UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

Caracterizacion y variacion intraespecifica del veneno de la
cascabel neotropical Crotalus culminatus (Klauber, 1952)

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:

BIOLOGA

VANESSA GOMEZ ZARZOSA

DIRECTOR DE TESIS:
DR. EDGAR ENRIQUE NERI CASTRO

Ciudad de México, 2023


Vanessa  Zarzosa 


e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Dedicatoria

Este trabajo es dedicado a mi maméa Maria Teresa Zarzosa Quintero y mi papa Asael Edred
Caneda de Leon por su incondicional amor, ensefianzas, carifio y apoyo durante toda mi vida.
Gracias por ser mi fortaleza y mi soporte todos los dias de mi vida. Los quiero, amo y admiro
mucho, gracias por todo.

Gracias a Dios por sus vidas y por permitirme ser su hija.



Agradecimientos

En primera instancia quiero agradecer a mi tutor y amigo el Dr. Edgar Neri por todo el apoyo
y confianza que me ha brindado desde que entré al laboratorio. Agradezco sus ensefianzas y
que me ha permitido realizar diversos trabajos y ha aportado mucho a mi formacion
académica. Asi mismo, agradezco la amistad, las charlas, las salidas y todos los momentos
que hemos compartido, pero sobre todo, agradezco el inmenso apoyo que me ha brindado en
todo momento. Te admiro mucho Edgar.

A mi querida y amada familia. Mi mama, Tere Zarzosa, y mi papd, Asael Caneda, por
apoyarme todos los dias, por siempre darme dnimos, instruirme, cuidarme y siempre hacerme
saber lo orgullosos que estan de mi. También, agradezco a mi hermanl Fabian Zarzosa por
alegrarme con sus bromas, sabes que siempre podras contar conmigo y aqui estaré para
escucharte y amarte incondicionalmente. Sin duda alguna, son y siempre serdn la mayor
bendicion que Dios me ha dado, mi mas grande aliento y admiracion. Los quiero y amo con
todo el corazon, por siempre.

A mis amistades mds cercanas y familia por eleccion Marianita (mi mejor amiga que siempre
tengo presente en mi corazén a pesar de la distancia), Andy, Mike, Juan, Mich y Fatty,
ustedes saben lo mucho que los quiero y lo especiales que se han vuelto para mi. A todos les
doy las gracias por llenarme el corazén y la vida de mucha felicidad, alegria y grandiosos
momentos, gracias por consolarme cuando lo necesito, por las risas y lagrimas (muchas de
mi parte), por ser mi refugio, mi lugar seguro y sobre todo gracias por su presencia en mi
vida. Sin duda alguna son personas muy importantes y que me gustaria conservar para toda
la vida. Los quiero con todo el corazén y siempre lo haré. Mich y Fatty, gracias por que en
ustedes encontré grandes amigas que siempre estd para escucharme y sacarme una sonrisa.
Gracias por las platicas, las risas, las lloraditas, los consejos y siempre darme animos. Las
quiero mucho. Andy y Mike no tengo como agradecer todo el amor y apapacho que
constantemente me brindan y el bonito hogar que hemos formado junto a Asper y Atheris,
son los mejores roomies del mundo.

A mi “amiwa” Areli a quien tuve la oportunidad de conocer en el laboratorio y formar una

linda amistad que atesoraré toda la vida. Amiwa, siempre te recuerdo con muchisimo carifio



y te extrafio mucho. Gracias por estar en todo momento, sabes que aca ando para ti. Te quiero
mucho.

A un gran amigo, Pichon, gracias por los consejos, las platicas, gracias por la confianza, por
darme animos en momentos complicados y por siempre estar ahi para escucharme.

A Felipe Olvera quien fue de las primeras personas en ensefiarme muchas cosas en el
laboratorio, por las risas y por los buenos momentos.

A la Dra. Melisa Bérnard por las salidas, risas, buenos momentos y todo el apoyo académico.
A Ivén por todos los momentos y salidas que sin duda han sido muy divertidas.

Al Dr. Gerardo Corzo por la convivencia tan amena y las ensefianzas académicas.

A mis amigos y compafieros del grupo Alid, Tania, Mitzy, Armando, Gibran y Manuel.

A todos mis compaiieros y compafieras del laboratorio del Dr. Alejandro Alagéon y Dr.

Gerardo Corzo.

Y, por ultimo, a mi persona especial e incondicional, mi confidente y sin duda una de las
personas mas importantes en mi vida, mi Sam, ti sabes que significas mucho para mi y te
has convertido en una parte muy esencial en mi vida que deseo conservar siempre. Llegaste
a mi vida y desde ese dia me llenas de mucha felicidad. Siempre estaré para ti como sé que

tu estaras para mi. ['ve waited here for you. Everlong.

Agradecimientos académicos

Al Dr. Alejandro Alagén Cano quién me abri6 las puertas a su laboratorio y me ha dado la
oportunidad de contribuir en varios trabajos.

Al Dr. Edgar Neri por contribuir de gran manera a mi formacion, por todas las correcciones,
ensenanzas y sobre todo, por darme la oportunidad de seguir trabajando y colaborando en
muchos proyectos.

A mi comité: Dr. Miguel Borja, Dra. Leticia Ochoa, Dr. Edgar Neri, Dr. Baltazar Becerril,
Dr. José Estuardo por sus comentarios y correcciones para este escrito

Al M. en C. Alejandro Olvera Rodriguez por compartirme toda su experiencia, consejos y
por el apoyo en distintos experimentos y ayuda técnica en todo el tiempo que llevo en el
laboratorio.

A la Dra. Melisa Bérnard por todo el apoyo técnico, experimental y consejos académicos.



Al Biol. Felipe Olvera Rodriguez por la ayuda técnica en varios experimentos.

Al Dr. Ivan Arenas por sus consejos técnicos.

A Ricardo Mondragén, Angélica Linares, Carmen Segura, Manuela Avila por su valioso
trabajo en el laboratorio.

A la Dra. Elizabeth Mata, la Dra. Graciela Margarita Cabrera Pérez y al personal del bioterio
por la ayuda técnica.

Al Dr. Miguel Borja, la M. en C. Sara Isabel Valenzuela Ceballos e integrantes de su equipo
que me ayudaron a realizar el mapa de los sitios de colecta para este proyecto.

