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RESUMEN

La familia Colubridae es la familia de ofidios mas numerosa, la méas radiada y la mas
ampliamente distribuida en todo el mundo, conteniendo dos terceras partes del total de especies
de serpientes descritas. Incluye a las especies que poseen un tipo de denticion particular
denominada opistoglifa, el cual presenta un par de dientes posteriores alargados y acanalados
asociados a una glandula cefélica de veneno llamada glandula de Duvernoy. La informacion
sobre la bioquimica, composicion y farmacologia del veneno de colUbridos es escasa, y la poca
disponible se ha limitado a las especies de importancia clinica. Sin embargo, en los Gltimos afios,
el avance en las técnicas de estudio a la par de los métodos de extraccion han aumentado
gradualmente el entiendimiento de los venenos de este grupo de serpientes, revelando proteomas
altamente diversos y una extensa fuente de componentes moleculares y toxinas nuevas. En el
presente trabajo se realiz6 una caracterizacion protedmica del veneno de Trimorphodon tau.
Ademas, se identificaron y caracterizaron las proteinas principales de este veneno y otras
provenientes de Leptodeira splendida, Conophis lineatus, Oxybelis aeneus y Leptophis
mexicanus utlizando diversas técnicas: cromatografia liquida de alto rendimiento por fase reversa
(HPLC-FR), SDS-PAGE, espectrometria de masas (MS / MS), y pruebas de actividad enzimética
especifica. El veneno de T. tau posee una composicion general mayoritariamente de toxinas de
tres dedos (3FTxs) y proteinas secretoras ricas en cisteina (CRISPs); L-aminoacido Oxidasas
(LAAO:s); fosfolipasas (PLAs), una de las cuales presenta actividad enziméatica moderada;
ademas de una pequefia fraccion metaloproteasa (MP) con actividad baja; y proteinas de tipo
Kunitz. Tanto los resultados de la composicion general como los alineamientos de secuencias
proteicas asemejan a los venenos de elapidos del viejo mundo con las funciones bioldgicas
principales de paralisis muscular y paréalisis respiratoria de la presa, reforzando la hip6tesis que
los clados de elapidos y colUbridos comparten un nodo basal filogenético distinto al de los
vipéridos.



ABSTRACT

The Colubridae family is the most numerous, radiated and widely distributed of ophidians.
Includes two thirds of the total described snake species. It contains species that have a particular
type of dentition, called opistoglyphous, which presents a pair of elongated and grooved
posterior teeth associated with a cephalic venom gland called Duvernoy gland. Information on
the biochemistry, composition and pharmacology of colubrid venom is scarce, and the little
available has been limited to species of medical concern. However, in recent years, the advance
in the studying techniques, along with the extraction methods have gradually increased the
understanding of the venoms of this group of snakes, revealing a high diversity of proteomes and
an extensive source of molecular components and toxins. In the present work, a proteomic
characterization of the venom of Trimorphodon tau was carried out. In addition, the main
proteins of this venom and others from Leptodeira splendida, Conophis lineatus, Oxybelis
aeneus and Leptophis mexicanus were identified and characterized using several techniques:
high performance liquid chromatography by reverse phase (RP-HPLC), SDS-PAGE, mass
spectrometry (MS / MS), and specific enzymatic activity tests. The venom of T. tau has a general
composition mostly of three finger toxins (3FTxs) and cysteine-rich secretory proteins (CRISPS);
L-amino acid Oxidases (LAAOs); phospholipases (PLAs), one of which exhibits moderate
enzymatic activity; in addition to a small metalloprotease fraction (MP) with low activity; and
Kunitz-type proteins. Both the results of the general composition and the alignments of protein
sequences resemble the venom of old world elapids with the main biological function of
muscular and respiratory paralysis of the prey, which reinforces the hypothesis that clades of
elapids and colubrids share a basal phylogenetic node separated from the vipers.



INTRODUCCION

La evolucion de la funcion tdxica de las serpientes y la diversificacion de sus toxinas han sido
siempre temas de considerable interés y debate. Solo el 20% de las especies de serpientes
denominadas avanzadas de la superfamilia Xenophidia (familias Atractaspididae, Colubridae,
Elapidae y Viperidae) tienen sistemas de administracion de veneno asociadas a piezas bucales, y
convencionalmente, todas aquellas especies de serpientes avanzadas carentes de dientes frontales

inoculadores se situan dentro de la familia Colubridae (Fry et al., 2003).

La familia Colubridae, dentro del suborden Serpentes, es la familia de serpientes mas
numerosa, la mas radiada y la mas ampliamente distribuida en todo el mundo, contiene dos
terceras partes del total de especies de serpientes descritas en el mundo (Fig. 1) (Pincheira-
Donoso et al., 2013). Por familia Colubridae, anteriormente se entendia a toda serpiente de la
superfamilia Xenophidia no incluida en las tres familias de serpientes venenosas de relevancia
médica, y aunque se admitia ser un grupo parafilético, no se ha podido llegar a un consenso
taxondmico hasta hoy dia. En los dltimos afios, este grupo se ha sometido a muchas
reclasificaciones, resultando distribuida en y hacia varias familias que abarcan a las subfamilias
Natricinae, Pseudoxenodontinae, Dipsadinae, Scaphiodontophiinae, Calamariinae, Grayiinae y
Colubrinae, que representan el 50% de la fauna de ofidios descrita. Otras muchas especies de
serpientes que presentan colmillos posteriores, alrededor de 361, han sido asignadas entre las
familias Homalopsidae y Lamprophiidae; ademas, algunos autores consideran a las subfamilias
Natricinae y Dipsadinae como familias propiamente. En el presente trabajo, se utilizara una
definicion generalista para el término de “colubrido” para referirse a cualquiera de las familias

dentro del grupo parafilético arriba descrito y no solo a la familia Colubridae en sentido estricto.
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Figura 1 - Distribucion filogenética de la diversidad de geéneros y especies vivientes
dentro de las familias descritas del suborden serpentes. Tomado y modificado de
Pincheira-Donoso et al. (2013).

Pyron et al. (2013) propusieron para este grupo una filogenia basada en estimaciones
taxondmicas en la que tomaron 12,896 pares de bases de 12 genes de secuencias de 4,161
especies. Esta filogenia provee informacién de todos los niveles superiores del orden Squamata,
tomando en cuenta todas las familias y subfamilias reconocidas hasta entonces. Ellos confirman
gue una monofilia de la familia Colubridae y sus subfamilias es fragil y debatible, esto por la
enorme radiacion y divergencia que presenta este grupo entre sus especies en Asia y América;
compartiendo sus nodos mas cercanos e inmediatos con las familias Lamprophiidae y Elapidae
(Fig. 2). Aln asi, los autores mencionan que deberan hacerse mas analisis para darle robustez a
las relaciones filogenéticas que ellos proponen, advirtiendo la posibilidad de futuras variaciones

en ellas conforme se utilicen mas caracteres morfoldgicos y moleculares.
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Se consideraban a estos ofidios como no venenosos hasta los reportes de casos de

envenenamientos severos causados por Dipholidus typus y Rabdophis sp. (Mittleman & Goris,

1978; Pope, 1958), esto debido a que alrededor d

e 760 especies de las serpientes avanzadas de

denticién no proteroglifa ni solenoglifa también producen un veneno especializado (Fry et al.,

2008; Mackessy, 2002a; Pyron et al., 2013; Vidal

colUbridos que poseen un tipo de denticion particu

& Hedges, 2002). Son muchas las especies de

lar denominada opistoglifa, en el cual se sitdan

un par de dientes posteriores alargados y acanalados asociados a una glandula cefalica

especializada llamada glandula de Duvernoy (GVD) (Fig. 3) la cual es bilateral (Duvernoy,

1832; Dowling; 1978; Kardong, 2002).



Figura 3 - Glandula de veneno de Duvernoy de Boiga irregularis (Colubridae). La
glandula yace en una posicion relativamente similar a aquellas de colmillos frontales,
pero a diferencia de vipéridos, la glandula no esta asociada a un mudsculo compresor. La
administracion del veneno se produce por la presion en contra de la piel de la presa de
los musculos aductores de la mandibula, y la glandula es retraida por el ligamento
posterior. Tomado de Mackessy (2010a).

Diversos géneros de serpientes de la familia Colubridae que presentan este tipo de
denticién con secreciones toxicas estan presentes en el continente americano: Trimorphodon,
Leptodeira, Oxybelis, Coniophanes, Hypsiglena, Leptophis, Clelia, Conophis, Heterodon,
Imantodes, Nerodia, Rhadinaea, Oxyrophus, Stenorrhina,Tantilla, Urotheca, Xenodon,
Diadophis, Drymobius, Oxybelis, por mencionar algunos (Brazil & Vellard, 1926; McKinstry,
1978; Taub, 1967). Este grupo de serpientes que presentan este tipo de denticién, es un ensamble
heterogéneo de especies que evolucionaron de manera separada con variedades diversas y
diferentes de secreciones orales que forman un grupo parafilético, a diferencia de las serpientes
de las familias Viperidae y Elapidae que son monofiléticas (Kardong, 2002). Aunque se ha
sugerido que se supla el término de “glandula de Duvernoy” en colubridos por el de “glandula de

veneno” (Fry et al., 2003), en este trabajo se considera la propuesta por Saviola et al. (2014)



utilizando el término “glandula de veneno de Duvernoy”, ya que mantiene el referente historico
(Taub, 1967) y remite a las caracteristicas bioldgicas y evolutivas propias de la homologia con la

glandula de veneno de las serpientes de colmillos frontales.

La glandula de veneno de Duvernoy (GVD) es una glandula serosa o sero-mucosa situada
en el area supralabial posterior de muchas especies de este grupo (Taub, 1967), poco se sabe de
su rol bioldgico, excepto que en unas pocas especies es altamente venenosa matando a su presa
(FitzSimons & Smith, 1958; Pope, 1958). Asimismo, el conocimiento sobre la evolucion de esta
glandula es limitado, aunque se piensa que derivo de algan tipo de glandula dental (Kochva,
1978). Kochva (1965) mostro que la GVD de los colubridos existentes y las glandulas de veneno
de vipéridos y elapidos se derivan del mismo tejido embrionario, que es la lamina dental del
maxilar, una caracteristica que se ha pensado que indica homologia. Aunque es un caracter
homologo a las glandulas de veneno de vipéridos y elapidos, es anatomica y funcionalmente
distinta (Figs. 4 y 5). Generalmente carece de una amplia reserva de secrecion, su vaciado se
realiza bajo un flujo de presion baja, y la secrecion no es canalizada a través de colmillos huecos

(Kardong, 2002).
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Figura 4 — Glandula de Duvernoy y glandula de veneno: Comparacidn entre collbridos
y vipéridos. a) En la figura se observa el arreglo del sistema de conductos internos de la
glandula de Duvernoy, dichos conductos drenan el parénquima. Es un simple conducto
que parte de la cisterna central dentro de la glandula y se extiende en el epitelio oral
rodeando el diente maxilar posterior. b) Vista sagital de la glandula de veneno, se
observa el epitelio secretor asi como un reservorio grande de veneno (Weinstein y
Kardong, 1994).
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Figura 5 — Sistema dental inoculador de veneno: comparacion entre collbridos y
vipéridos. a) Al penetrar en la piel de la presa, el epitelio oral permanece en la superficie
y la secrecion de Duvernoy escurre por el surco o canal del diente. b) Cuando el
colmillo penetra la piel de la presa, la unién del conducto de veneno mantiene una alta
presién y el veneno pasa sin obstruccion llegando a tejido profundo (Weinstein y
Kardong, 1994).

A pesar de que la secrecion proveniente de la GVD contiene toxinas, son pocas las
especies de colubridos que la utilizan para matar sus presas de manera rapida. Se maneja hasta
hoy en dia que la evolucion de la glandula de veneno asi como la evolucion previa de los dientes
inoculadores, comenzé en las especies de colubridos, la GVD es el predecesor evolutivo de la
glandula de veneno (Gans & Elliot, 1968; Kochva, 1978). Una serie morfologica construida

ahora de la GVD muestra su transformacion a la glandula de veneno de los vipeéridos y elapidos

(Kardong, 2002).



Taub (1967) analizé las glandulas salivales de 180 especies de serpientes, describio las
glandulas de Duvernoy histol6gicamente y su variacion intraespecifica, comparando sus patrones

de similitud con los esquemas filogenéticos propuestos hasta entonces para la familia Colubridae

(Fig. 6).

Figura 6 - Glandulas de Duvernoy. 1. Pytas mucosus, mostrando una amplia
distribucion de cromat6foros. El ducto principal esta lleno de producto de secrecion. 2.
Natrix cyclopion floridana, mostrando distribucion de células mucosas entre 16bulos. 3.
Thamnophis cyrtopsis, mostrando distribucién de Idbulos de células mucosas. 4.
Xenochrophis piscator, mostrando las relativamente pocas células serosas. Tomado de
Taub (1967).

La informacidn sobre la bioquimica y farmacologia de esta secrecion oral es escasa para
la mayoria de las especies dentro de este grupo, y la poca disponible detallada acerca de la
composicién quimica se limita para unas pocas especies que representan un potencial dafiino
para los seres humanos (Mackessy, 2002a). S6lo dos proteinas has sido secuenciadas en su

totalidad, la alfa-colubritoxina, aislada del veneno de la culebra ratonera asiatica Coelognathus

radiatus (Fry et al., 2003), y la tigrina de la serpiente también asiatica Rabdophis tigrinus, esta
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Gltima siendo una toxina de tres dedos (3FTx) con una extension de siete aminoacidos N-

terminal afin a las 3FTxs presentes en elapidos (Yamazaki et al., 2002).

