEMED 10 pl
- 10% PSA 40 pl

Para la preservacion del gel se us6 papel celofan dulce, envolviendo el gel en el
papel y dejandolo secar por 2 dias aproximadamente. Los resultados fueron analizados
en los programas ImagedJ, Adobe® PhotoShop® CS y en el ambiente R Studio ®.

3- Determinacion de la letalidad de los venenos
Material para DL50.
- Cajas de acrilico especiales para roedores
- Tapas para la caja

- Bebederos
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Alimento (Nutri Cubo)

Ratones de la cepa CD1 entre 18 y 20 g aproximadamente
Jeringas de insulina 3 mL.

Solucion salina 0.9%

Muestra problema (veneno)

Tubos Eppendorf de 1.5 mL

Algodon

Guantes

Mesa de trabajo (inoculacion de los ratones)

Método:

Tomar cantidades diferentes de la muestra problema veneno en (ug).

Administrar la cantidad elegida de veneno a los roedores de la cepa CD1 por via
intraperitoneal (se ajustara dependiendo la cantidad de veneno a 0.2 mL de
volumen final con solucion salina).

Tomar datos de la signologia ocasionada a los roedores.

La toma del registro de muertes es a las 24 horas después de la inoculacion.

Los datos se analizaron con el programa GraphPad Prism y en el ambiente R
Studio ®.

Nota: Es importante que en las dosis se represente el 100% de mortalidad y 100%

de la supervivencia.

4- Determinacion de la actividad hemorragica
Material de DMH

Cajas de acrilico especiales para roedores

Tapas para la caja

Bebederos

Alimento (Nutri Cubo)

Ratones de la cepa CD1 entre 35 y 40 g aproximadamente
Jeringas de insulina 3 mL.

Solucion salina 0.9%

Muestra problema (veneno)
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Tubos Eppendorf de 1.5 mL

Algodon

Guantes

Mesa de trabajo (inoculacion de los ratones)
Rasuradora

Estuche de diseccién

Vernier

Método:

Nota:

Tomar cantidades diferentes de la muestra problema veneno en (ug).

Administrar la cantidad elegida de veneno a los roedores de la cepa CD1 por via
intradérmica (se ajustara dependiendo la cantidad de veneno a 0.05 mL de
volumen final con solucion salina).

Los roedores se van a rasurar en la parte dorsal, para después inocularlos por
via intradérmica.

Transcurridas 3 horas de la inoculaciéon, los ratones seran sacrificados para
pasar a la diseccion (solo se ocupa la piel).

La piel se medira con el vernier, para obtener el d1 y el d2.

Se promediaron dichos diametros dados para meterlos en el programa

GraphPad Prism y en el ambiente R Studio ®.

En el momento de la inyeccién intradérmica es importante que se forme una

papula. Se deben obtener halos hemorragicos menores a 10 mm.
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