Al Dr. Rubén Carbajal por proporcionarme los datos necesarios para realizar el mapa de
distribucion de la especie.

Al Dr. Fernando Zamudio por la determinacion de masas, consejos y apoyo técnico.

A la Universidad Nacional Auténoma de México por haber sido mi casa de estudios.

Al Instituto de Biotecnologia, UNAM que me abri6 las puertas, me siento muy honrada de

haber realizado mi proyecto de licenciatura en tan prestigioso instituto.

Financiamiento
El presente trabajo para obtener el grado de Licenciatura se realiz6 en el laboratorio del Dr.
Alejandro Alagéon Cano, que pertenece al departamento de Medicina Molecular y
Bioprocesos del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autdbnoma de México,
bajo la tutoria del Dr. Edgar Enrique Neri Castro. Agradezco el apoyo econdmico otorgado
para la realizacion de esta investigacion mediante los proyectos:

e CONACyT-FORDECyT #303045.

e DGAPA-PAPIIT IN- 211621

o CONACYT #264255

e Estimulo como Ayudante de Investigador SIN III: EXP. AYTE. 20256



INDICE

I
I1.

I11.

IVv.
V.
VI

| U110 1115 1 (PRSPPI |

INEEOAUCCION «.oueeeereeeenneeereeeeereeeeeseeessssesseesasssssssssssssssasssssssssssssssasssssssssssssssssnssssssssssssssannne O

L1.1 SErpientes €N MEXICO ...........ccceueiueiiiiiiiieeeet ettt ettt ettt sttt 9
L2 Crotalus CUIMIRAIUS .............c.c..cccueeeeiee et 9
11.3 Composicion general de l0s venenos de ViDOras................c.ccccocveecreniccniniciceiiieese e 11
L4 ENVERCHAMUECHIO ...t e ettt e et e e e e e et e e e e et e e e e eaaaee s 19
LIL5 ANLIVENCHOS EXICANOS ... ettt e et e et e e e et e e e eraaee s 21

ANEECEAEIITRS ceeeeeernreeereeerererenersessssscssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssansnses 23

1111 Estudios de variacion intra e interespecifica del veneno de especies del género Crotalus en México
.................................................................................................................................................................. 23
111.2 Estudios de variacion ontogénica del veneno de especies del género Crotalus en México. .......... 24

JUSTITICACION ... ceeeereeennreireeeeereeeenneessessesseeeassssssssosssssessssssssssssssssasssssssssssssssssnssssssssssssssaas 2O

HIPOTESIS cuveriennriiiinninssnninssnnicsssnissssnessssnsssssesssssosssssosssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 29

ODJetivo GENeral.....ueeeiciveiciciicssniissnninssnnissssnissssnessssnessssnessssssssssssssssssssssssssssssssssssns 29

VIL. ODjJetivos eSPeCIfiCOS...ccievvurersseresssrrcssnicsssrisssssessssnsssssnsssassesssssssssssssnsssssssssssssssssssssss 29
VIII.  METODOLOGIA......ouererenenennsensensenssenssssssssssesssenssessssssssssssssssessscsss 30

VIII.1 Obtencion de venenos 30
VIIL. 1.1 Obtencion de las MUestras y €Jemplares ................ccccccucuouimirinineneneneeeteeeese e 30
VIIL 1.2 EXIFACCION (@ VEREIO..............ceeeeeiieeeii ettt ettt eae et ene s eneesaeenees 30

VIII.2 Caracterizacién bioquimica 31
VIIL2.1 CUGREfICACION PFOLEICA ...ttt 31
VIIL2.2 Geles de poliacrilamida......................cccocouioiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ettt 31
VIII.2.3 Cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC)............cccccccovcvevuennnnne.. 31

VIIL.3 Zimogramas 33
VIIL.3.1 Actividad proteolitica realizada en zimogramas sobre gelating....................cccccccvevcincncinnn, 33
VIIL.3.2 Actividad fosfolipasa en zimogramas sobre yema de BUEVO ................c.cccccoeocoiicvcioiiciniininnn, 34

VII1.4 Actividades biologicas 35
VIIL4.1 Actividad proteolitica SObre AZOCASEINGL...................cccoceioiiiiriiiiiniiiieseeeeeeese e 35
VIIL.4.2 Inhibicion de la actividad proteolitica sobre azocaseina con EDTA ...............ccccocveicinincinnn, 35
VIII.4.3 Neutralizacion de actividad proteolitica sobre azocaseina con Antivipmyn...................c.......... 36
VIII. 4.4 Ensayo titulométrico en yema de huevo para cuantificar la actividad enzimdtica de fosfolipasas
.................................................................................................................................................................. 37
VIIL4.5 Actividad fibFiROGENOITIICA ...........cc.coueveiiiiiiiiiiiii ettt 37
VIIL.4.6 Inhibicion de la actividad fibrinogenolitica con EDTA ...........c.ccccoooivininioinioiiiiiciiecicnn, 38
VIIL.4.7 Inhibicion de las actividades proteolitica y fibrinogenolitica con BATIMASTAT ..................... 38
VIII4.8 ACHIVIAQA ITAL.............ocoeeeeeeiieeeeee ettt se e eneenees 39
VIII.4.9 Neutralizacion de la actividad [etal.........................ccccoooiiviiiiiiiiiieieeieeeee e 39

VIIL.5 Esquema de inmunizacién de conejos 40
VIIL5.1 Obtencion de anticuerpos Anti-C. CUIMIRATUS ................ccccceoiririirinininiseeeeteese et 40
VIIL5.2 Medicion de titulos mediante ensayo de ELISA ..............cccccocvvirininininiiiiieieiceceesc 41
VIIL5.3 Purificacion de inmunoglobulings (I)..............ccccoceviiiiiiiiiininiininiseseeeeeeet e 42
VIIL5.4 Cuantificacion de Ig anti-C. CUIMINAIUS................ccccociviiioiiiiniininineseseeeeeteee et 43
VIIL.5.5 Reconocimiento del veneno completo y crotamina de C. culminatus por el antiveneno e
inmunoglobulinas inmunopurificadas por Western-BlOt ...............cc.ccocoeevieviiiianiiiiie e 43