Indistintamente de que posean una capacidad limitada para inyectar la suficiente cantidad
de veneno para generar dafios sistémicos y locales relevantes en seres humanos, se especula que
los venenos de los colubridos sean altamente eficientes dentro del contexto ecolégico apropiado
de cada especie, significando que sus venenos pueden ser tan ricos y diversos en proteinas,
péptidos y toxinas como aquellos provenientes de las especies de relevancia médica (Jungueira-
de-Aazevedo et al., 2016). Los venenos de los collbridos representan una extensa fuente de
componentes moleculares y toxinas nuevas (Mackessy, 2002a, 2002b). En el mundo ocurren
cientos de accidentes ofidicos con este grupo de serpientes que presentan cuadros variables de
envenenamiento, algunos muy agresivos debido a la accién de sus toxinas capaces de producir
alteraciones locales y sistémicas (Frayre-Torres et al., 2006; Pefiuela-Gémez, 2010; Rodriguez-
Acosta et al., 2006). Este tipo de envenenamiento se ha conocido por mas de 100 afios, sin
embargo no parece tener importancia en medios divulgativos, aparentemente debido a las
deficiencias en la identificacion de las especies en cuestion asi como la falta de registro y
notificacion de los accidentes a pesar de que han llegado a causar decesos (Ferlan et al, 1983;
Jackson, 2003; Mittleman & Goris, 1978); también hay estudios que registran efectos de
envenenamientos locales y sistémicos en condiciones de laboratorio (Hiestand & Hiestand, 1979;
Kornalik et al., 1978; Rodriguez-Robles, 1992; Rosenberg, 1992).Un aspecto importante acerca
del porqué las especies opistoglifas y su veneno ha sido histéricamente poco estudiado es por el
tiempo intensivo requerido en las técnicas de colecta del veneno, en relacién a los bajos

volumenes del mismo obtenidos de muchas de las especies (Hill & Mackessy, 2000).
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Existe un nimero de componentes compartidos entre los venenos de los colubridos con
aquellos de vipéridos y elapidos, y conforme se conozca mas sobre el tema es posible que surjan
maés similitudes asi como divergencias. El veneno de los colubridos es un caracter homdlogo con
el resto de las serpientes venenosas de colmillos frontales, pero su composicion molecular asi
como su funcién bioldgica presumen ser diferentes, algunos venenos muestran una alta toxicidad
ante ratones, y otros frente a aves, reptiles y/o anuros solamente (Gans, 1978; Rosenberg et al.,

1985; Jansen, 1987; Vest, 1981; Fry et al., 2008).

Comparados con los venenos de serpientes de colmillos frontales, la riqueza de
componentes en el proteoma de las serpientes opistoglifas tiende a ser menos compleja (Ching
et al., 2006, 2012; Mackessy, 2002a; Weldon & Mackessy, 2009), pero se ha observado una alta
variacion entre especies. Se han encontrado proteinas pertenecientes a al menos ocho familias
proteicas diferentes; las metaloproteasas (MP) y proteinas secretoras ricas en cisteina (CRISP)
hasta ahora estan como componentes mayoritarios. Las especies que presentan MPs se tratan del
tipo P-111 similares a las de los vipéridos; y algunas especies presentan 3FTxs estructuralmente

similares a aquellas halladas en venenos de elapidos (Saviola et al., 2014).

Hasta ahora, los resultados de los estudios del veneno de este grupo de serpientes
sugieren que la toxicidad mas alta se presenta ante presas nativas locales, indicando una posible
tendencia a la especializacion, ha sido reconocida la capacidad letal del veneno de algunas de
estas especies de colubridos frente a especies presa (como roedores) y frente a presas nativas
locales (Mackessy, 2002a). Se han determinado las dosis letales minimas para Philodryas
patagoniensis con palomas, conejillos de indias, conejos y ranas (Leptodactylus sp.) donde las
palomas resultaron ser las més sensibles (Martins, 1917). Secreciones de la GVD de Drymobius

bifossatus resultaron toxicas para palomas, conejos, ranas y conejillos de indias, y una vez mas



12

las palomas fueron las méas sensibles; siendo sus efectos descritos principalmente neurotéxicos;
el veneno de Herpetodryas carinatus produjo una paralisis progresiva que fue letal ante palomas,
conejillos de indias, conejos y sapos (Bufo sp.), ranas (Hyla sp.) y serpientes (Bothrops sp.);
mientras que el veneno de Xenodon merriemii no fue tdxico para las palomas y los conejos; pero

si para ranas arboricolas del género Hyla sp. (Brazil & Vellard, 1926).

Son relativamente pocos los constituyentes enzimaticos que comparten ambos grupos de
serpientes de colmillos frontales y colmillos posteriores. Las proteasas con actividad frente a la
caseina y otros sustratos generales se encuentran comunmente entre los venenos de colubridos,
pero muchas enzimas comunes en venenos como las serinoproteasas, fosfodiesterasas y otras
nucleasas, L-aminoacido oxidasas, acetilcolinesterasas, fosfolipasas y otras se presentan mucho
menos distribuidas en ellos. Han sido caracterizadas y aisladas muy pocas proteinas de sus
venenos, principalmente por sus bajos volumenes ya que es dificil obtenerlo (Kamiguti et al,

2000; Weinstein & Kardong, 1994).

En los Gltimos afios, se han desarrollado avances en las técnicas de estudio a la par de los
métodos de extraccion, que han aumentado gradualmente el entendimiento de los venenos de
este grupo de serpientes. Se han identificado caracteristicas similares al del veneno de serpientes
de colmillos frontales para diversas especies, pero debido posiblemente a la inmensa diversidad
taxondmica de los colubridos, una variedad de estrategias de composicion han sido reveladas,
resultando en proteomas altamente diversos (Mackessy, 2002a, 2010). Ademas, los colubridos
opistoglifos pertencen a linajes evolutivos muy diferentes de vipéridos, elapidos y demas
serpientes de colmillos frontales, disponiendo de un alto potencial para el descubrimiento de
proteinas hasta ahora desconocidas, y proporcionando un mayor entendimiento de las amplias

tendencias evolutivas entre las serpientes venenosas (Saviola et al., 2014).
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En Meéxico, existen alrededor de 393 especies descritas de serpientes que representan el
11.4% de la riqueza total de herpetofauna en el pais, siendo la familia Colubridae la més grande
y diversa dentro del orden Serpentes conteniendo 35 géneros y 133 especies, 58 (43.6%) de las

cuales son endémicas al territorio nacional (Flores-Villela & Canseco-Marquez, 2004).

Trimorphodon tau (Cope, 1870) esta descrita como una especie ovipara de tamafo
mediano y cuerpo moderadamente robusto, llegando a alcanzar una longitud hocico-cloaca de
695 mm (Fig. 7). Se encuentra ampliamente disribuida a lo largo de la Vertiente de la Sierra
Madre Occidental, Oriental y Sierra Madre del Sur (Fig. 8). Son conocidos de la Planicie costera
y desde la Meseta Central en las colinas de de la Cuenca del Balsas y Tepalcatepec, hasta el
Istmo de Tehuantepec, en Oaxaca. Su alimentacion generalmente es a base de lagartijas llegando
a alimentarse de mamiferos pequefios en cautiverio y posiblemente en vida silvestre (Canseco-

Marquez y Gutiérrez-Mayén, 2010).

Figura 7 — Trimorphodon tau, ejemplar juvenil, Huehuetlan el Chico, Puebla. Fotografia
propia del autor.
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El espécimen que se utilizO pertenece a la coleccion interna del herpetario del Instituto de

Biotecnologia de la UNAM. Es un espécimen macho, adulto, de edad desconocida con nimero

de registro IBt-041.
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Figura 8 — Area de distribucion geografica de T. tau. Tomado de Ochoa-Ochoa et al.,



15

ANTECEDENTES

Vest (1981) reporta hemorragia localizada y hemorragia sistémica en ratones tras
inocularles secrecién toxica de la glandula de Duvernoy de Thamnophis elegans, el cual fue
liofilizado y reconstituido en solucién salina, presentandose muerte por paro respiratorio 150
minutos después de injectar dosis letales. Jansen (1987) sugiere una accién mionecrotica de la

secrecion toxica de la glandula de Duvernoy.

Rosenberg et al. (1985) indica que dosis subletales de la secrecion oral de Spalorosophis
diadiema, Malpolon monspsessulanus y Thamnophis sirtalis inoculadas en ratones de laboratorio

provocaron paralisis, trastornos respiratorios e inmoviizacion parcial.

Ramjan y Fry (1991) caracterizaron los venenos de seis especies de coltbridos (Boiga
dendrophila, B. cynodon, B. drapezii, B. irregularis, B. trigonata y la saliva de Pytas carinatus)
utilizando cromatografia liquida y espectrometria de masas (LC/MS). Aislaron y secuenciaron

dos toxinas de 25,044 Da (CRISP) y 8,769 Da (3FTx) de Boiga dendrophila.

Encontraron que las secuencia N-terminal de las proteinas que se presentaban en B.
drapezii, B. irregularis y B. trigonata, con masas moleculares de 24,938, 25,167 y 24,720 Da
respectivamente se presentaba de igual manera en diversas isoformas también en la saliva de
Pytas carinatus, tratandose de una proteina secretora rica en cisteina (CRISP). Con la obtencion
de mARN de la glandula, reportan que presenta una secuencia homologa en el N-terminal con la
helotermina, una metaloproteina que actla en contra de los receptores de rianodina y bloguea la

salida de Ca** (Mochca-Morales et al., 1990 ; Morrissette et al., 1995), asi como con proteinas
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tipo CRISP de mamiferos y proteinas relacionadas con patogénesis en plantas y otras similares

en insectos.

Otro péptido de 8,769 Da del veneno de B. dendrophila, revelé homologia con una toxina
de tres dedos (a-colubritoxina) de Coelognathus radiatus, con isoformas presentes en todas las
especies antes mencionadas, incluyendo a P. carinatus, lo que puede indicar un soporte a la
hipdtesis que en algunos colubridos se dio la preferencia a la constriccion como método de
captura y sumision de la presa con la subsecuente pérdida de la glandula de Duvernoy, en donde

las proteinas presentes en la saliva se tratan de proteinas ancestrales.

Hill y Mackessy (2000) caracterizaron el veneno colectado de 12 especies de colubridos,
en los cuales encontraron que la mayoria presenta actividad proteolitica y fosfodiesterasa en
Amphiesma stolata, Diadophis punctatus, Heterodon nausicus kennerlyi, H. n. nausicus y
Thamnophis elegans vagrans. Boiga irregularis presenta acetilcolinesteraasa tanto en saliva
como en el veneno. Se encontrd actividad de alta fosfolipasa A2 (PLA;) en Trimorphodon
biscutatus lambda y moderada en Boiga dendrophila, Diadophis punctatus y Heterodon
nausicus nausicus. Actividad proteasa en componentes de Amphiesma stolata, Hydrodynastes
gigas, Tantilla nigriceps y Thamnophis elegans vagrans. Se encontraron secuencias proteicas de
masas moleculares aproximadamente de 26 kDa en H. gigas, H. torquata y T. biscutatus, y un
componente 3.5 kDa en T. nigriceps, el cual presenta una aparente presencia homéloga de un

factor de crecimiento del endotelio vascular del ser humano.

Mackessy (2002a) compildo una lista de algunas de las enzimas hasta entonces

encontradas en estudios del veneno de especies de diversos colubridos (Cuadro 1).
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Cuadro 1 — Tipos de proteinas por superfamilia con actividad enzimatica hasta entonces
encontradas y caracterizadas en veneno de colUbridos, la especie en las que se
encuentran y si también se encuentran presentes en Viperidae y Elapidae. Tomado de

Mackessy (2002a).
Enzima | Especie |Viperidae | Elapidae
Acetilcolinesterasa Nerodia sipedon Si Si

Alsophis portoricensis
Boiga dendrophila
Boiga blandingi
Boiga irregularis
Boiga dendrophila

Fosfolipasa A2 Dispholidus typus Si Si
Thelotornis capensis
Boiga dendrophila
Diadophis punctatus regalis
Leptodeira annulata
Malpodon monspessulatus
Rhabdophis subminiata
Trimorphodon biscutatus lambda

Fosfodiesterasa y fosfatasas Boiga dendrophila Si Si
Pituophis lelanoleucus sayi*
Metaloproteasas Leptodeira annulata Si Si

Dispholidus typus
Hydrodynastes gigas
Philodryas olfersii
Serinoproteasas Philodryas olfersii Si Si
*Hallada en saliva, no en veneno

Fry etal. (2003), utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masa,
analizaron los venenos de diversas especies que representan a los clados de serpientes mas
avanzados (Atractaspididae, Colubrinae, Elapidae, Homalopsinae, Natricinae, Psammophiinae,
Pseudoxyrhophiinae, Xenodontinae y Viperidae) que incluyen a 22 especies de colubridos, las
cuales mostraron una variedad menor de componentes que los atractaspididos, vipéridos y
elapidos. En el veneno de la especie Dispholidus typus se encontro la enzima activadora de
protrombina, en el resto se encontré que en la mayoria estan presentes proteinas con masas
moleculares y tiempos de retencion consistentes con 3FTxs ausentes en venenos de viperidos. El

estudio reveld una considerable diversidad de proteinas en los venenos de los colubridos,
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alertando sobre su potencial para investigaciones que pueden ir desde la evolucién de las

serpientes, su farmacologia, desarrollo de medicamentos y medicina clinica.

Fue hasta el 2003 que se obtuvo la primera secuencia completa de una proteina
proveniente de las secreciones orales de un colubrido, la a-colubritoxina de Coelognathus
radiatus, una serpiente sin denticion opistoglifa, comunmente vendida como mascota. Se reportd
gue este péptido se comporta como una neurotoxina postsindptica en preparacion neuromuscular
de biventer cervicis de pollo, con una estructura total de 79 aminoacidos y una masa de 8,498
Da, con actividad antagdnica en receptores nicotinicos. Presenta la estructura caracteristica de
3FTx, peéptidos previamente considerados como exclusivos a eldpidos, indicando que
posiblemente esta familia de toxinas fue reclutada en la composicion quimica de las serpientes

avanzadas tempranamente en su historial evolutivo (Fry et al., 2003).

Arce (2004) comparé el efecto tdxico con cantidades equivalentes de secreciones orales y
venenos inyectados de cuatro especies de colUbridos, Trimorphodon tau, Trimorphodon
biscutatus, Oxybelis fulgidus y Salvadora bairdi; y cuatro especies de vipéridos Crotalus
basiliscus, C. triseriatus, Agkistrodon bilineatus y Sistrurus ravus, concluyendo que ambos
grupos presentaron dafios a drganos vitales aunque el grupo de vipéridos de una manera mas

rapida y eficiente asociados a un mejor aparato inoculador y a una mayor toxicidad en ratones.

Huang y Mackessy (2004) dan a conocer el primer reporte del aislamiento, purificacion,
caracterizacion bioquimica y secuencia parcial de una PLA; del veneno de un colubrido,
denominada como trimorfina. La masa fue determinada por espectrometria en formato MALDI-
TOF en 13,996 Da, y una secuencia de N-terminal de 50 residuos de aminoécidos. Esta

secuencia N-terminal, comparada con las secuencias de otras 86 PLA,s indica que la trimorfina
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se trata de una PLA; del tipo IA, compartiendo los residuos que son altamente conservados en
PLA,s IA presentes en venenos de eldpidos, que indica una cercania a PLA,s de serpientes

marinas y elapidos australianos.