IX.1 Muestras de veneno obtenidas 44
IX.2 Perfiles electroforéticos por SDS-PAGE 45
IX.3 Cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC) y analisis de
masas de crotamina 49
IX.4 Actividad proteolitica en gelatina 57
IX.5 Actividad fosfolipasa (PLA;) en zimograma usando sustrato yema de huevo............... 59
IX.6 Actividad proteolitica sobre azocaseina 61
IX.7 Neutralizacion de la actividad proteolitica 62
IX.8 Actividad fosfolipasa (PLA») por ensayo titulométrico 63
IX. 10 Actividad letal 66
IX.1112 Nivel de reconocimiento de los sueros de conejo de inmunizados con veneno de C.
culminatus 69
IX.12 Inmunoglobulinas especificas contra el veneno de C. culminatus 71
IX.11 Potencia neutralizante de la actividad letalIX.13 Potencia neutralizante de la
actividad letal 72
IX.14 Reconocimiento del antiveneno hacia veneno completo y crotamina por Western-Blot
74
X,  DISCUSION .uuutrrecrerenessscsesssesessssessssssssssessssssesssssssssssesssssssssssessssssessssessssssesssseses 75
X.1 Actividades bioquimicas y biolégicas 77
X 1.1 Actividad PrOteOIItICA ...............cccoccviiiiiiiiiiiiiceeeete et 77
X 1.2 Actividad fiDrinOZENOIIICA ...............c.ccoeviiiiiiiiiciiiiicee et 79
X 1.3 Actividad fOSFOIIPASA .............coocoioiiiiiiiiiieeeeee ettt e 79
X LA LtQIIAQU . ............ooooeeeeeeeeeeeeeeee ettt 81
X.2 Variacion geogrifica y ontogénica 82
X.3 Reconocimiento y neutralizacion de las mezclas de veneno y crotamina con antiveneno
Antivipmyn 83
XI. CONCLUSIONES . oauueeeeeeeereeeeeseesssscssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 85
XIL BIBLIOGRAFIA ...ueeeeeeccreecrenncncsnsesesssessssssesssessssssesssssssssssessssssesssssssssssesssseses 86



L. Resumen
La variacion intraespecifica en los venenos de viboras ha sido ampliamente reportada. Los
estudios de caracterizacion enzimatica y actividad letal en raton proveen informacion valiosa
que puede ser utilizada para predecir cuadros clinicos en un envenenamiento. El unico
tratamiento para un tratar a un paciente mordido por serpiente venenosa son los antivenenos.
Por esta razon, el estudio de los venenos permite evaluar la eficacia de los antivenenos y en
ciertos casos aporta informacion que es utilizada para mejorar las mezclas inmunogénicas en
la produccion de antivenenos. Sin embargo, en México se han realizado pocos estudios sobre
los venenos de serpientes mexicanas. En el presente trabajo, se evalud la variacion
intraespecifica de 57 muestras de veneno, de individuos 27 muestras de juveniles y 24
muestras de adultos de la especie C. culminatus. Adicionalmente, se prepararon dos mezclas
de venenos, una de ellas compuesta por venenos de 23 adultos y la otra por 34 de juveniles y
se evaluaron las propiedades inmunogénicas de ambas mezclas. Para cumplir este objetivo,
los venenos se evaluaron por técnicas de SDS-PAGE en condiciones reductoras,
cromatografia liquida de alta resolucion de fase reversa (RP-HPLC), espectrometria de
masas, asi como zimografia que permitieron cuantificar las actividades proteolitica y de
fosfolipasa. Por otro lado, se evaluaron las actividades fibrinogenolitica, proteolitica y
toxica. Se realizaron ensayos de la neutralizacion de la toxicidad y se realizd una
hiperinmunizacion de conejos con los venenos para la produccion de anticuerpos
policlonales. Los resultados mostraron que existe variacion en las actividades enzimaticas y
toxicas entre individuos adultos y juveniles. Los venenos de los juveniles fueron més letales
y con mayor abundancia de crotamina. Tanto juveniles como adultos mostraron una baja
actividad fosfolipasa y una elevada cantidad de metaloproteinasas y serinoproteasas. Estos

resultados se vieron reflejados en sus actividades proteoliticas y fibrinogenoliticas.



Finalmente, se evalu¢ la eficacia de tres lotes de antiveneno Antivipmyn, los cuales fueron
capaces de reconocer pero y de neutralizar ambas mezclas de veneno completo. Sin embargo,
no inhibieron el efecto crotamina (manifestado como una paralisis rigida). Ademas,
mostraron deficiencia para reconocer y neutralizar crotamina purificada. En contraste, los
anticuerpos policlonales provenientes de la hiperinmunizacion de los conejos con el veneno
de C. culminatus mostraron un mejor reconocimiento hacia el veneno completo y la
crotamina purificada de C. culminatus 'y C. molossus nigrescens. Asi, los resultados sugieren
que el veneno de C. culminatus debe ser adicionado a las mezclas inmunogénicas para la
produccion de antivenenos. En particular, el veneno de ejemplares juveniles es de gran

importancia ya que las proporciones de crotamina son altas.



11. Introduccion

I1.1 Serpientes en México

La fauna de reptiles de México es una de las mas diversas del mundo y ademas presenta un
alto grado de endemismo. En México se distribuyen 864 especies de reptiles de las cuales
417 pertenecen al orden Squamata y dentro de este orden encontramos 393 especies de
serpientes. Las dos familias importantes de serpientes de importancia médica en México son

Viperidae y Elapidae (Castro et al., 2013; Flores-Villela and Garcia-Véazquez, 2014).

En el territorio mexicano la familia Viperidae esta representada por la subfamilia Crotalinae,
la cual ésta conformada por 10 géneros. Dentro de estos ultimos, se encuentran Crotalus y
Sistrurus, donde se ubican las viboras conocidas como “serpientes de cascabel”. Su nombre
comun esta dado por su principal y mas conocida caracteristica: la presencia de una estructura
segmentaria en la punta de la cola, un “cascabel” o crotalo (Quintana-Castillo et al., 2017).
Uetz et al. (2021) consideran la existencia de 53 especies dentro de los géneros Crotalus y

Sistrurus, de las cuales 44 se distribuyen en México.

11.2 Crotalus culminatus

Crotalus culminatus (Klauber, 1952) cuyo nombre comun es cascabel neotropical, es una
especie de serpiente de cascabel de talla grande, alcanzando hasta 160 cm de longitud total,
donde los machos tienden a ser mas grandes que las hembras. Esta especie se caracteriza por
presentar un surco prominente en las vértebras que se acentiian hacia la parte posterior del

cuerpo (Auerbach, 2005). Su distribucion se centra principalmente en hébitats de bosques



caducifolios, en matorrales donde la presencia de rocas es abundante y pastizales que se
conjuntan con bosques de pino (Carbajal-Marquez et al., 2020; Heimes, 2016). En cuanto a
su dieta, Heimes (2016) menciona que estas cascabeles pueden consumir aves que suelen
tener nidos en el piso, algunas lagartijas y mamiferos pequefos. Sin embargo, no existen
investigaciones detalladas sobre la dieta de esta especie. Actualmente, C. culminatus es
considerada como una especie. Sin embargo, ésta ha presentado diversos cambios

taxondmicos.

Dentro del complejo de especies Crotalus durissus se encuentran algunas de las especies mas
grandes del género (Campbell and Lamar, 2004). Los miembros de este grupo fueron
considerados durante muchos afios una sola especie (C. durissus (Linnaeus, 1758)),
constituida por multiples subespecies y cuya distribucion comprendia desde el norte de
Meéxico, en los estados de Tamaulipas y Nuevo Leodn, hasta el centro de Argentina. En 1952,
Klauber describié dos subespecies para este grupo basandose en la morfologia: C. d.
culminatus y C. d. tzabcan (Reyes-Velasco et al., 2022). Posteriormente, el complejo C.
durissus fue separado en dos especies: C. durissus, restringida a Sudamérica y C. simus con
distribucion desde México hasta Costa Rica, comprendiendo tres subespecies: C. s. tzabcan,
C. s. culminatus y C. s. simus (Campbell and Lamar, 2004). En 2005, Wiister se baso en la
secuenciacion de mtDNA y algunas diferencias morfologicas reportadas anteriormente para
considerar las subespecies del complejo C. simus como especies independientes con
distribuciones distintas. De esta forma se reconocio a la especie C. cu/minatus, la cual tenia
una distribucion a lo largo de todas las llanuras costeras del pacifico, atravesando Michoacan

hasta Oaxaca (Wiister et al., 2005).
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Recientemente, Carbajal-Marquez y colaboradores (et al., 2020) revisaron la taxonomia del
grupo C. durissus con muestreo adicional en México. Basandose en datos de mtDNA y
algunos rasgos morfoldgicos propusieron la division de C. culminatus en tres especies: C.
culminatus, C. ehecatl del sur de Oaxaca y Chiapas y C. mictlantecuhtli del centro de
Veracruz. Estas ultimas dos especies provienen de las poblaciones anteriormente incluidas
en el complejo C. simus: C. s. culminatus (C. ehecatl) y C. s. simus (C. mictlantecuhtli)
(Campbell and Lamar, 2004; Reyes-Velasco et al., 2022). Sin embargo, en un estudio mas
reciente realizado por Reyes y colaboradores (2022), se analizaron los datos mitocondriales
y nucleares ya antes publicados para el grupo C. durissus, asi como secuencias adicionales
de dos genes mitocondriales de miembros del grupo C. durissus. Los resultados generados
por el método de delimitacion de especies, DELINEATE, respalda la validez de C.
mictlantecuhtli, pero no la de C. ehecatl. Asi mismo, el analisis de mtDNA sugiri6 que las
diferencias moleculares podrian ser el resultado de aislamiento por distancia y no
necesariamente debidos a eventos de especiacion por lo que se sugiere que C. ehecat! no es
una especie distinta de C. culminatus distribucion en los estados de Guerrero, Morelos,
Michoacan, Puebla, Oaxaca y Chiapas (Reyes-Velasco et al., 2022). Nuestro trabajo se

enfocara en ejemplares colectados en Michoacan, Morelos, Puebla y Guerrero.

I1.3 Composicion general de los venenos de viboras

El veneno de serpientes se define como una secrecion que puede ser simple o compleja pero siempre

producida en una glandula especializada y que es administrado a través de sistemas de

envenenamiento como glandulas secretoras o dientes especializados (Mackessy, 2010). México tiene

el primer lugar en herpetofauna venenosa en el continente americano y a pesar de ésto se conoce

poco acerca de la composicion y caracteristicas bioquimicas y biologicas de sus venenos (Castro et
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al., 2013). Sin embargo, se sabe que las cantidades y concentraciones de los diferentes componentes
de los venenos varian intra e interespecificamente y que esta variabilidad es muy relevante ya que

exhiben una amplia variedad en las actividades biolégicas (Arnaud et al., 2019; Sunagar et al., 2016).

Las serpientes de cascabel, pertenecientes a la familia Viperidae, producen veneno en un par de
glandulas especializadas situadas en la region posterior de la cabeza, justo detras de los ojos. El
veneno es dirigido a la base de cada colmillo solenoglifo, es decir colmillos huecos y ubicados en la
parte anterior de la region bucal, lo que facilita la inyeccion en la presa logrando que el veneno sea

depositado en el tejido (Mackessy, 2021).

Los venenos de vipéridos se conforman de lipidos, sales, nucleétidos, entre otros, pero sobre todo
presentan un mayor porcentaje de moléculas proteicas de donde adquieren los efectos toxicos que
les permiten a las serpientes la pardlisis y muerte de sus presas (Boyer et al., 2015). Lo mas
importante es la predigestion de su presa, a esto se le conoce como digestion externa. (Calvete et al.,
2010). Los efectos producidos por los venenos de la familia Viperidae nos indican un alto contenido

de proteinas con actividad enzimatica (Yarlequé et al., 2012).