Ching et al. (2006) registraron datos de proteinas putativas presentes en el transcriptoma
y su presencia en el proteoma del veneno de Philodryas olfersii. Revelaron que las
metaloproteasas (MP) son los transcritos mas abundantes, y que ademas presentan el sitio
conservado en el motivo de union al zinc (HEXXHXXGXXH) encontrandose igualmente
dominios de la regién desintegrina con los motivos DCD ¢ ECD, y una secuencia de la region
rica en cisteina, homologas a aquellos precursores de metaloproteasas P-I1l1, mas afines a las
MP’s presentes en eldpidos y atractaspididos que aquellas presentes en vipéridos. Las
serinoproteasas (SP) fueron dectectadas por medio de secuencias similares a tripsina, que es la
proteina precursora. Lectinas tipo C (CTL) y proteinas secretoras ricas en cisteina (CRISP)
también detectadas por secuencias homdlogas; y el precursor de un péptido natriurético (NP)
muy similar aquel presente en Viperidae por homologia en su precursor BPP/CNP, incluyendo al

péptido sefal, el linker y el CNP.

Otra 3FTx se aislg, se secuencid y se obtuvo su cristal estructural del veneno de Boiga
dendrophila denominada denmotoxina por Pawlak etal. (2006). La denmotoxina es un
polipéptido monomérico de 77 amino&cidos con cinco puentes disulfuro. Presentd una potente
actividad neuromuscular postsinaptica igualmente en la preparacion neuromuscular de biventer

cervicis de ave que inhibe de manera irreversible las contracciones nerviosas in-vitro.

Igualmente, Pawlak etal. (2009) reportan otra 3FTx de Boiga irregularis, la cual

compone aproximadamente el 10% del total de proteina en el veneno. Estructuralmente esta
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constituida por dos subunidades, la subunidad A de 8,379.6 + 0.2 Da; y la subunidad B de
8,677.8 £ 0.1 tratdndose de una asociacién covalente y Unica entre las 3FTx, ambas subunidades
unidas por un puente disulfuro. Cada una de las subunidades tiene una 1lva Cys y son
sustancialmente diferentes a aquellas denominadas K-neurotoxinas, las Unicas 3FTxs diméricas,

y presenta una alta neurotoxicidad postsinaptica especifica a la union neuromuscular en aves.

Otra 3FTx fue hallada en el veneno de Oxybelis fulgidus, la fulgimotoxina, con una
actividad altamente neurotoxica a lagartijas, no asi a ratones. La fulgimotoxina, monomeérica,
presenta los 5 puentes disulfuro regulares de las 3FTx no convencionales, y tiene el motivo
conservado de las toxinas de colubridos (CYTLY) y un segmento conservado homologo con
3FTxs hallados en Boiga sps. y Oxybelis sps. (WAVK) en el bucle Il (Heyborne & Mackessy,

2013).

Amalid etal. (2011) caracterizaron las actividades proteoliticas y neurotdxicas de las
toxinas de las secreciones orales de Helicops angulatus, describiendo e identificando una
proteina secretora rica en cisteina (CRISP) nombrada helicopsina, la cual mostr6 una actividad
neurotoxica letal provocando paralisis respiratoria en ratones. Los autores sugieren que esta
puede ser evidencia de una extensa variedad de potentes neurotoxinas presentes en la

superfamilia Colubroidea.

Junqueira-de-Aazevedo et al. (2016) realizan una compilacion general y un anélisis de los
diferentes enfoques protedmicos y trascriptomicos que se han abordado hasta el momento en los
avances en el estudio del veneno de colubridos, concluyendo aspectos importantes con

implicaciones bioldgicas y evolutivas:
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Para la mayoria de las especies de colubridos, especialmente en la subfamilia
Dipsadinae, las metaloproteasas en el veneno son componentes que predominan tanto
en el transcriptoma como en el proteoma. Todas las secuencias de estos componentes
descritas en Colubridae pertenecen a la clase metaloproteasas P-I11, que incluyen pre-
y pro-dominios, un dominio catalitico de metaloproteinasa, un dominio tipo
desintegrina y un dominio rico en cisteina. La ausencia de metaloproteasas P-II, P-l 'y
desintegrinas de cdédigo corto, muestra consistencia con la hip6tesis que esas proteinas
evolucionaron dentro de la familia Viperidae de un gen P-I1I antecesor, posterior a la
separacion filogenética. A pesar de una gran diversidad entre las metaloproteasas en
colubridos, se comparte un ancestro comun con las metaloproteasas P-111 de elapidos

y actractaspididos.

Las PLA;s aparentemente no representan unos de los componentes principales en los
venenos de los colUbridos y se han hallado en pocas especies. Trimorphodon
biscutatus presenta una PLA; tipo IA, mientras que en Dispholidus typus, Oxyrhopus

guibei y Leioheterodon madagascarensis se han hallado del tipo IIE (Fry et al., 2012).

Transcritos de lectinas tipo C resultan abundantes en venenos de colUbridos en

transcriptoma, con secuencias anidadas en los clados de Elapidae y Viperidae.

Se pensaba que la crotamina estaba restingida para el género Crotalus. Sin embargo,
genes de crotamina y defensinas homdlogas han sido halladas en otros géneros de

vipéridos y en transcritos de glandulas de veneno en niveles relativamente altos de
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expresion en el transcriptoma de los colubridos Thamnodynastes strigatus y Phalotris

mertensi.

Cuadro 2. Compilacion de componentes detectados en proteomas de veneno de
collbridos hasta 2016. LAAO: L-amino oxidasas; PLA,: Fosfolipasas tipo A2; MP:
Metaloproteasas; SP: Serinoproteasas; 3FTx: Toxinas de tres dedos; CRISP: Proteinas
secretoras ricas en cisteina; CTL: Lectinas tipo C; DEFEN: Defesinas; KUN-1:
Proteinas Kunitz tipo 1.

COMPONENTE | Especie REFERENCIA

Enzimaticos

LAAO Phalotris mertensi Campos et al, 2016.

PLA, Trimorphodon biscutatus Huang y Mackessy, 2004.

MP Boiga  irregularis,  Borikenophis | McGivern et al, 2014; Mackessy et al., 2006;
portoricensi, Cerberus  rynchops, | Pawlak et al., 2009; Weldon y Mackessy, 2010;
Dispholidus typus, Hypsiglena sp., | 2012; OmPraba et al., 2010; Fry et al., 2008;
Philodryas olfersii, Thamnodynastes | 2012; Kamiguti et al., 2000; Petras et al., 2015;
strigatus Ching et al., 2006; 2012.

SP Phalotris mertensi Campos et al, 2016.

No enzimaticos

3FTx Boiga dendrophila, Boiga irregularis, | Pawlak et al., 2006; Lumsden et al., 2005;
Coleognathus  radiatus,  Oxybelis | McGivern et al., 2014; Mackessy et al., 2006;
fulgidus, Trimorphodon biscutatus Pawlak et al., 2009; Fry et al., 2003; Heyborne y
Mackessy, 2013; Peichoto et al., 2012; Huang y
Mackessy, 2004.
CRISP Boiga  irregularis,  Borikenophis | Pawlak et al., 2006; Lumsden et al., 2005;
portoricensi,  Cerberus rynchops, | McGivern et al., 2014; Weldon y Mackessy,
Helicops angulatus, Hypsiglena sp., | 2010; 2012; OmPraba et al., 2010; Estrella et
Hypsiglena  torquata,  Philodryas | al., 2011; Petras et al., 2015; Peichoto et al.,
baroni, Philodryas olfersii, Philodryas | 2012; Fry et al., 2012; Ching et al., 2006; 2012.
patagoniensis, Thamnodynastes
strigatus, Trimorphodon bistuctatus
CTL Cerberus rynchops, Hypsiglena sp., | OmPraba et al., 2010; Petras et al., 2015; Fry et
Philodryas olfersii, Thamnodynastes | al., 2012; Ching et al., 2006.
strigatus
DEFEN Phalotris mertensi Campos et al, 2016.
KUN-1 Phalotris mertensi Campos et al, 2016.
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Los venenos de los diferentes grupos de serpientes venenosas comparten algunos
componentes, pero aquellos que no son compartidos resultan altamente diferentes en su
composicion quimica, posiblemente a sus disitintos roles biologicos, lo cual puede arrojar
novedosos compuestos quimicos de interés para la medicina y farmacologia humanas (Kardong,

2002).

Una de las caracterizaciones mas completas hasta ahora del veneno de un colubrido, es
para Leptodeira annulata, colUbrido de la subfamilia Dipsadinae, especie de habitos semi
arboricolas que habita desde el sur de México hasta el norte de Argentina. Mebs (1968) registrd
actividades PLA,, PDE vy proteoliticas in vitro. Mas adelante, Lemoine et al. (2004) encontraron
una diversidad de componentes muy amplia en el veneno de Leptodeira annulata ashmeadii
observada en su separacion proteica por SDS-PAGE (Fig. 9), reportan igualmente
neurotoxicidad y una alta actividad hemorragica in vivo, y separando los componentes por
cromatografia de intercambio i6nico hallaron actividad hemorrégica en embriones de pollo y
raton por inyecciones intraperitoneal y subcutanea; y alteraciones neurotoxicas variadas como
disnea, pérdida de equilibrio, pardlisis en extremidades posteriores, paralisis flacida,
contracciones abdominales, bradipnea, agresividad, dolor, parestesia y relajacion de esfinter

urinario.

Torres-Bonilla et al., (2016) evaluaron méas a detalle las actividades enzimaéticas y los
efectos neuromusculares en el veneno de Leptodeira annulata en mamiferos y aves con
resultados interesantes, reportan blogueo neuromuscular moderado en las preparacién de
biventer cervicis de pollo; despolarizacion leve en membrana muscular en las preparaciones de
nervio frénico de ratdn; y alta actividad metaloproteasa en azocaseina y baja actividad

fosfolipasa.



Figura 9 - SDS-PAGE en un gel de acrilamida al 20 %.
Mr: Marcador de peso molecular (kDa); Laa: Veneno
completo de Leptodeira annulata ashmeadii (cantidad
proteica no especificada por los autores). Tomado de
Lemoine et al. 2004.
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JUSTIFICACION

La mayoria de la investigacion referente a venenos ha tenido un enfoque tradicionalmente
antropocéntrico, restringiéndola a serpientes de colmillos frontales de relevancia médica por sus
efectos adversos en la salud humana. Estas representan una pequefia proporcion de las especies
existentes de las serpientes avanzadas, y en consecuencia, una gran parte de la biodiversidad de
serpientes que presentan veneno no ha sido sistematicamente evaluada de la misma manera,
dejando un vacio de conocimiento en el repertorio de proteinas, toxinas y péptidos que éstas

poseen.

Ya que los colubridos son mas diversos y de una radiacion evolutiva distinta del resto de
las serpientes venenosas, el estudio y la comprension de la composicién de su veneno es
imperativo para entender la evolucién del veneno mismo entre serpientes; y es una fuente
inexplorada y extensa de novedosos componentes con hasta ahora desconocido potencial

farmacoldgico.

En México, la familia Colubridae es la méas grande y diversa dentro del orden Serpentes
conteniendo 35 géneros y 133 especies, 58 de las cuales son endémicas al territorio nacional
(Flores-Villela & Canseco-Marquez, 2004). La investigacion se limita a su ecologia, taxonomia y
biogeografia, la informacion disponible publicada sobre la composicién quimica de su veneno o

su potencial farmacologico es escasa, por no decir inexistente.
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OBJETIVOS

Obijetivo general

Caracterizar e identificar el tipo de componentes proteicos principales que constituyen el veneno
de Trimorphodon tau, y otros presentes en el veneno de Leptodeira splendida, Conophis

lineatus, Oxybelis aeneus y Leptophis mexicanus.

Obijetivos particulares

Determinar el perfil proteico del veneno de T. tau e identificar las familias proteicas a la que

pertenecen sus principales proteinas.

Obtener secuencias aminoacidicas de las proteinas que componen al veneno de T. tau y

determinar sus principales actividades enzimaticas.

Determinar el perfil proteico del veneno de Leptodeira splendida, Conophis lineatus, Oxybelis

aeneus y Leptophis mexicanus e identificar las familias proteicas a las que pertenecen.
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MATERIAL Y METODOS

I Organismos de estudio y extraccion de veneno

Se obtuvieron secreciones de veneno de diversas especies de colubridos opistoglifos (descritos
mas adelante). Los ejemplares “ordefiados™: a) pertenecieron taxondémicamente a la familia
Colubridae; b) presentaron denticion del tipo opistoglifa y glandulas de Duvernoy; c) presentaron
viabilidad para colectar secreciones por medio de la técnica de estimulacién

parasimpaticomimeética.

Se utilizé la técnica de colecta directa propuesta por Hill y Mackessy (Hill & Mackessy,
2000) que fue el método maés eficiente para obtener las secreciones de la glandula de Duvernoy
libre de materiales ajenos. Con este método se evita sacrificar a los organismos, permite realizar
repetidas extracciones a la misma serpiente y se pueden obtener los volimenes relativamente

mas altos de su veneno.

Para facilitar la colecta y prevenir lesiones a la serpiente y al colector, se utilizd
clorhidrato de ketamina como anestesia, seguida por estimulacion de secrecion con pilocarpina-
HCI parasimpaticomimética. Una dosis de 22 pg de ketamina/g del peso corporal de la serpiente
se administro via subcutanea (intramuscular en serpientes adultas de talla grande) en un volumen
de 50 — 750 pL (dependiendo del tamafio de la serpiente: el volumen minimo es mejor). La
inyeccion se aplico con una jeringa de insulina de 50 unidades subcutaneamente en la superficie
lateral de la piel anterior al corazén (tipicamente en el primer 10-20 % de la longitud); la
inmovilizacion usualmente se presento entre los 20 — 30 minutos posteriores a la aplicacion. En
la superficie contralateral, a la misma distancia de la cabeza, una dosis de 6 pg de pilocarpina/g

del peso corporal total de la serpiente se administré intramuscularmente en un volumen similar
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posterior a los efectos anestésicos requeridos; la secrecion oral glandular comenzo

aproximadamente 5 minutos después y fue precedida por una secrecién mucosa oral.

La recoleccion del veneno se realizé colocando dorsalmente a la serpiente con el hocico
abierto, acoplando capilares de 50 puL dentro de la lamina dental alrededor del diente posterior
acanalado (Fig. 10). Las muestras de secrecion se transfirieron a tubos de microcentrifuga de 1.5

mL o 2 mL.

Esta técnica demostrd presentar diversas ventajas: 1) el manejo de la serpiente es mas
facil y es mas seguro para el ejemplar y para el colector; 2) el producto obtenido, tanto en
volumen como en masa es tipicamente suficiente para sus analisis subsecuentes; y 3) la
contaminacion con materiales exdgenos como saliva, sangre y epitelio es baja. Son desconocidos
los efectos de la estimulacion parasimpaticomimética sobre la composicion proteica del veneno,
aunque hay datos de estimulacion parétida con roedores que sugieren que no es alterada

(Marmary et al., 1987).

Figura 10 — Colecta de veneno en capilares. a) Conophis lineatus; b) Oxybelis aeneus.
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1. Cuantificacién de concentracion y cantidad proteica

Una vez obtenida la muestra de veneno del coltbrido, esta se centrifugd durante 10 min a 14,000
rpm para separar todos aquellos componentes que no son propios del veneno tales como sangre,

detritos celulares, epitelio y secreciones mucosas (Fry et al., 2003; Huang & Mackessy, 2004).

El sobrenadante se tomé de la muestra centrifugada y se diluyé en acetato de amonio
20mM pH 4.7, el cual es un amortiguador volatil que permite suspender la muestra cuantas veces
sea necesario manteniendo las propiedades de las proteinas; ademas permite cuantificar por
absorbancia a 280 nm y es compatible como amortiguador para fases méviles de cromatografia
liquida (Berman et al., 2008). El volumen utilizado del amortiguador de acetato de amonio varid

dependiendo de la cantidad de veneno obtenido, cuidando de no diluir demasiado la muestra.

Se cuantifico el contenido proteico por método de espectrofotometria a una absorbancia

de 280 nm en un espectrofotometro Thermo Scientific™ NanoDrop 2000.

Esta técnica se adapta muy bien a los rendimientos consistentemente bajos obtenidos de
venenos de colubridos: al ser poco especifica, que lee a partir de la luz absorbida por las
fenilalaninas, los triptéfanos y tirosinas presentes en las proteinas, posee un rango de sensibilidad
de 50 pg/mL a 2 mg/mL, permite recuperar la muestra cuantificada, su costo es bajo y posibilita
una reproducibilidad a largo plazo (Aitken & Learmonth, 1996; Berman et al., 2008; Noble &

Bailey, 2009; Webster, 1970).

I11.  Estimacion de peso molecular por electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE)

Esta técnica, denominada SDS-PAGE, permite el andlisis de la proteina en su forma

nativa o desnaturalizada. Mediante la electroforesis es posible separar las moléculas bioldgicas
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en dependencia fundamentalmente de su carga bajo la influencia de un campo eléctrico que
provoca la migracion de solutos ionicos hacia el catodo o anodo dependiendo de su carga neta,
peso molecular y estructura tridimensional. Esta técnica permite estimar el peso molecular (PM)
de una proteina, comparando su movilidad electroforética con la de proteinas de PM conocido.
Se utilizaron geles de poliacrilamida (PAGE) de donde se puede obtener informacion bésica de
complejidad protéica de los venenos con sélo 5 — 40 pg de veneno crudo (Brunelle & Green,

2014; Lomonte, 2007).

En este caso se realizaron geles de poliacrilamida para proteinas al 12.5% en condiciones
reductoras (SDS-PAGE), utilizando marcadores de peso molecular de la marca Bio-Rad con
amplitud de rango de 2 — 250 kDa. La tincion de los geles se realizd con azul brillante de
Coomassie R250 de Bio-Rad por 4-6 horas, posteriormente se destifid6 con una solucion

compuesta por 10% de isopropanol y 10% de acido acético en un lapso de 46 horas.
IV.  Fraccionamiento de componentes por HPLC de fase reversa

Esta técnica de cromatografia liquida, denominada Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién, es posiblemente la méas utilizada en el estudio de las proteinas. Separa a los
componentes en orden de hidrofobicidad, separando a las moléculas de las mas polares a las
menos polares. La separacion cromatografica se realiza por fase reversa, la cual tiene como
principio el de las interacciones hidrofébicas que resultan de las fuerzas de repulsién entre un
disolvente relativamente polar, un compuesto relativamente apolar y una fase estacionaria apolar.
El efecto hidrofébico disminuye con la adicion de disolvente apolar a la fase movil (Fry et al.,
2003). En este caso, se utilizd una columna analitica C18 (Vydac #218TP; 300 A, 5 um, 4.6 mm

i.d. x 2560 mm) en un gradiente de solucién A de acetonitrilo de 0 a 60% + 0.1% de &cido
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trifluoroacético (TFA) con solucion B de agua tetradestilada estéril + 0.1% de TFA en 60 min a
un flujo de 1 mL/min acompafiado de una lectura de espectofotometria a 230 nm y otra a 280 nm

de absorbancia.

Seguido a lo anterior, las fracciones se colectan manualmente al salir del detector en tubos de

microcentrifuga de 1.5 mL 0 2 mL.

V. Caracterizacion y ensayos bioldgicos

Las fracciones colectadas fueron secadas al vacio en un centrifuga -secador Savant-
SpeedVac para eliminar el acetonitrilo, y posteriormente fueron suspendidas en Hy0
tetradestilada estéril para cuantificar la concentracion proteica y conservar las muestras para

futuros ensayos de actividad enzimatica, espectrometria de masas, y secuenciacion peptidica.

VI.  Ensayos de actividad enzimatica

a) Fosfolipasa — Se utiliz6 el modelo de placa rodamina yema de huevo agar segun
Habermann y Hardt (1972):
1.- Se obtuvo una yema de huevo, completamente libre de la clara.
2.- Posteriormente, se peso y diluyo la yema con 0.1 M Tris-HCI, 5 mM CaCl2, 0.5 %
Triton X-100 en un volumen de 150 mL, para tener una concentracion final de la yema
del 20 % (P/V) pH 8.
3.- Se mezcld con un agitador magnético durante 10 min y se centrifug6 a baja velocidad

(1,500 rpm) por 5 min. Finalmente se tomd solo el sobrenadante.

Preparacion de la placa de agarosa con rodamina-yema:

1.- Se fundi6 0.1 g de agarosa en 10 mL de 0.2 M Tris/HCI pH 8.
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2.- A la agarosa se afiadio 1 mL de 10 mM CacCl2
3.- Se agregaron 8 mL de Rodamina 6G al 0.1 %
4.- 100 mL Triton X-100

5.- Se afiadieron 2 mL de yema de huevo

La mezcla se adicion0 a una caja Petri dejando gelificar la agarosa para por ultimo
perforar los pozos con una punta de micropipeta de 200 pL donde se aplicaron las muestras.
Para este ensayo se utilizaron 3 pg de veneno completo de Micrurus fulvius como control

positivo (+) y agua desionizada como control negativo (-).

b) Proteasa — Para detectar la actividad metaloproteasa de componentes presentes en el

veneno, se utilizé el modelo de Zimograma en Gelatina y Caseina.

1- Se prepararon dos geles SDS-PAGE al 12 %, uno con 0.1 % de gelatina y el otro con
0.1 % caseina. La gelatina se disolvi6 en agua y la caseina primero se alcalinizd con
20 pl de 10M NaOH vy posteriormente se le afiadié agua. Durante la preparacion de
las soluciones para el gel, la gelatina y la caseina se incubaron a 37° C para una mejor
disolucion.

2- Se prepararon las muestras en el buffer de carga (0.125 M Tris-HCI, pH 6.8, 40%
Glicerol, 0.003% Azul de bromofenol).

3- La electroforesis se corre a 20mA hasta que las bandas proteicas se separen a lo largo
del gel.

4- Después de la electroforesis, el gel se lavo con el buffer de renaturalizacion (50 mM
Tris-HCI pH 8.0, 2.5% Tritén X-100) durante 30 minutos, se realizan dos lavados.

Este paso tiene como funcidn remover el SDS presente en el gel.
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5- Se anade el buffer de lavado (50 mM Tris-HCI pH 8.0) cada 15 min, se realizan dos
lavados. Este paso tiene como funcion remover el Triton presente en el gel.

6- El gel es incubado en el buffer de activacion (50 mM Tris-HCI pH8.0, 5 mM CaCl2,
1 uM ZnClI2) durante 20 h a 37° C.

7- EIl gel es tefiido por 1h con 0.4 % Azul de Coomassie R-250 (diluido con 40 %
Metanol, 10 % Acido acético). Posteriormente, es destefiidos con la solucion 40 %

Metanol, 10 % Acido acético por 30 min.
VII. Actvidad especifica PLA;

Para la determinacion de la actividad fosfolipasa especifica, se utilizo el procedimiento
titulométrico con yema de huevo como sustrato (Shiloah et al., 1973). Una unidad de fosfolipasa
se define como la cantidad de enzima que libera 1 pumol de &cido graso por minuto a pH 8 y 25°C

en 3 ml de una solucién al 10% (P/V) de yema de huevo en 0.1 M de NaCl.

1. Preparacion de la solucion de yema de huevo 10%:

a.) solucion estandar 150 mL

[1stock | []trabajo | Vol. a afadir
NaCl 5M 0.1M 3mL
CaCl2 0.1M 0.01M 15mL
Triton X 100 | 20% 0.5% 3.75mL

b.) Se pesa la yema de huevo y se afora con solucién estandar hasta 10% (ej. 14 g — 140 mL)
c.) Agitar durante 10 min.
d.) Centrifugar a 1,500 rpm (380G) durante 5 min y recuperar el sobrenadante.

2. En 500 pL de solucion de yema de huevo 10% mantener una agitacion constante bajo ligero
burbujeo de Nitrogeno.

3. Llevar la solucién a un pH 8.05 con NaOH 50mM.
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4. Agregar 1 pL de veneno [Img/mL]*

5. Cuando el pH llegue a 7.99 agregar un vol. de NaOH 50 mM (entre 1 y 5 uL) suficiente para
recuperar el pH superior a 8.0.

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

7. Repetir hasta obtener 5 mediciones.

8. Hacer el procedimiento por triplicado.

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

(min).

m = Ay/Ax = umolNaOH/min

+—_3

pmol NaOH

Tiempo (min)

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

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

*La concentracion de veneno puede modificarse con el fin de que el ensayo tenga un

comportamiento lineal.

VIIl. Espectrometria de masas MS/MS

Las muestras fueron reducidas con dithiothreitol (Sigma-Aldrich; St Louis, MO, USA),
alquiladas con iodoacetamida (Sigma-Aldrich) y digeridas in gel con tripsina (Promega

Sequencing Grade Modified Trypsin; Madison, WI, USA). En la digestion de la muestra se
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utilizé una solucién que contiene bicarbonato de amonio 50 mM (pH 8.2) con incubacién de 18

horas a temperatura de 37°C.

a) Andlisis espectrométrico

Los péptidos producidos por clivaje enziméatico fueron desalados con Zip Tip C18 (Millipore;
Billerica, MA, USA) vy aplicados en un sistema LC-MS (Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry) compuesto de una bomba ACCELA (Thermo-Fisher Co.; San Jose, CA, USA)
acoplado a un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Fisher Co., San Jose, CA,

USA) con fuente de ionizacion tipo nano-electrospray (ESI).

En la cromatografia de liquidos de nano flujo en linea se utiliz6 un sistema gradiente de
5-80% de solvente B (acetonitrilo con 0.1% de acido férmico) con un tiempo de corrida de 120
minutos utilizando una columna capilar RP-C18 hecha en casa (0.75 um de didmetro interno y

20 cm de largo). El flujo del sistema fue de 300 nanolitros/minuto.

El escaneo total de iones (Full Scan) fue realizado en el analizador Orbitrap con un poder
de resolucion de masas (Resolution Power; RP=m/FWHM) de 60,000. Todos los espectros
fueron adquiridos en modo de deteccion positivo. La ejecucion y captura de los datos de
fragmentacion fueron realizados de forma de-pendiente del escaneo total de iones segun las
cargas pre-determinadas (se fragmentaron iones con carga z2+, z3+ y z4+) con un ancho de
aislamiento de 2.0 (m/z), energia de colisién normalizada de 35 unidades arbitrarias, activacion
Q de 0.250, tiempo de activacion de 10 milisegundos y tiempo méaximo de inyeccién de 10
milisegundos por micro-escaneo. Durante la captura automatica de los datos fue utilizado la
exclusion dindmica de iones: (i) lista de exclusion de 500 iones, (ii) tiempo de pre-exclusion de

30 segundos vy (iii) tiempo de exclusion de 90 segundos.
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b) Busqueda en el Protein Data Bank (PDB) e identificacion de proteinas

La identificacion de proteinas se realiz6 con los datos espectrométricos en formato .raw
en el programa Proteome Discoverer 1.4. (Thermo-Fisher Co., San Jose, CA, USA) a través del
motor de busqueda Sequest HT. Para la busqueda de identidad se utilizo la base de datos de
proteinas Trimorphodon descargado de uniprot y SwissProt. Se utiliz6 un FDR-False Discovery
Rate (Minimo) de 0.01 y FDR 0.05 (Maximo) ademas de la base de datos invertida (Decoy
database) como herramienta del programa de validacion “Percolator”. La tolerancia maxima de
diferencia de masas moleculares del ion precursor comparados con los valores teéricos contra
experimentales (precursor mass tolerance) fue de 20 ppm y la tolerancia para los fragmentos
obtenidos por disociacion del ion precursor (fragment mass tolerance) fue de 0.6 Da. Para la
busqueda automaética fueron establecidas modificaciones constantes (carbamidometilacion de
cisteinas (C) y variables como oxidacion de metioninas (M) y desaminacion de asparagina (N) y

glutamina (Q).
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RESULTADOS

Se obtuvieron las secreciones orales de 5 especies: Trimorphodon tau, Leptodeira
splendida, Conophis lineatus, Oxybelis aeneus y Leptophis mexicanus. Las especies de las que
mayor volumen y cantidad proteica se obtuvieron fueron T. tau y C. lineatus, con 6.2 mg y 2.7
mg de veneno respectivamente. Es importante mencionar que para los casos de T. tau y L.
splendida se juntaron tres y dos ordefias consecutivas con el fin de tener la mayor cantidad de

veneno para realizar los andlisis subsiecuentes (Cuadro 3).

Cuadro 3 - Identificacion para cada uno de los especimenes ordefiados (1.D.); su peso
corporal vivo al momento de la extraccion; el nimero de ordefias que le fueron
realizadas; y su respectivo rendimiento en cantidad proteica total (ug). Estas fueron las
cantidades totales iniciales con las que se trabajo todo el proceso que se describe a
continuacion para cada especie.