A pesar de que existe una gran cantidad de proteinas con actividades distintas, éstas son agrupadas
en familias proteicas con base en la similitud de su secuencia de aminoacidos asi como del tipo de
actividades que muestran (Wu et al., 2003). Hasta el momento se han reportado 63 familias proteicas
en los venenos de serpientes; sin embargo, en vipéridos se han descrito principalmente tres familias
proteicas que representan cerca del 70% de la composicidon y son las responsables de ocasionar la
fisiopatologia principal de los envenenamientos (Neri-Castro y Ponce-Lopez, 2018; Neri-Castro et

al., 2020a):
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Metaloproteinasas o SVMP’s por sus siglas en inglés (Snake Venom Metalloproteinases),
son de los componentes mas abundantes en los venenos de serpientes pertenecientes a la
familia Viperidae, constituyendo alrededor del 30% de las proteinas presentes en el veneno
(Gaz et al, 2016). Estas desempefian un papel importante en el envenenamiento
contribuyendo de manera directa con la patologia local ya que son responsables del efecto
hemorragico y necrdtico de los venenos. Estas proteasas son capaces de producir lesiones
drasticas en los vasos capilares, células endoteliales y en la membrana basal, degradando
componentes de la matriz extracelular, y de la microvasculatura. También afectan la cascada
de coagulacion y la funcién de las plaquetas, lo que ha permitido proponer la hipotesis de
que estas enzimas tienen un rol clave en la toxicidad de los venenos (Gutiérrez et al., 2010;
Gaz et al., 2016). Sin embargo, también inducen una serie de efectos sistémicos ya que
poseen actividad proteolitica, fibrinolitica, apoptdtica, inhiben la agregacion plaquetaria por

lo que juegan un papel importante en la predigestion y muerte de las presas (Mackessy, 2010).

Las diferentes SVMP’s varian notablemente en sus masas moleculares, que van desde 22
kDa hasta més de 70 kDa. Todas las SVMP’s presentan un dominio metaloproteinasa de
unioén a zinc y aquellas metaloproteinasas que solo presentan este dominio se ubican en la
clase P-I (Fox y Serrano, 2005). Las SVMP’s de la clase P-II presentan, ademas del dominio
de metaloproteinasa, un dominio desintegrina. Las SVMPs de la clase P-III presentan 3
dominios, un dominio metaloproteinasa, un dominio tipo desintegrina y un dominio rico en
cisteina (Dawson et al., 2021; Gutiérrez and Rucavado, 2000) (Figura 1).

A pesar de que han sido ampliamente estudiadas y se les han atribuido multiples actividades
bioquimicas y bioldgicas, aun quedan incognitas sobre los mecanismos involucrados en la

lesion tisular e inflamacion (Gaz Florea et al., 2016).
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Figura 1. Clasificacion y estructura de las SVMP’s. Representacion esquematica de la estructura del dominio

de SVMP y desintegrinas. Cada dominio o subdominio esta representado por un color diferente. CLP, dominio

similar a lectina de tipo C; Pro, dominio pro. (tomado de Kang et al., 2011).

Serinoproteasas o Snake Venom Serineproteinases (SVSP’s) son glicoproteinas que
pertenecen a la gran familia de las peptidasas (Serrano and Maroun, 2005). Las SVSP’s
presentes en los venenos de serpientes estan conformadas por estructuras de
aproximadamente 245 residuos de aminoacidos (Kang et al., 2011) y contienen 12 residuos
de cisteina, dos de ellas forman un puente altamente conservado entre SVSP’s (Serrano and

Maroun, 2005) (Figura 2).
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B . '. S-S unique in SVSPs

Figura 2. Estructura general de las SVSP’s. Representacion de una SVPS; en color azul se observa la
extension C-terminal que contiene un puente disulfuro. En amarillo se muestran los otros puentes disulfuro;
también se incluye el sitio catalitico formado por los residuos His57, Asp102 y Ser195 (tomado de Kang et al.,

2011).

Estas glicoproteinas reciben su nombre debido al sitio catalitico comin que involucra un
residuo de serina (Ser195) que en presencia de los residuos de histidina y acido aspartico,
forman la triada catalitica (Ser195, His57 y Asp102) que es capaz de cortar la regiéon C-
terminal de las cadenas polipeptidicas que contienen aminodcidos cargados positivamente
(Kang et al., 2011). En geles SDS-PAGE, las serinoproteasas se observan como bandas con
pesos moleculares desde los 26 kDa hasta los 67 kDa (Neri-Castro et al., 2020a). Presentan
alta especificidad hacia diferentes sustratos como fibrindgeno, plasminogeno, factor V,
proteinas tipo C, entre otros (Neri-Castro et al., 2020a; Serrano and Maroun, 2005;

Villalobos, 2006).
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Estas enzimas son capaces de hidrolizar una variedad de componentes de la cascada de la
coagulacion y en los sistemas fibrinolitico y calicreina-cinina. Los resultados de esta
hidrolisis ocasionan efectos bioldgicos como procoagulacion, anticoagulacion, agregacion
plaquetaria, consumo de fibrindgeno y liberacion de cinina (Neri-Castro et al., 2020a;
Villalobos, 2006). Las SVSP’s con actividad fibrinogenolitica pertenecen a un grupo
denominado serinoproteasas de tipo trombina (SVSP’s-TL). Las SVSP’s-TL son enzimas
capaces de hidrolizar regiones especificas de las cadenas o y B del fibrindgeno, sin embargo,
la mayoria de las serinoproteasas solo cortan una de las dos cadenas liberando fibrinopéptidos
A (FPA) o fibrinopéptidos B (FPB). Adicionalmente, algunas SVSP’s como la trombina son
capaces de cortar ambas cadenas del fibrindgeno similar a como lo hace la trombina (Serrano

and Maroun, 2005).

Las fosfolipasas tipo A.(PLA.) son una superfamilia de enzimas lipoliticas presentes en el
veneno de serpientes que catalizan la hidrdlisis del enlace éster del acido graso sn-2 de los
fosfoglicéridos sn-3 produciendo acidos grasos y lisofosfolipidos (Dennis et al., 2011; Kang
et al., 2011). Son enzimas de masas entre 13 a 15 kDa (Neri-Castro et al., 2020a) y con 115-
125 residuos de aminodcidos con numerosos puentes disulfuro. Los residuos de mayor
importancia para ejercer la actividad catalitica es la diada histidilio y aspartilo (diada His-
48/Asp-93), y una region de unidn a calcio conservada (Asp-49) (Quintana-Castillo et al.,
2017; Dennis et al., 2011). Sin embargo, en ocasiones pueden existir sustituciones en el acido
aspartico en la posicion 49 por otros residuos, en su mayoria lisina lo que ocasiona que
pierdan su actividad catalitica. Estas enzimas presentan 14 residuos de cisteina conservados
que forman entre seis y siete puentes disulfuro brindandole estabilidad a la estructura terciaria

(Dennis et al., 2011). Las PLA> de veneno de serpientes se componen de tres hélices o y dos
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laminas P antiparalelas unidad por un puente disulfuro y una asa de union a Ca?" conservada

(Figura 3) (Kang et al., 2011).
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Figura 3. Estructura tridimensional de PLA:. Se muestra los residuos del sitio activo en amarillo. También
se observa el canal de difusion del sustrato con residuos hidrofobicos Leu2, Leu3, Phe5, 1le9, Tyr22, Trp31y

Lys69 (tomado de Kang et al., 2011).