Especie I.D. Peso (g) | No. de ordefias | Cantidad proteica total (ug)
Trimorphodon tau Trta0l 372 3 6,200
Leptodeira splendida Lesp01 56.5 2 2,200
Conophis lineatus Coli01 275 1 2,745
Oxybelis aeneus Oxae01 50 1 315
Leptophis mexicanus | Leme02 55 1 98

En una estimacion inicial del peso molecular de los componentes del veneno de las 5
especies por SDS-PAGE se observaron similitudes y diferencias en las secreciones individuales.
Los venenos de Leptodeira splendida y Conophis lineatus son los que se observan con mayor
diferencia de las demas por las bandas proteicas que presentan en comparacion con las demas
especies. L. splendida presenta seis bandas proteicas que oscilan entre los 20 y 50 kDa, mientras
que C. lineatus presenta cuatro en una escala Unicamente de entre los 30 y 40 kDa. Mientras que
los venenos de Trimorphodon tau, Oxybelis aeneus y Leptophis mexicanus parecen presentar una

relativa similitud, con la presencia de tres bandas bien definidas, una de alto peso molecular
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entre los 50 y 75 kDa; otra de entre 20 y 25 kDa y otra de entre los 12 y 15 kDa. Cabe hacer

mencidn que no se utilizé la misma cantidad proteica en todos debido a los bajos rendimientos de

O. aeneus y L. mexicanus (Fig. 11).
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Figura 11. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12.5%. I: Marcador de peso molecular
(kDa); II: T. tau (10 ug); HI: Leptodeira splendida (10 ug); IV: C. lineatus (10 pg); V:
0. aeneus (5 1g); VI: Leptophis mexicanus (8 ug).

Los resultados de actividades proteasa y fosfolipasa dieron positivo mediante un halo de
actvidad unicamente para el veneno de Trimorphodon tau en ambos ensayos (Figs. 12 y 13) en

donde a cada placa se le aplicd 5 pug de veneno completo por pozo, esta prueba se realiz6 por

triplicado.



Fig. 12 — Ensayo de actividad proteasa en
placa de caseina + zinc. (+): Veneno
completo de Bothrops asper (5 ug); 1:
Veneno completo de T. tau (5 ug); 2:
Veneno completo de L. splendida (5 pg); 3:
Veneno completo de C. lineatus; 4: Veneno
completo de O. aeneus (5 ug); (-) Acetato
de amonio 20 mM (5 pL).

1.1 Trimorphodon tau

Fig. 13 — Ensayo de actividad fosfolipasa en
placa de rodamina yema huevo agar. (+):
Veneno completo de Micrurus fulvius (1 pg);
1: Veneno completo de T. tau (5 pg); 2:
Veneno completo de L. splendida (5 ug); 3:
Veneno completo de C. lineatus; 4: Veneno
completo de O. aeneus (5 ug); (-) Acetato de
amonio 20 mM (5 pL).
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Se observan 6 bandas proteicas claramente marcadas. Las dos mas altas revelan proteinas con

una masa molecular alrededor de los 55,000 y 70,000 Da; una de alrededor de 26,000 Da; una de

16,000 Da; una de 13,000 Da; y otra de 12,000 Da. Llama la atencién aquella que se marca con

la menor masa molecular, es notoria por la manera en que se tifio indicando una alta

concentracion, pudiendo tratarse de diversas proteinas en conjunto (Fig. 14).
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Figura 14. Gel SDS-PAGE 12.5%. I. Marcador de peso molecular (kDa); Il. 20 ug de
veneno completo de T. tau.

El ensayo de actividad metaloproteasa en zimograma de caseina, mostrd que esta
actividad se presenta en una banda proteica que se ubica en el gel con una masa molecular de
alrededor de 37 kDa (Fig. 15) la cual es eluida en la fraccion #6 del HPLC (Fig. 16). Las bandas
proteicas en el zimograma de caseina se ven desplazadas por aproximadamente 10 kDa menos
en comparacion con los ensayos por SDS-PAGE, esto puede deberse a las condiciones no
reductoras en las que se mide el peso proteico en el zimograma, ya que la banda que presenta
actividad endoproteasa esta situada virtualmente en el peso de alrededor de 47 — 50 kDa, lo cual
es mas acorde con la masa molecular reportada para MPs en venenos de ofidios y en los
resultados obtenidos de las mismas proteinas en estimaciones por electroforesis en condiciones

reductoras.
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Fig. 15. Zimograma en gel de acrilamida SDS-PAGE 12 % con sustrato caseina + zinc.
I: Marcador de peso molecular; Il: Veneno completo de Bothrops asper (20 pg); IlI:
Veneno completo de Trimorphodon tau (10 pg); IV: Veneno completo de T. tau (15
pg); V: Veneno completo de T. tau (20 pg).

El perfil cromatografico y el fraccionamiento del veneno de T. tau se efectu6é por HPLC-
FR en una columna analitica C1g con la elusiéon en un gradiente de 0 a 60% de acetonitrilo +
0.1% TFA en un flujo de 1ml/min (Fig. 16). Las fracciones colectadas fueron secadas al vacio y
resuspendidas en H,O para su cuantificacion proteica. Las fracciones 2, 4, 5y 6 fueron las de
mayor rendimiento (Cuadro 4). A todas las fracciones se les estimé su masa molecular por
electroforesis en SDS-PAGE (Fig. 17) y se les efectud un ensayo de actividad PLA, especifico
(Fig. 18) para determinar qué componente es el que presenta esta actividad previamente

detectada.
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Figura 16 — Cromatograma de 400 ug del veneno completo de Trimorphodon tau, la
linea roja indica la lectura de absorbancia a 230 nm; la negra indica la lectura de
absorbancia a 280 nm. Se observan 6 principales picos a partir de 37° que fueron
colectados. Eje X (tiempo): 0 — 65; eje Y (absorbancia): 0 - 750,000 uAU.

Cuadro 4. Apectos generales del fraccionamiento del veneno completo de T. tau por
HPLC-FR (400 pg). Fr #: Numero de fraccion; T. Retencién: Tiempo de retencion del
pico eluido; Total (ng) (A 280nm): Total de cantidad proteica recuperada de la
coleccion, dato obtenido mediante cuantificacién manual por espectrofotometria a 280
nm; Porcentaje de recuperacion: La cantidad recuperada por coleccidn expresada en
valor de porcentaje con respecto a la cantidad de veneno completo obtenido; Area bajo
la curva (A 280nm)[%]: Cantidad de proteina calculada en el rea bajo la curva de los
picos de cada una de las fracciones, expresada en valor de porcentaje con respecto a la
cantidad proteica total.

Fr# | T.Retencion | Total (ug) | Porcentaje de recuperacion (%) | Area bajo la curva
(A 280nm) (A 280nm)[%]

1 39.9° 83 20.8 19.2
2 41.7 100 25 16.5
3 43.4° 58 14.5 12.5
4 47.8° 24 5.9 10.5
5 54.4° 88 21.9 24.0
6 56.2° 19 4.9 11.4

Total 372 92.9 94.1
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Figura 17. SDS-PAGE 12.5% en condiciones reductoras. I: Marcador de peso molecular
(kDa); I1: Veneno completo de T. tau (10 pg); I1: Fraccién 1 (5 pg); 1V: Fraccion 2 (5
ug); V: Fraccion 3 (5 pg); VI: Fraccién 4 (5 pg); VII: Fraccion 5 (5 pg); VIII: Fraccion

6 (5 ).

Figura 18 - Ensayo de actividad fosfolipasa de placa rodamina yema de huevo agar. (+):
Veneno completo de Micrurus browni como control positivo (5 ug); 3: Fraccién 3 de T.
tau (5 pg); 4: fraccion 4 de T. tau (5 pg); 5: Fraccion 5 de T. tau; 6: Fraccion 6 de T. tau
(5 ng); (-) H,0 como control negativo (5 pL).
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La fraccion #4, la cual tiene un peso estimado en banda de ~16,000 Da, presento6
actividad fosfolipasa en la placa de rodamina yema de huevo agar. Su actividad especifica se

obtuvo en 227.63 U/mg en la prueba titulométrica de sustrato de yema de huevo (Fig. 19).

Actividad PLA2 de Trimorphodon tau
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Figura 19 - Ensayo titulométrico de actividad PLA, especifica, compuesto por tres
repeticiones (T) cada pendiente (y) representa una repeticion. Las unidades mol (umol)
de NaOH (eje Y) consumidas a lo largo del tiempo (eje X) son el resultado de la
liberacion de 4&cido graso tras la catélisis enzimatica de fosfolipidos de la yema de
huevo por la fosfolipasa aislada del veneno.

Las secuencias parciales, en términos generales, arrojaron identidades con proteinas muy
similares a algunas anteriormente descritas parcialmente en Trimorphodon biscutatus lambda y
otras diversas especies de colubridos, que a su vez presentan homologias compartidas y anidadas
mas con los venenos de elapidos que con los de vipéridos (Ramjan & Fry, 1991; Bryan G. Fry,

Waister, et al., 2003; Huang & Mackessy, 2004).
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De cada fraccion se obtuvieron secuencias parciales provenientes de uno o mas péptidos
distintos (Cuadro 5). Se seleccionaron aquellos que presentaron indentidad por arriba del 70 %
con una cobertura significativa (>70 %) con proteinas de estructura y funcién similares y
organismos pertencecientes al mismo Phylum (Cuadro 6). Con esta informacion y tomando
como base el &rea bajo la curva de los picos eluidos por HLPC-FR, se calcularon los porcentajes

de la composicion general del veneno de esta especie (Fig. 20).

Cuadro 5. Secuencias parciales halladas en los peptidos aislados de las fracciones
colectadas por HPLC-FR del veneno de T. tau.

FRACCION #1
Secuencia péptido 1 ‘ NRSPQCFIEDRTCPTAGPGER

FRACCION #2

GCAKTCPTAGPGERNRSPQCFIEDRQAIGPPFTRSPQCFIEDRTCPTAGPGERVK
VKCCYSPR

Secuencia péptido 2.2 | RSVLDFADYGCYCGSGGSGTPVDDLDR

GTAVDDLDRCCQVHDNCYGEAEKLGCWPYLTLYKCEAAV
CNCDLVAANCFAGAPYIDANYNVNLKERCQ

FRACCION #3
Secuencia péptido 3.1 | GPVIEQGCVATCPQFR
Secuencia péptido 3.2 | QTCGASAKGRPT
FRACCION #4
SYTCSERNVNCEGDNDECGAFVCECDRVAAICFARNLENDER
FRACCION #5
Secuencia péptido 5.1 | CPASCFCHNKKCPASCFCHNK
Secuencia péptido 5.2 | NVDFDSESPR
Secuencia péptido 5.3 RSVRPTASNMLKSGPTCGDCPSACDNGLCTNPCLREDKFTNCK
FRACCION #6
Secuencia péptido 6.1 | ATSNPKHVVIVGAGMSGLSAAYVLAGAGHEVTVLEASERAGGR
Secuencia péptido 6.2 | IPCEPQDVK

Secuencia péptido 2.1

Secuencia péptido 2.3

Secuencia péptido 4
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Cuadro 6. Familias proteicas por identidad de las fracciones peptidicas obtenidas del
veneno de Trimorphodon tau. Se indica el nimero de fraccion; el porcentaje de
identidad; la familia proteica a la que pertenece; el nombre de la proteina y la especie de
la que proviene. 3FTx: Toxina de tres dedos; PLA,: Fosfolipasa; Kunitz-type: Proteina
tipo Kunitz; CRISP: Proteina secretora rica en cisteina; LAAO:L-amino4cido oxidasa;
MP: Metaloproteasa. S.N: Sin nombre especifico.

., - Identidad Familia . L
Fraccién | Péptido (%) proteica Nombre proteina Especie origen
1 1 100 3ETx 3ETX-Tri3 Trimorphodon
biscutatus lambda
2.1 70 3FTX Irditoxin Boiga irregularis
2 2.2 100 PLA, S.N. Micrurus dumerilii
2.3 81 PLA, Acidic phospholipase A2 CM-I Naja mossambica
3.1 100 3FTx Kappa-3-bungarotoxin Bungarus multicinctus
3 . Kunitz-type serine protease - .
3.2 100 Kunitz-type inhibitor B5 Daboia siamensis
. . Trimorphodon
4 4 92 PLA, Trimorphin biscutatus lambda
5.1 100 CRISP Pseudechetoxin Pseudechis australis
5.2 100 CRISP SN. Protobothrops
5 flavoviridis
53 84 CRISP Cysteine-rich venom protein TRI1 Trlmorphodon
biscutatus
6.1 100 LAAO SN. Trimeresurus
6 stenjnegeri
6.2 100 svMP S.N. Bothrops erythromelas

Kutitz-type
25%

Figura 20 - Composicion general del veneno de T. tau en porcentajes con base en la
identificacion de los componentes del area bajo la curva de las fracciones eluidas por
HPLC-FR a A280nm. 3FTx: Toxinas de tres dedos, PLA,: Fosfolipasas A2; Kunitz-type:
Proteinas tipo Kunitz; CRISP: Proteinas de veneno ricas en cisteina; SVMP:
Metaloproteasas; S.I: componentes aln no identificados.
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1.2 Leptodeira splendida

El espécimen fue colectado de vida silvestre en Temixco, Morelos. Fue donado a la coleccion

viva del herpetario del IBt-UNAM.

La separacion proteica por electroforesis del veneno completo muestra 21 bandas
marcadas en una escala desde los =5,000 Da hasta los ~250,000 Da, lo que revela una amplia
diversidad de componentes proteicos. Hay presencia mas marcada y notoria para aquellos
componentes de alrededor de 50 kDa; una en la masa de 36 kDa; dos en los alrededores de 26 y

27 kDa; una de 18 kDa; una de 16 kDa; y otra en los 14 kDa (Fig. 21).
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Figura 21 - SDS-PAGE en un gel de acrilamida al
12.5%. I: Marcador de peso molecular (kDa); Il: Veneno et
completo de Leptodeira splendida (10 pg). 5 -
20 .
15
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La espectrometria de masas realizada a las proteinas recuperadas directamente del gel
(Cuadro 7) expuso identidades de proteinas de veneno ricas en cisteina (CRISP) para aquellas
proteinas en el orden de =26,000 Da en banda de electroforesis; de ficolina-lectina para las
proteinas en el orden de =36,000 Da; y de flavoamino oxidasas aquellas en en el orden de

~50,000 Da (Cuadro 8).
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Cuadro 7. Secuencias parciales halladas en los péptidos aislados de las bandas
recuperadas del gel de poliacrilamida del veneno de L. splendida.

BANDA =26,000 Da

Secuencia péptido 1 | CPASCFCHNK

Secuencia péptido 2 | CTLNHSPR

Secuencia péptido 3 | MEWYSEAASNAER
BANDA =36,000 Da

Secuencia péptido 1 ‘ RQDGSVNFYRQGSEFWLGNDK
BANDA =50,000 Da

Secuencia péptido 1 | AFDWGSR

Secuencia péptido 2 | VIEIQQNDR

Cuadro 8. Identidad de los péptidos obtenidos del veneno de Leptodeira splendida. Se
indica la banda del que procede el péptido (Fig. 8); el péptido correspondiente; el
porcentaje de identidad; la familia proteica a la que pertenece; el nombre de la
proteina; y la especie de la que proviene. CRISP: Cisteine Rich Secretory Protein.

Banda (Da) | Péptido | Identidad | Familia proteica Nombre proteina Especie origen
~26,000 1 100% CRISP CRVP ophanin Ophiophagus hannah
2 100% CRISP CRVP Echis coloratus
3 100% CRISP CRVP tigrin Rhabdophis tigrinus tigrinus
~36,000 1 100% Ficolina lectina Ryncolin-4 Cerberus rynchops
~50,000 1 100% Lipasa Putative lysosomal acid lipase | Crotalus adamanteus
2 100% Flavoamino oxidasa | L-amino-acid oxidase Crotalus adamanteus

Aquellos péptidos aislados de la banda de ~26,000 Da, dieron identidades para proteinas
tipo CRISP halladas en el veneno de las especies Ophiophagus hannah, elapido nativo de de
India y el sureste asiatico; Pseudechis porphyriacus, eldpido nativo de Australia; Pseudechis
australis, elapido nativo igualmente de Australia; Demansia vestigiata, elapido originario de
Australia y Papla Nueva Guinea; Protobothrops jerdonii, vipérido nativo de India, Nepal,
Myanmar, China y Vietnam; Echis coloratus, vipérido de Medio Oriente y Egipto; Rhabdophis
tigrinus tigrinus, coltbrido nativo del este y el sureste asiatico; Dispholidus typus, colubrido
nativo de el Africa subsahariana; Trimorphodon bisctutatus, coltbrido nativo de México; y

Telescopus dhara, otro coltbrido nativo del oeste asiatico.
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El péptido obtenido de la banda de ~36,000 Da presenta identidad a una ficolina lectina
presente en el veneno de Cerberus rynchops, un collbrido nativo de las costas asiaticas y

Australia.

Los péptidos obtenidos de la banda de =50,000 Da, presentan identidad a lipasas y
monoamino oxidasas presentes en el veneno de Crotalus adamanteus, C. atrox, C. durissus
cumanensis y Sistrurus catenatus edwardesi, todas ellas vipéridos nativos de Norteamérica y

Sudamérica.

El fraccionamiento de los principales componentes se realizé por HPLC-FR con 160 ug
de muestra del veneno, en una columna analitica C18 con la elusidn en un gradiente de 0 a 60%
de acetonitrilo + 0.1% TFA en un flujo de ImL/min (Fig. 22). Las fracciones colectadas fueron
suspendidas en H,O para su cuantificacion en concentracion proteica y la estimacion de su peso
molecular por SDS-PAGE (Fig. 23); los rendimientos de las fracciones eluidas con su

respectivos tiempos de retencion se muestran en el cuadro 9.

280,000 vAU
260,000 5
240,000

220,000
200,000
180,000
160,000
140,000
120,000

100.000

RT [min]
0 5 10 15 20 2 0 £ 40 45 50 5% 60 65

Figura 22. Cromatograma con las principales fracciones colectadas del veneno de L.
splendida. Linea negra indica la lectura a 280 nm de absorcion, linea roja indica la
lectura a 230 nm. Se observan 9 principales picos a partir de 37° que fueron colectados.
Eje X (tiempo): 0 — 65; eje Y (absorbancia): 0 - 280,000 uAU.
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Se observa una alta complejidad en la composicion del veneno, en el que las fracciones siguen

mostrando una alta asociacion entre varios constituyentes proteicos.

Cuadro 9. Fueron colectadas nueve principales fracciones observadas. Se muestran sus
respectivos tiempos de retencion en minutos (TR); el volumen de H,0 en el que fueron
resuspendidas (uL) y las cantidades totales obtenidas (ug).

Fraccién | TR (min) Concentracion (mg/mL) [H20 uL] | Total (ug)

1 37.59 0.12 [20] 2.4
3 42.59 0.24 [20] 4.8

4 44.76 0.27 [20] 5.4
5 46.68 0.68 [20] 13.6
6 48.43 0.27 [20] 5.4
7 53.68 0.66 [20] 13.2
8 56.69 0.50 [20] 10

9 57.51 0.81 [20] 16.2

A excepcion de la fraccién uno (1), de la que no se obtuvo una cantidad suficiente, las
fracciones eluidas por HPLC fueron separadas por electroforesis, revelando que estan

compuestas por mas costituyentes proteicos de diferentes masas moleculares (Fig. 23).
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Figura 23 - SDS-PAGE en un gel de acrilamida al 12.5% en condiciones
desnaturalizantes y reductoras. |I: Marcador de peso molecular (kDa); IlI: Veneno
completo (10 pg); II: fraccién 3 (4.8 pg); 1V: fraccion 4 (5 pg); V: fraccién 5 (5 pg); VI:
fraccion 6 (5 ug); VII: fraccion 7 (5 ug); VIII fraccion 8 (5 pg); 1X: fraccion 9 (5 ug).

1.3 Conophis lineatus

Se tratd de un individuo sin sexar, adulto, colectado en campo, de edad desconocida con

aproximadamente 2 afios de estancia en cautiverio.

La separacion proteica y su estimacion de masa molecular por SDS-PAGE mostré un

veneno con varias bandas bien marcadas que abarcan masas moleculares de entre los ~30,000 a

los ~40,000 Da (Fig. 24).
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El fraccionamiento de los principales componentes se realizd por HPLC-FR de 160 pug,
en una columna analitica C18 con la elusion en un gradiente de 0 a 60% de acetonitrilo + 0.1%
TFA en un flujo de ImL/min. Fueron colectadas tres fracciones principales, todas ellas eluidas

después del min 45 (Fig. 25).
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Figura 25. Cromatograma con las principales fracciones colectadas del veneno de C.
lineatus. Linea negra indica la lectura a 280 nm de absorcion, linea roja indica la lectura
a 230 nm. Se observan 3 principales picos a partir de 45° que fueron colectados. Eje X
(tiempo): 0 — 65; eje Y (absorbancia): 0 - 95,000 uAU.
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Las concentraciones proteicas de las fracciones colectadas fueron muy bajas, impidiendo
que se realizara una estimacion de su peso molecular por SDS-PAGE y otros estudios posteriores

(Cuadro 10).

Cuadro 10. Fueron colectadas tres principales fracciones observadas. Se muestran sus
respectivos tiempos de retencidn en minutos (TR); el volumen de H20 en el que fueron
resuspendidas [JL] y las cantidades totales obtenidas (ug).

Fraccién | TR (min) Concentracion (mg/mL) [H20 uL] | Total (ug)
1 45.50 0.05 [20] 1
2 50.69 0.03[20] 0.6
3 53.28 0.04 [20] 0.8

1.4 Oxybelis aeneus

El espécimen se hallé en la coleccion viva del herpetario de Octolab. Se tratdé de un individuo
adulto, colectado en campo, de edad desconocida con aproximadamente 1 afio de estancia en

cautiverio.

En el gel, el veneno completo contiene dos bandas bien marcadas en la masa molecular
de =12,000 y los ~25,000 Da; y una tenuemente marcada en la masa molecular de ~62,000 Da

(Fig. 26).
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Figura 26. SDS-PAGE en gel de poliacrilamida 12.5%. 1. ¢
Marcador de peso molecular (kDa); Il: Veneno completo de
Oxybelis aeneus (10 pg). 20
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La espectrometria de masas realizada a los diferentes péptidos hallados en dos porciones
de las bandas recuperadas directamente del gel (Cuadro 11) expuso identidades de 3FTx para
aquellas proteinas en el orden de ~11,000 Da en banda de electroforesis; y de proteinas CRISP

en la banda del orden de ~24,000 Da (Cuadro 12).

Cuadro 11. Secuencias parciales halladas en los péptidos aislados de las bandas
recuperadas del gel de poliacrilamida del veneno de L. splendida.

BANDA =11,000 Da
Secuencia péptido 1 ICYTLYK
Secuencia péptido 2 GCPTAGPDER

BANDA =24,000 Da
Secuencia péptido 1 RSVSPTASNMLK GSTATPYK
Secuencia péptido 2 PTASNMLKMEWYSEAASNAER
Secuencia péptido 3 CPATCFCR
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Cuadro 12. Identidad de los péptidos obtenidos del veneno de O. aeneus. Se indica la
banda del que procede el péptido; el péptido correspondiente; el porcentaje de identidad;
la familia proteica a la que pertenece; el nombre de la proteina; y la especie de la que
proviene. CRISP: Cisteine Rich Secretory Protein.

Banda (Da) | Péptido | Identidad | Familia | Nombre proteina Especie origen
proteica
~11,000 1 100% 3FTx Toxin 3FTx-Tel4 Telescopus dhara
2 100% 3FTx Fulgimotoxina Oxybelis fulgidus
~24,000Da |1 100% CRISP CRVP LEI1 Leioheterodon madagascariensis
2 100% CRISP CRVP TRI1 Trimorphodon biscutatus
3 100% CRISP CRVP pseudechetoxin-like | Oxyuranus microlepidotus

Aquellos péptidos aislados de la banda de ~11,000 Da, presentan identidades para
proteinas tipo 3FTx halladas en el veneno de las especies Telescopus dhara, especie de coltbrido
originario de la peninsula arabiga y el norte de Africa; Boiga dendrophila y Coelognathus
radiatus, especies de colubridos ambas originarias del sureste asidtico; Oxybelis fulgidus,
colubrido originario del sur y sureste de México, Centroamérica y norte de Sudamérica; y

Trimorphodon biscutatus, colbrido originario de México.

Los péptidos presentes y aislados de la banda de ~24,000 Da presentan identidades para
proteinas tipo CRISP prodecentes del veneno de una alta diversidad de serpientes de cuatro
diferentes familias. Leioheterodon madagascariensis, de la familia Lamprophiidae, originaria de
Madagascar y las Islas Comoro. Para la familia elapidae se encuentran Ophiophagus hannabh,
Naja kaouthia, originarias del sur, este y sureste asiatico; Oxyuranus microlepidotus, O.
scutellatus scutellatus , Pseudonaja textilis, de Australia; Naja atra, del sur de China y Taiwan; y
Laticauda semifasciata, serpiente marina que habita el oeste del océano Pacifico. Dentro de la
familia Colubridae se encontraron identidades con Trimorphodon biscutatus, originaria de
México; Erythrolamprus poecilogyrus, de la region centro-este de Sudamérica; Rabdophis

tigrinus, originaria del sur y sureste asiatico; Dispholidus typus, restringida al Africa
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Subsahariana; y Telescopus dhara, originaria de la peninsula arabiga y norte de Africa. Y dentro
de la familia Viperidae se encontraron identidades con Sistrurus catenatus edwardesii, Crotalus
atrox, de Mexico y EUA; Agkistrodon piscivorus piscivorus, del sureste de EUA; y Vipera

berus, de todo Europa occidental hasta el este de Asia.

El fraccionamiento de los principales componentes se realizd por HPLC fase reversa de
100 pg de veneno, en una columna analitica C18 con la elusion en un gradiente de 0 a 60% de
acetonitrilo + 0.1% TFA en un flujo de ImL/min (Fig. 27). Las fracciones colectadas fueron

suspendidas en H,O para su cuantificacion en concentracion proteica (Cuadro 13) y la

estimacion de su peso por SDS-PAGE.
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Figura 27. Cromatograma del veneno completo de O. aeneus, la linea roja indica la
lectura de absorbancia a 230 nm; la negra indica la lectura de absorbancia a 280 nm. Se
observan 3 principales picos a partir de 37 que fueron colectados. Eje X (tiempo): 0 —
65; eje Y (absorbancia): 0 - 190,000 uAU.
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Cuadro 13. Se muestran los cuatro picos eluidos colectados con sus respectivos tiempos
de retencién en minutos (TR); el volumen de H20 en el que fueron resuspendidas [uL]
y las cantidades totales obtenidas de proteina (ug).

Fraccion | TR (min) Concentracion (mg/mL) [H20 pL] | Total (ug)
1 36.45 0.42 [20] 8.4
2 38.03 0.74 [40] 29.6
3 40.12 0.47 [20] 9.4
4 48.70 0.45 [20] 9

Las fracciones se sometieron a separacion proteica por electroforesis. Tres de los cuatro

picos eluidos marcaron una masa molecular de =11,000 Da; el cuarto lo hizo en el orden de

~25,000 Da (Fig. 28).
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Figura 28. SDS-PAGE en gel de poliacrilamida 12.5%. |: Marcador de peso molecular
(kDa); Il: Veneno completo de Oxybelis aeneus (10 ug); I11: fraccion 1 (5 pg); 1V: fraccion
2 (5 ug); V: fraccion 3 (5 pg); VI: fraccion 4 (5 pg).
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1.5 Leptophis mexicanus

Se tratd6 de un individuo sin sexar, adulto, colectado en campo, de edad desconocida con

aproximadamente 1 afio y medio de estancia en cautiverio.

De las 5 especies a las que se extrajo veneno, en este trabajo, el espécimen de Leptophis
mexicanus fue la de menor rendimiento en volumen y cantidad proteica, con un total aproximado
de 98 pg. La estimacion de las masas moleculares por SDS-PAGE, revel6 seis bandas proteicas
bien definidas de =~11,000 Da - =14,000 Da; ~25,000 Da; y =75,000 Da; y otras cuatro poco

definidas en las masas de ~16,000 Da; ~30,000; ~60,000; y ~80,000 Da (Fig. 29).
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Figura 29. SDS-PAGE con gel de poliacrilamida al 12.5 %. 25
I: Marcador de peso molecular (kDa); Il: Veneno completo 2
de Leptophis mexicanus (10 pg).
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El fraccionamiento de los principales componentes se realizé por HPLC fase reversa de
56 ug, en una columna analitica C18 con la elusion en un gradiente de 0 a 60% de acetonitrilo +
0.1% TFA en un flujo de ImL/min. Se colectaron al vacio cuatro fracciones principales (Fig. 30)
de las cuales solo tres dieron concentraciones suficientes para su separacion proteica y la

estimacion de su masa molecular por SDS-PAGE (Fig. 31) y Cuadro 14.
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Figura 30. Cromatograma del veneno completo de L. mexicanus. La linea roja indica la
lectura de absorbancia a 230 nm; la negra indica la lectura de absorbancia a 280 nm. F
Se observan 4 principales picos a partir de 31’ que fueron colectados. Eje X (tiempo): 0

— 65; eje Y (absorbancia): -40,000 - 60,000 uAU.