Por su actividad catalitica ejercen efectos bioldgicos como pardlisis flacida, anticoagulacion,
inflamacion, miotoxicidad y citotoxicidad y algunos efectos farmacoldgicos interesantes como
neurotoxicidad, cardiotoxicidad y edema (Neri-Castro et al., 2020a). Dentro de las PLA;’s presentes
en los venenos de serpientes existen enzimas sin actividad enzimatica como las Lys 49 que tienen

efectos miotdxicos (Gutiérrez y Lomonte, 2013).

Existen otras familias de proteinas en los venenos de serpientes como L-amino oxidasas (LAAOs),

proteinas secretadas ricas en cisteina (CRiSPs), lectinas tipo C (CTLs), desintegrinas (DIS), péptidos
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natriuréticos (NP), crotamina también clasificadas como miotoxinas (Myo), inhibidores de
metaloproteinasas de venenos de serpiente (MPi), péptidos tipo Kunitz (KUN), factores de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y cistatinas (CYS). Sin embargo, las funciones y su
participacion durante el envenenamiento aun no estd claramente definida y los venenos de la
subfamilia Crotalinae no presentan las tres tltimas familias (KUN, VEGF y CYS) (Mackessy, 2010;

Neri-Castro et al., 2020a).

Algunos otros componentes del veneno ofidico son componentes inorganicos como zinc, calcio,
potasio, magnesio, fosforo, sodio, hierro, entre otros asi como proteinas y péptidos sin actividad
enzimatica tales como los péptidos vasoactivos, ademas de nucleasas, hialuronidasas y esterasas

(Mackessy, 2008; Watkins III, 2010).

Cabe desatacar que la abundancia relativa, presencia/ausencia y la abundancia relativa de estos
componentes varia intra e interespecificamente y ésto se ha correlacionado como resultado de
diversos factores como puede ser la region geografica donde habiten, la temporada, el sexo, la
presencia/ausencia del gen que codifique para la toxina o la regulacion a nivel transcripcional y/o
postranscripcional, polimorfismos genéticos y el estadio de vida (Alape-Girdn et al., 2008; Borja et
al., 2018b; Glenn and Straight, 1978; Sunagar et al., 2014; Furtado et al., 2006; Menezes et al., 2006;
Daltry et al., 1996; Mackessy et al., 2003; Willemse, 1978; Casewell et al., 2014; Durban et al.,
2017; Garcia et al., 2004; Neri-Castro et al., 2020a; Dagda et al., 2013; Borja et al., 2018a; Mackessy,
1988; Mackessy et al., 2018; Margres et al., 2015; Reid and Theakston, 1978; Saravia et al., 2002).
A pesar de esto, los trabajos sobre la variacion del veneno de vipéridos son relativamente escasos y
en muchos no se muestra informacion sobre el sexo, el area de colecta y edad de los ejemplares

(Neri-Castro et al., 2020a).
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1.4 Envenenamiento

Se define como envenenamiento al cuadro clinico producido por la inoculacién de venenos de
distintos géneros y especies de animales (Casewell et al., 2014). Después de la inoculacion de
sustancias toxicas, el dafio a los tejidos produce alteraciones locales y sistémicas de gravedad

variable (Sotelo-Cruz, 2003).

El ofidismo, también conocido como accidente ofidicos se refiere a la mordedura por cualquier
serpiente sea 0 no venenosa. Las especies que tienen la capacidad de inocular veneno ocasionan
alteraciones fisiologicas que pueden producir secuelas en el paciente, y en el peor escenario puede
llevar a la muerte. La aparicion de signos y sintomas después de la mordedura de una serpiente varia
ampliamente en el tipo de manifestaciones, las cuales estan directamente relacionadas con la
cantidad de veneno que es inoculado, de las toxinas que estén presentes en el mismo o del estado de
salud del paciente entre otros muchos factores (Casewell et al., 2014; Sotelo-Cruz, 2003). Las
mordeduras por vipéridos producen cuadros predominantemente hemotoxicos, ocasionando lesiones
locales que pueden conducir a la amputacion de miembros y dafio tisular en forma de hemorragias,
edema, mionecrosis, dolor intenso, y efectos sistémicos como alteraciones en la coagulacion,
liberacion de sustancias activas y fendmenos hipotensivos; todo lo cual puede llevar a la muerte de
la victima (De Roodt et al., 2005; Orduna et al., 2007). En el caso del envenenamiento producido
por una vibora de cascabel, el cuadro clinico que se presenta es un sindrome hemorragico, en

ocasiones neurotoxico y coagulante potencialmente letal (Orduna et al., 2007).