Cuadro 14. Los rendimientos de las fracciones colectadas del veneno de L. mexicanus.
Se muestran sus respectivos tiempos de retencion en minutos (TR); el volumen de H20

50 55

en el que fueron suspendidas [uL] y las cantidades totales obtenidas (jg).

Fraccion | TR (min) Concentracion (mg/mL) [H20 pL] | Total (ug)
1 31.25 0.14 [20] 2.8
2 34.33 0.36 [20] 7.2
3 35.33 0.90 [20] 18
4 49.33 0.23 [20] 4.6

60 65



Figura 31. SDS-PAGE con gel de poliacrilamida al 12.5 %. I: Marcador de peso
molecular (kDa); Il: Veneno completo de Leptophis mexicanus (10 ug); Ill: fraccion 2
(5 ng); IV: fraccion 3 (5 pg); V: fraccion 4 (4.6 pg).
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DISCUSION

Con el presente estudio, a pesar de los bajos volimenes de veneno obtenidos que limitaron la
identificacion definitiva de muchos componentes proteicos, se revel6 una interesante diversidad
molecular en las especies analizadas, reafirmando el potencial inexplorado del veneno de este
grupo de serpientes. Con el gradual mejoramiento en las técnicas de extraccion e identificacion
que se ha venido presentando en los Ultimos afios, la eventual caracterizacion de todos los
elementos que componen el veneno de estas especies iran llenando los vacios de informacion. En
este proyecto, la extraccion de veneno permitié obtener informacion relevante para todas las
especies que abarcaron este estudio; ya que con los resultados obtenidos de las masas
moleculares por medio de la electroforesis proteica, los datos proteémicos MS/MS, los ensayos
de actividad enzimatica y también por los tiempos de retencion cromatogréfica, se hizo un
acercamiento para identificar la naturaleza proteica y funcional de los componentes sin tener que

Ilegar a un analisis estructural 100% de secuenciacion.

De Trimorphodon tau se consigui6 una cantidad total de 6.2 mg, el cual fue el espécimen
del que més cantidad de veneno se pudo obtener, realizandose con éste tres ordefias seriadas
repartidas en un lapso de ocho meses, siendo un espécimen adulto y robusto de 372 g de peso.
Del resto de las especies se obtuvo una cantidad menor acorde a su masa corporal, teniendo a los
bajos volimenes de veneno obtenido como el primer obstaculo para poder realizar un estudio
integral y definitivo de todos los componentes proteicos presentes en sus secreciones
glandulares. Obtener volimenes suficientes acumulando el producto de las ordefias al mismo
individuo demanda tiempo, ya que el espécimen no debe ser sometido a mas de una ordefia en un

lapso de 3 meses por el estrés que provoca la manipulacion y por el riesgo fisiologico que
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implica la aplicacion de los farmacos en su ordefia (Hill & Mackessy, 2000; Huang & Mackessy,

2004).

Con excepcidn de Conophis lineatus, las proteinas CRISP se hallaron en los venenos de
todas las especies aqui estudiadas, siendo estas proteinas un elemento de caracter evolutivo basal
en los venenos de casi todos los reptiles, ya que comparten una estructura conservada y han
estado presentes en casi todos los proteomas de los venenos reportados en la mayoria de las
serpientes del grupo toxicofera con variaciones minimas. Muchos autores las califican como
probablemente una de las familias proteicas mas abundantes presentes en las lineas filogenéticas
previas a la separacion del clado Viperidae del grupo restante Colubroidea (B. Fry, 2005; B. G.

Fry et al., 2008; Weinstein et al., 2011).

En venenos de colubridos, junto con las toxinas de tres dedos (3FTxs) las proteinas
CRISP representan unos de los componentes mayoritarios, pudiendo tener una actividad
importante en el envenenamiento de sus presas, aunque ain no se ha establecido con precision la
funcion de la gran mayoria de estas proteinas en venenos de reptiles (Heyborne & Mackessy,
2010; Campos et al., 2016; Junqueira-de-Aazevedo et al., 2016; Saviola et al., 2014). En este
estudio, fueron consistentes en sus masas moleculares reportadas hasta ahora de 24,000 — 26,000
Da y sus tiempos de retencion registrados para todos los venenos en reptiles, infiriendo que se
hallaron con estas evidencias de su presencia también en Leptophis mexicanus, a la que por la
cantidad de veneno insuficiente no se le pudo realizar espectrometria de masas para obtener
secuencias parciales, pero la separacion proteica por electroforesis y por cromatografia de fase
reversa muestran componentes proteicos con las caracteristicas distintivas que evidencian por

anticipado la presencia de estas proteinas (Figs. 27 y 28).
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Las secuencias parciales obtenidas de proteinas CRISP en el veneno de Trimorphodon
tau y en el de Oxybelis aeneus dieron identidad para una amplia diversidad de sitios consenso en
venenos de los eldpidos australianos Oxyuranus microlepidotus, Pseudonaja textilis, Oxyuranus
scutellatus scutellatus, Pseudechis porphyriacus, P. australis y P. papuanus; el vipérido japonés
Protobothrops flavoviridis; dos coltbridos africanos, Dispholidus typus y Telescopus dhara; uno
sudamericano, Erythrolamprus poecilogyrus; y uno norteamericano, Trimorphodon biscutatus, a
la cual se le hall6 una funcion bloqueadora de la contraccion de musculo liso (Yamazaki &
Morita, 2004); mientras que en O. aeneus se hallaron identidades CRISP de venenos de Naja

atra y Naja kaouthia, elapidos del sur de Asia.

Esta familia de proteinas comparten una estructura conservada comun, con lo que podria
suponerse que las encontradas en el presente estudio en los veneno de T. tau y O. aeneus podrian
poseer una funcién biologica bloqueadora de contraccidbn muscular por similaridad. Estas
mismas proteinas CRISP en los géneros Pseudechis, Protobothrops, Trimorphodon vy
Dispholidus se encontraron en el veneno de Leptodeira splendida; ademas de otros de la familia
Elapidae, Ophiophagus hannah y Demansia vestigiata; y un vipérido, Echis coloratus.
Igualmente, en el veneno de Oxybelis aeneus se hallaron las mismas identidades proteicas, con la
particularidad de Leioheterodon madagascariensis, serpiente de la familia Lamprophiidae
originaria de Madagascar; y varios vipéridos, entre ellos Sistrurus catenatus, Vipera verus,
Crotalus atrox, Agkistrodon piscivorus; y el elapido marino Laticauda semifasciata. Todas estas
identidades compartidas halladas en las proteinas CRISP, indican la posibilidad de la presencia
de por lo menos una isoforma en todas las familias de serpientes que presentan secreciones
toxicas, y formando en Colubridae una parte representativa de la composicion general de su

Veneno.
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La separacion proteica, la estimacién de su masa molecular por SDS-PAGE vy la
secuenciacion parcial de algunos de los péptidos, mostraron una marcada presencia de 3FTxs en
Trimorphodon tau y Oxybelis aeneus. Esta familia proteica representa toda una diversidad de
estructras y funciones biologicas, resultado de una dindmica evolutiva originaria en venenos de
elapidos. Estas toxinas, hasta ahora no han sido aisladas ni caracterizadas en el proteoma de
venenos de vipéridos, por el contrario, en venenos de collbridos constituyen el principal tipo de
componente hasta la fecha, que se diferencian de las convecionales plesiomorficas de 10
cisteinas de los elapidos por la presencia o ausencia de dos o tres residuos de cisteina, de 10

cisteinas (Ching et al., 2006; B. Fry, 2005; Fry et al., 2012; Junqueira-de-Azevedo et al., 2016).

Los resultados en este estudio parecen indicar la presencia de muchas isoformas de
toxinas de 3FTxs en Trimorphodon tau, Oxybelis aeneus y posiblemente en Leptophis
mexicanus, revelados por su masa aparente similar entre ellas estimada por electroforesis en
SDS-PAGE de =11,000 Da (Figs. 12; 26; y 27) que presentan corrimientos en gel anémalos por
encima de sus posibles masas reales de =8,000 - ~9,000; tiempos de retenciéon igualmente
similares entre ellas y consistentes con 3FTxs; y secuencias parciales que dieron identidades
significativamente afines a 3FTxs en T. tau y O. aeneus reportadas en el veneno de especies de
colibridos de los géneros Boiga, Telescopus, Coelognathus, Oxybelis y Trimorphodon; y el

elapido asiatico Bungarus multicinctus.

Con los sitios conservados en secuencias parciales obtenidas por MS/MS, se pudo
realizar un acercamiento por identidad y confirmar la ubicuidad de estas toxinas en los venenos
de la mayoria de los colubridos. Entre estas, dentro de las identidades estuvieron presentes la alfa
colubritoxina, aislada del veneno de Coelognathus radiatus, caracterizada como una potente

neurotoxina post sinaptica con propiedades reversibles antagénicas competitivas en el receptor



65

de acetilcolina en aves (Fry et al., 2003); y la fulgimotoxina, la cual es monomérica y fue aislada
del veneno de Oxybelis fulgidus, tratindose de una 3FTx poco convencional de 8,141 Da de
masa que presenta una alta actividad tdxica para lagartijas; no asi para ratones. Presenta los 5
puentes disulfuro regulares de las 3FTxs no convencionales, y tiene el motivo conservado de las
toxinas de coltbridos (CYTLY) y un segmento conservado homoélogo con 3FTxs hallados en
serpientes de los géneros Boiga y Oxybelis (WAVK) en el bucle Il (Heyborne & Mackessy,
2013). O. fulgidus se trata de una especie hermana de O. aeneus, y para ambas hay habitos
alimentarios reportados muy similares en los que figuran lagartijas como parte de su dieta,
siendo un buen preambulo para especular que en el veneno de O. aeneus podria encontrarse una
isoforma de fulgimotoxina de igual toxicidad para sus presas nativas. Igualmente, se hallé una
alta identidad con la Kappa-3-bungarotoxina, neurotoxina postsinaptica que se une e inhibe los
receptores nicotinicos de acetilcolina con una alta afinidad (IC<100 nM) en el ganglio ciliar de
aves, encontrada y aislada en el veneno de Bungarus multicinctus, serpiente de la familia

elapidae nativa al sur de China y el sureste asiatico (Chiappinelli et al., 1990).

Es importante resaltar que una de las secuencias parciales de los péptidos aislados de T.
tau y de O. aeneus dieron identidad para una de las subunidades de otra de las formas no
convencionales de 3FTxs, la irditoxina, una 3FTx dimérica, aislada y caracterizada del veneno de
Boiga irregularis, a la cual se le describi6é una alta actividad neurotoxica especifica a reptiles y
aves, produciendo paralisis flacida, disnea e hiperventilacion en gekos; y paralisis, disnea y un
cuadro de cuello languido en aves (Pawlak et al., 2009); mientras que identidad para ambas
subunidades de la irditoxina se hallaron en péptidos de O. aeneus. Los resultados obtenidos en
este trabajo, arrojaron que las 3FTxs constituyen mayoritariamente la composicion general del

veneno de Trimorphodon tau representando el 29.5 % de éste (Fig. 18), estando presentes de
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igual manera en forma aparentemente significativa en los venenos de O. aeneus y Leptophis
mexicanus, otorgando robustez a los reportes que la diversificacion y presencia de estas toxinas
se ve favorecida en los venenos de la familia Colubridae, planteando de nuevo la necesidad de la

caracterizaciones bioldgica y bioquimica de los venenos de este grupo de serpientes.

La particularidad de la presencia de fosfolipasas (PLA;) y su actividad enzimatica en el
veneno de Trimorphodon tau resalta de entre el resto de las especies analizadas, en las cuales no
se hallaron, sin embargo, Leptodeira splendida y Leptophis mexicanus presentaron bandas
proteicas por SDS-PAGE que podrian tratarse igualmente de componentes este grupo proteico.
Las PLA; han sido halladas y aisladas de todas las especies de serpientes de importancia médica,
y representan el grupo proteico con mayor diversidad de estructuras, actividades bioldgicas y
funciones en venenos de serpientes, y se asumia que la mayoria de las especies de coltbridos no
las poseian, sin embargo, actividades PLA, han sido detectadas en Dispholidus typus,
Thelotornis capensis, Boiga dendrophila, Diadophis punctatus regalis, Leptodeira annulata,
Malpolon monspessulanus, Rabdophis subminiata y Trimorphodon biscutatus lambda (Broaders
& Ryan, 1997; DuBourdieu et al., 1987; Durkin et al., 1981; Ferlan et al., 1983; Hill &
Mackessy, 2000; Rosenberg et al., 1985; Sanz et al., 2008; Torres-Bonilla et al., 2016; Fry, 2005;

Huang & Mackessy, 2004; Tasoulis & Isbister, 2017).

Las PLA; del grupo I han sido encontradas principalmente en venenos de elapidos y han
ido haciendo presencia en venenos de colubridos, con actividades neurotoxicas resultado del
dafio inducido al botdn sinaptico, y actividades enzimaticas mas afines a funciones digestivas y
como factores de dispersion (Campos et al., 2016; Lazo et al., 1998; Saviola et al., 2014; Singh
et al., 2000). La proteina eluida en la cuarta fraccion del cromatograma en el veneno de T. tau al

minuto 47.8 (Fig. 14) y que presentd una masa molecular en gel de 16,000 Da (Fig. 15) es la
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proteina que mostré la actividad fosfolipasa, y las secuencias parciales obtenidas, entre ellas una
del N-terminal mostré una identidad a la trimorfina, una PLA; tipo IA previamente aislada y
caracterizada del veneno de Trimorphodon biscutatus lambda con masa estimada de 13,996 Da
(Huang & Mackessy, 2004). Los 83 residuos obtenidos de esta PLA, muestran identidades y por
lo tanto, relaciones filogenéticas a PLA,s de elapidos marinos asiaticos del género Laticauda; y a
Ophiophagus hannah, elapido de la India y el sureste asiatico. En este estado del estudio y sin la
secuencia y la estructura completas de la proteina, seria aventurado concluir que esta PLA; es
homdloga o una isoforma de aquellas presentes en elapidos marinos y asiaticos, sin embargo,
varios son los estudios en que se refuerza cada vez mas la hipdtesis en que la familia Elapidae y
Colubridae estan anidados en un nodo basal inmediato en comdn (Pyron et al., 2013; Vidal &

Hedges, 2002).

Otras PLA,s halladas en la segunda fraccion del veneno de T. tau no presentaron
actividad en las pruebas enzimaticas especificas, fueron encontradas y aisladas presentando
masas estimadas y tiempos de retencion distintas, marcando masas por SDS-PAGE de ~12,000
Da - =16,000 Da y eluidas por HPLC en el minuto 41.7 a la par con péptidos de 3FTxs y
péptidos Kunitz, que junto con las secuencias parciales obtenidas dan identidad a PLAjS
acidicas, una con homologia a una PLA, presente en el veneno de Micrurus dumerilii, coral
sudamericano, de a cual su caracterizacion muesta una fuerte miotoxicidad e induce edema en
ratones (Rey-Suéarez et al., 2017); otra, del veneno de Naja mossambica, elapido africano cuya
PLA; con la que mostré identidad tiene efectos mionecréticos, actividad hemolitica indirecta y
bloquea estimulos en nervio frénico en ratones (Lin et al., 1987; Kini & Evans, 1987); y otra que
dio identidad con una PLA; basica del veneno de Trimeresurus gramineus, nativa del sur de la

India. Es posible la presencia de este tipo de PLA,s también en el veneno de Leptodeira
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splendida, detectadas previamente ya en L. annulata (Torres-Bonilla et al., 2016), ya que exhibe
bandas proteicas por SDS-PAGE estimadas de 12,000 Da y con fracciones en su cromatograma
propias de estas proteinas, las cuales no se pudieron someter a pruebas de caracterizacion
biol6gica ni de secuenciacion por la limitante de la cantidad obtenida de su veneno. Se ha
debatido sobre el uso de pruebas enziméticas especificas mas sencibles para detectar la presencia
de PLA,s y su actividad en venenos de collbridos, que podria resultar en el aumento de la

presencia de estas proteinas en sus venenos (Benard et al., 2015).

Es evidente en los resultados que de las especies estudiadas en el presente trabajo,
Leptodeira annulata fue la especie que presenta la mayor diversidad de componentes proteicos.
La separacion proteica por SDS-PAGE marca 21 bandas que se distribuyen en un espectro que
va de los =10,000 Da hasta los ~250,000 Da; el cromatograma por HPLC muestra 9 fracciones
distintas que eluyen desde el minuto 38, hasta el minuto 57.5; que a su vez, estas fracciones
colectadas evidencian una composicion compleja tras someterse a separacion proteica por
electroforesis a cada una de ellas (Figs. 19; 20; y 21). A pesar no haberse detectado actividades
enzimaticas especificas, es posible que se deba a las bajas cantidades utilizadas para su
deteccidn; o bien a la sensibilidad de los sustratos utilizados, ya que se tiene el antecedente de
que el veneno de Leptodeira annulata es muy similar en su perfil electroforético y presenta
actividades PLA,, PDE y metaloproteasa; asi también como actividad hemorragica en aves y
mamiferos (Mebs, 1968; Lemoine et al., 2004; Torres-Bonilla et al., 2016) tratandose ésta de una
especie del mismo género con habitos alimentarios similares, y existiendo una alta similaridad
entre sus perfiles electroforéticos (Fig. 30) podria anticiparse la presencia de las mismas
actividades enzimaticas y neurotoxicas, complementando con la identificacién por alineamiento

de secuencias parciales con la presencia de proteinas CRISP que poseen una variedad muy
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amplia de efectos neurotdxicos por bloqueos o despolarizaciones de canales dependientes de
voltaje; una ficolina lectina con identidad a Cerberus rynchops, serpiente de la familia
Homalopsidae nativa del sur y el sureste asiatico; una lipasa que presenta identidad a Crotalus
adamanteus, vipérido norteamericano; y una L-aminoéacido oxidasa con identidad a crotalinos

norteamericanos de los géneros Crotalus y Sistrurus.

Las cantidades obtenidas tanto del total del veneno, como de las fracciones menos
hidrofobicas correspondientes a las proteinas de +10,000 Da impidieron obtener secuencias
parciales de estas proteinas, que presentan caracteristicas analiticas propias de 3FTxs, hasta
ahora presentes en venenos de la mayoria de coltbridos. Las actividades neurotoxicas y de
bloqueo neuromuscular detectadas en L. annulata (Lemoine et al., 2004; Torres-Bonilla et al.,
2016) corresponden a la actividad clasica de 3FTxs, pudiendo indicar igualmente la alta

probabilidad de su presencia en los venenos de otras serpientes del género Leptodeira.
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Figura 30 — lzquierda: SDS-PAGE en condiciones reductoras en gel de acrilamida al
20%. Mr: Marcador de peso molecular (kDa); Laa: Veneno completo de Leptodeira
annulata ashmeadii (cantidad proteica no especificada por los autores). Tomado de
Lemoine et al. 2004. Derecha: SDS-PAGE en un gel de acrilamida al 12.5%. I:
Marcador de peso molecular (kDa); Il: Veneno completo de Leptodeira splendida (10

HO).
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Estd bien deocumentado que las L-aminoécido oxidasas (LAAOSs) son compenentes
diversos y abundantes en venenos de serpientes, son flavoproteinas diméricas con masas
moleculares que oscilan entre los 110 kDa a los 140 kDa. Sus secuencias son muy similares entre
los venenos de diferentes especies, reportadas en especies de importancia médica de las familias
Viperidae y Elapidae. Aungue su funcidn alin no esta del todo entendida en estas especies, se ha
observado que inducen la apoptosis, presentando citotoxicidad, interferencias en la agregacion
plaquetaria, hemorragia, hemdlisis, edema y por lo mismo, estdn sujetas a una extensiva
investigacion exploratoria sobre posibles aplicaciones antimicrobianas, antiparasiticas y anti
actividad del VIH (Benard et al., 2015; Costa et al., 2014; Mackessy, 2002%), todo lo anterior, del
veneno de vipéridos. Poco se ha documentado sobre la presencia de LAAOs en colubridos.
Boiga cyanea, B. dendrophila, B. irregularis, Salvadora grahamiae, Tantilla nigriceps,
Trimorphodon biscutatus lambda, Diadophis punctatus regalis y Hypsiglena torquata texana
son los colubridos que han presentado LAAOs en el proteoma de su veneno, en su mayoria sin

actividad enzimatica detectada.

Las LAAQOs formaron una parte relevante del veneno de Trimorphodon tau, ocupando un
porcentaje a la par de las PLA; por su abundancia, mas no en diversidad. Un solo péptido aislado
de la fraccion eluida al minuto 56’ junto con una MP, forma el 12.7 % de la composicion general
del veneno de esta especie (Fig. 15). Los 43 residuos aminoacidicos obtenidos, dieron 100 % de
identidad para una LAAO de Trimeresurus stejnegeri, vipérido asiatico, la cual se presume
produce diversas actividades bioldgicas como hemorragia, hemdlisis, edema, apoptosis de las
células del endotelio vascular, actividades antimicrobiana y antiparasitaria, asi como regulacion
de la agragacion plaquetaria. Una extensiva revision y caracterizacion bioldgica de las posibles

LAAOs presentes aun desconocidas en venenos de collbridos podria tener repercusiones
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interesantes en la busqueda de proteinas con aplicacion farmacoldgica, siendo estas proteinas
unas de las que presentan un alto potencial de aplicacion terapéutica (Costa et al., 2014; Pereafiez

et al., 2014; Saviola et al., 2014).

Uno de los componentes minoritarios hallado en T. tau fue un péptido Kunitz, el cual
hasta el momento seria el primero reportado en el veneno de un coldbrido. De la fraccion
obtenida por el HPLC, eluye junto con una 3FTx con un tiempo de retencion de 41.7° y una
PLA, con actividad neurotoxica. Ambas escalas son consistentes con los reportes de estos
péptidos, al mismo tiempo de que se ha observado que estos tres componentes pueden formar
complejos poco comunes, unidos por enlaces no covalentes compuestos por una a-neurotoxina
de +8,000 Da; una PLA; neurotoxica de +16,000 Da; y un péptido Kunitz inhibidor de serin
proteasa de 7,000 Da. Este complejo oligomérico, denominado taicatoxina, bloquea canales de
Ca®" y fueron aislados del veneno de Oxyuranus scutellatus scutellatus (Brown et al., 1987;
Possani et al., 1992). Estos tres elementos fueron aislados de la segunda fraccion eluida por
HPLC del veneno de T. tau, y existe la posibilidad de haber encontrado una isoforma de la
taicatoxina. De uno de los péptidos hallados en esa fraccion, se otuvo identidad para una PLA;
de Trimeresurus gramineus, clasificada como una PLA, béasica, con una masa molecular
estimada de 15,700 Da; y el péptido Kunitz hallado muestra identidad con uno aislado del
veneno de Daboia siamensis, el cual es un inhibidor de serin proteasa con actividad contra
quimotripsina (Guo et al., 2013). Los péptidos aislados en el veneno de T. tau podrian indicar la
presencia de un isdbmero de taicatoxina, no obstante, es necesaria la caracterizacién bioldgica y la

estequiometria de este componente para corroborar o descartar su presencia.

Se sabe poco acerca de metaloproteasas (MPs) en colubridos mas alld de que sean las

responsables de hemorragias en los casos de envenenamiento por alguno de ellos, y se cuenta
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con reportes de una alta actividad proteolitica frente a caseina del veneno de algunos: Leptodeira
annulata, Dispholidus typus, Philodryas olfersii y Hydrodynastes gigas (Mebs, 1968; Grasset &
Schaafsma, 1940; Hill & Mackessy, 2000; Robertson & Delpierre, 1969). La actividad
metaloproteasa en el veneno de T. tau fue detectada en sustrato de caseina, al contrario de no
detectarse en sustrato de gelatina. Esta actividad, apenas manifiesta, se muestra que en el
zimograma la efectda alguna proteina catalitica en el orden de los 38,000 Da en un corrimiento
en condiciones no reductoras (Fig. 13), dicha banda proteica se estima en ~46,000 Da por SDS-
PAGE en condiciones reductoras (Fig. 15), coincidiendo con metaloproteasas de un coltbrido
halladas previamente en el veneno de Philodryas olfersii, las cuales mostraron igualmente
actividades fibrinogenolitica y fibrinolitica (Mackessy, 2002a). La identidad de esta proteasa
mostrd un emparejamiento de secuencias parciales con metaloproteasas de los vipéridos
Bothrops erythromelas y Protobothrops favoviridis, sin embargo, es de reconocerse que los
nueve residuos aminoacidicos obtenidos no son concluyentes para determinar una identidad
precisa; no obstante se tiene la evidencia de la presencia de actividad metaloprotoeasa en el

veneno de T. tau con actividad similar a svMPs de vipéridos.

El veneno de la especie Conophis lineatus fue el mas distinto en su perfil al del resto, las
proteinas de su veneno abarcan un espectro de masas relativamente reducido comprendido en
componentes que van desde los =~28,000 Da a los =37,000 Da (Fig. 22) y el cromatograma
muestra Unicamente tres picos de relativamente alta hidrofobicidad hasta después del 45 % de B
(Fig. 23). No existe estudio alguno publicado sobre la bioquimica o la caracterizacion de su
veneno, un unico reporte publicado por Johanboeke (1974) describe una sintomatologia de dolor

intenso localizado, edema, y hemorragia persistente tras su mordedura.
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Tanto la masa molecular estimada por SDS-PAGE, como los tiempos de elusion de sus
componentes, asi como la sintomatologia descrita, son consistentes con pardmetros para serin
proteasas presentes convencionalmente en venenos de vipéridos (Deshimaru et al., 1996; Kini,
2006; Matsui et al., 1998), pero poco frecuentes en venenos de serpientes de la familia Elapidae
(Jin et al., 2006a, 2006b, 2006c, 2007; Miller et al., 2005). Estos componentes activadores de
protrombina estan haciéndose presentes también en venenos de collbridos, pero no de manera
comun, una en Hypsiglena torquata texana; y otra en Philodryas olfersii, ambas presentando una
masa de ~36,000 Da y actividades fibrinolitica y hemorragica moderada (R. M. Kini, 2006;
Mackessy, 2002a, 2002b). Estudios subsecuentes y su caracterizacion bioldgica son necesarios

para determinar dichas aproximaciones.

De Leptophis mexicanus se obtuvo un rendimiento muy bajo, impidiendo la aplicacion de
una metodologia para obtener datos concluyentes de identidades de las proteinas presentes en su
veneno. No obstante, sus perfiles electroforético y cromatografico dan pauta a especular sobre la
naturaleza de sus componentes, presentando similitudes y diferencias con el resto de las especies
estudiadas en este trabajo. Dada la marcada presencia de proteinas en las masas de ~11,000 Da;
~12,000 Da; ~13,000 Da y =14,000 Da similares a aquellas igualmente tefiidas en gel por SDS-
PAGE en Trimorphodon tau y Oxybelis aeneus, se podria especular sobre su posible naturaleza
como 3FTx, dada su ubicuidad en venenos de colubridos; y PLA,, que son los Unicos
componentes resultado de este estudio que presentan ese rango de masas moleculares y tiempos
de retencion. Tomando como base los parametros mencionados, las proteinas tipo CRISP,

LAAO y MP.
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CONCLUSIONES

Los bajos volumenes y la baja cantidad proteica son un obstaculo para el estudio del veneno de
los colubridos y, desafortunadamente, la técnica de Hill y Mackessy (2000) result6 agresiva para

varios de los especimenes estudiados al someterlos a estrés fisioldgico.

La composicion general del veneno de Trimorphodon tau consiste en 38% de 3FTX;
24.5% de CRISP, 12.7% de LAAO; 11.3% de PLA;; 2.5% de péptidos Kunitz; 0.2% de MP; y

2.1% de componentes aun sin identificar.

El veneno de Trimorphodon tau es relativamente menos complejo que el de serpientes de
colmillos frontales, con menor nimero de componentes y una dominancia relativa de toxinas de
tres dedos (3FTx) con identidad a elapidos asiaticos y australianos; y proteinas de veneno ricas

en cisteina (CRISP) con identidad igualmente mayoritaria a elapidos australianos.

El veneno de T. tau presenta una baja actividad metaloproteasa, apenas detectable en
caseina y actividad enzimatica fosfolipasa moderada de una proteina analoga a otra previamente

detectada en T. biscutatus.

Las secuencias homologas encontradas hasta ahora en el veneno de T. tau comparten
secuencias parciales similares con aquellas proteinas presentes en el veneno de elapidos mas que
con el de otros grupos de serpientes venenosas, particularmente con elapidos asiaticos, elapidos
marinos del Pacifico y sureste asiatico, asi como con eldpidos australianos; esto apoya la
hipdtesis hasta ahora mas aceptada, la cual sugiere que los clados de Colubridae y Elapidae se
separaron después del clado Viperidae conservando y compartiendo los reclutamientos génicos

de los componentes de su veneno.
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Se hallaron proteinas CRISP en el veneno de Leptodeira splendida; asi como proteinas

con identidad a una ficolina lectina; una lipasa; y LAAO.

Se hallaron 3FTXs y CRISP en el veneno de Oxybelis aeneus.
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