En México, asi como en muchos paises, los datos epidemioldgicos referentes a envenenamientos por
animales ponzofiosos son deficientes. La incidencia de los accidentes ofidicos empez6 a ser
registrada a partir del afio 2003 por el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE),

perteneciente a la Secretaria de Salud. Entre los afios 2003 a 2019 se registrd un promedio anual de
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3,893 envenenamientos por serpiente en México Por ejemplo, durante el afio 2022 se registrd un
total de 3,896 casos. Los estados en los que se registraron mas de 100 casos durante el afio 2022
fueron: Puebla (443), Veracruz (421), Oaxaca (360), San Luis Potosi (334), Hidalgo (302), Ciudad
de México (243), Guerrero (221), Chiapas (199), Quintana Roo (110), Chihuahua (105) y Sonora
(102), mientras que el estado de Aguascalientes tiene el menor promedio de casos anuales (4 casos)
(SINAVE, 2022). Sin embargo, estos datos no son del todo precisos pues en ciertas regiones las
personas mordidas acuden a lugares que no recaban informacién en el SINAVE o bien recurren a
practicas locales para tratar el envenenamiento. Por tal motivo, los datos recabados siguen estando
incompletos ya que no se tiene informacion sobre la localidad donde ocurrié el accidente, las
caracteristicas del paciente, del cuadro epidemiologico o el desarrollo del envenenamiento, la especie
que ocasiond el envenenamiento, etcétera (Neri-Castro et al., 2020a). La mortalidad ocasionada por
estos envenenamientos es recabada por el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) y
desde la década de 1990 el nimero de defunciones promedio por afio ha ido disminuyendo, siendo
asi que en 1990 el promedio fue de 110.8, mientras que para los afios 2010 a 2017 el promedio fue
de 34 defunciones anuales (Figura 4). Esta drastica disminucion se atribuye a la generalizacion del
uso de antivenenos a partir del afio 1997, su disponibilidad y las mejoras en la calidad de los

tratamientos (Alagon, 2002; Neri-Castro et al., 2020a).
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Figura 4. Promedio anual defunciones por grupos de edad (tomado de Neri-Castro et al., 2020a).

Las especies que ocasionan un mayor nimero de mordeduras son: Bothrops asper, Crotalus atrox,
C. basiliscus, C. culminatus, C. tzabcan, C. mictlantecuhtli, C. molossus y sus subespecies, C. simus

y Agkistrodon bilineatus (Neri-Castro et al., 2020a).

III.5 Antivenenos mexicanos

Hasta la fecha el unico tratamiento eficaz para tratar un envenenamiento por un animal
ponzofioso son los antivenenos. La mayoria de los antivenenos mexicanos son de origen
equino y su composicion se basa en fragmentos F(ab’), de inmunoglobulinas que reconocen

a las diferentes toxinas del veneno. La interaccion F(ab’),-toxinas forman un complejo que
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neutraliza los efectos del veneno que ayuda a que el cuerpo lo elimine (Gil-Alarcén et al.,
2011; Neri-Castro et al., 2020a). A pesar de su eficiencia, los faboterapicos no revierten los
dafos ocasionados por el envenenamiento, por lo que ante un accidente ofidico es importante

administrar el antiveneno a la brevedad (Gil-Alarcon et al., 2011).

En el mercado mexicano existen dos antivenenos comerciales para el tratamiento de la
mordedura de un vipérido: Faboterapico Polivalente Antiviperino, fabricado por BIRMEX y
que utiliza como inmundgenos el veneno de B. aspery C. basiliscus y Antivipmyn, fabricado
por SILANES y cuyos inmundgenos son el veneno de B. asper, C. simus (De Roodt et al.,

2014, 2005).

Ambos antivenenos, son seguros y en la mayoria de los casos eficientes en la neutralizacion
de las principales toxinas que se encuentran cominmente en los venenos de serpientes de
cascabel, la elevada variacion ontogénica, geografica e individual en los venenos genera la
necesidad de considerar ciertos aspectos cuando se produce un antiveneno (Calvete et al.,
2014). Principalmente, se debe considerar que los venenos utilizados para inmunizar deben
representar toda o gran parte de la distribucion de la especie y que las especies cuyos venenos
sean utilizados como inmunogenos sean aquellas que causan la mayoria de los accidentes
ofidicos en una region determinada (Fry et al., 2003). Por lo tanto, existen ciertas
caracteristicas en las que los antivenenos pueden ser mejorados en su capacidad neutralizante
para poder cubrir las variaciones intra e interespecificas que existan. Aunque los antivenenos
existentes pueden neutralizar un gran numero de venenos de diferentes especies, se ha
reportado que algunos venenos que contienen proteinas de bajo peso molecular (crotamina y
crotoxina) las cuales no son bien neutralizadas (Teixeira-Araujo et al., 2017; Borja et al.,

2018).
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I1I. Antecedentes
En México se han realizado diversos estudios sobre la variacion inter e intraespecifica y
ontogénica del veneno de serpientes de cascabel pertenecientes al género Crotalus.
111.1 Estudios de variacion intra e interespecifica del veneno de especies del género
Crotalus en México
El primer estudio formal de variacion inter e intraespecifica en México fue realizado por
Neri-Castro y colaboradores (2013) donde se reportaron variaciones bioquimicas y en las
actividades bioldgicas en el veneno de adultos de lo que se consideraba el complejo Crotalus
simus que incluia a C. s. simus. C. s. culminatus 'y C. s. tzabcan (en ese momento consideradas
como subespecies, que actualmente son consideradas especies independientes). Se
encontraron diferencias en la expresion de ciertas familias proteicas, siendo asi que C. s.
simus presentd una mayor expresion de crotoxina y serinproteasas asi como una nula
expresion de crotamina. Crotalus s. culminatus mostr6 una nula expresion de crotoxina, pero
abundantes cantidades de crotamina y metaloproteinasas. Crotalus s. tzabcan presentd una
expresion intermedia de crotoxina y crotamina en comparacion de las otras dos subespecies.
La presencia de crotoxina se relaciond con la letalidad de los venenos por lo que C. s. simus
se identificd como el veneno con mayor actividad letal de las tres subespecies (Castro et al.,
2013).
En 2013, Martinez y colaboradores realizaron un analisis y descripcion de las variaciones
entre C. lepidus klauberi, C. [. lepidus y C. l. morulus. Se encontraron diferencias en la
abundancia de los componentes de los tres venenos. En el veneno de C. I. morulus se encontro
una mayor proporcion de SVMP’s P-III, PLA>’s y lectinas. En sus actividades biologicas se
determind que la letalidad y actividad hemorragica fue menor en comparacion de los venenos

de C. L lepidus y C. . klauberi que fueron mucho més hemorragicos, miotdxicos y letales.
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Sin embargo, C. [. morulus presentd una mayor actividad proteolitica, mientras que la
hidrolisis de gelatina fue mayor en C. [ klauberi. No se determinaron diferencias
significativas en las actividades fibrinogenolitica y de PLA: de las tres especies (Martinez-
Romero et al., 2013).

Posteriormente, Rivas y colaboradores (2017) realizaron la caracterizacion general de los
venenos de dos especies de cascabel C. lepidus y C. aquilus y una poblacion integrada de C.
lepidus x aquilus provenientes de las regiones de Aguascalientes y Zacatecas, encontrando
que el veneno de C. lepidus es mas letal en comparacion con los venenos de C. aquilus 'y C.
lepidus x aquilus. Esta letalidad se correlaciono con la presencia de crotoxina en los venenos,
siendo asi que en el veneno de C. lepidus se detectd esta neurotoxina mientras que en los
venenos de C. aquilus 'y C. lepidus x aquilus la crotoxina se encontraba ausente (Rivas et al.,
2017).

Un estudio mas reciente sobre la variacion intraespecifica fue realizado por Colis-Torres y
colaboradores en 2022. Los autores describen la variacion entre veintisiete individuos de la
especie C. basiliscus, de los cuales diez correspondian a juveniles y diescisiete a adultos. Los
resultados mostraron que existe variacion en las actividades bioquimicas y bioldgicas entre
los venenos de adultos y juveniles de C. basiliscus. Los venenos de los individuos juveniles
fueron mas letales y se detectd un mayor porcentaje de crotoxina y crotamina, meintras que
los venenos de los adultos fueron més proteoliticos y hemorragicos con un mayor porcentaje
de SVMP’s. Asi mismo, se evaluo la eficiencia del tres lotes del antiveneno Birmex,
observando que si fueron capaces de neutralizar la letalidad de los venenos pero no fueron
capaces de neutralizar el efecto crotamina (Colis-Torres et al., 2022).

1I1.2 Estudios de variacion ontogénica del veneno de especies del género Crotalus en
Meéxico.
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La variacion ontogénica en los veneno ha sido demostrada para numerosas especies. En 1972
Fiero y colaboradores reportaron diferencias en el color del veneno de ejemplares recién
nacidas y ejemplares adultos de C. viridis viridis del norte de Dakota siendo asi que el veneno
de las muestras de recién nacidos era incoloro incluso después de tres meses de su nacimiento
(Fiero et al., 1972).

Reid y Theakston realizaron un seguimiento de la actividad hemorragica del veneno de
individuos desde los dos hasta los trece meses de edad de la especie C. atrox provenientes de
Manchester, observando que la actividad hemorragica es mayor en los primeros 8 meses de
edad y a los 10 meses se observé una disminucion de la actividad (Reid y Theakston, 1978).
Mackessy (1988) analizé las proteasas, fosfolipasas A», L-aminoacido oxidasas,
exonucleasas y toxicidad hacia una presa en los venenos de C. viridis helleri y C. viridis
oreganus, encontrando que la actividad de las fosfolipasas Az disminuye significativamente
con el tamafio del ejemplar al igual que la toxicidad del veneno y concluy6 que el veneno de
las serpientes adultas estudiadas es menos toxico pero tiene una alta actividad de proteasas
(Mackessy, 1988).

En 2003, Mackessy y colaboradores evaluaron las actividades bioquimicas y biologicas del
veneno de individuos neonatos, juveniles y adultos de la especie C. oreganus concolor.
Observaron que las actividades enzimaticas como plasmina, enzimas similares a la trombina
(TLE) y fosfodiestresa aumentaban conforme la talla del individuo. Por otra parte, la
actividad enzimatica sobre azocaseina disminuia conforme a la talla del individuo. Sin
embargo, no se observo ningln tipo de relacion entre la talla del cuerpo y las actividades de
L-aminoécido oxidasas y fosfolipasa Ax. tampoco se encontraron diferencias significativas

en la letalidad del veneno y el estadio de vida de los ejemplares (Mackessy et al., 2003).
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En 2010, Calvete y colaboradores observaron variacién ontogénica en los proteomas del
veneno de ejemplares de C. simus provenientes de Costa Rica, encontrando que las
metaloproteinasas son el principal componente proteico en el veneno de los adultos
representando un 71% del total del veneno, mientras que en las crias solo es del 2%. Por otra
parte, en el veneno de las crias e individuos juveniles se encontré una mayor abundancia
relativa de crotoxina y serinoproteasas a comparacion de los adultos (Calvete et al., 2010).
En 2018, Mackessy y colaboradores colectaron individuos adultos y neonatos de la especie
C. polystictus provenientes del Estado de México. Realizaron geles SDS-PAGE en los que
observaron diferencias en el nimero de bandas correspondientes a metaloproteinasas de tipo
P-1y P-IIl y desintegrinas, las cuales se encontraban de manera mas abundante en el veneno
de los adultos, por lo que estos venenos presentaron una mayor actividad azocaseinolitica
que los de neonatos. La toxicidad fue mas alta en los neonatos; esto se adjudico a la alta
actividad de la fosfolipasa presente en el veneno de neonatos. No se encontrd ninguna
diferencia significativa en las actividades enzimaticas de las enzimas similares a la trombina
y fosfodiestereasa (Mackessy et al., 2018).

En el veneno de C. simus. Neri-Castro y Ponce-Lopez (2018) describen que aunque tanto el
veneno de adultos y crias de C. simus son bastante letales, el veneno de ejemplares juveniles
posee una letalidad mayor, pero con una actividad hemorragica nula y menor actividad
proteolitica a comparacion de los adultos (Neri-Castro y Ponce-Lopez, 2018). En el 2018,
Borja y colaboradores obtuvieron veintisiete muestras de veneno de ejemplares de C.
molossus nigrescens de ocho estados de México de los cuales se registrd la longitud total,
este parametro se relaciono con el estadio de vida del ejemplar, las actividades biologicas y
bioquimicas. Los venenos de las serpientes de menor tamano (< 70 cm) se consideraron

juveniles, los resultados mostraron que contenian mayor abundancia de miotoxinas (enzimas
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similares a la crotamina) (30-53%) y serinoproteasas (20-38%) mientras que las serpientes
mas grandes (> 70 cm) presentaron mayor porcentaje de metaloproteinasas (60%). De
manera general, los venenos de juveniles fueron ~2.6 veces mas toxicos y procoagulantes
que los venenos de adultos, sin embargo, estos Ultimos fueron mas proteoliticos y ambos
mostraron similar actividad hemorragica. Se evalud la capacidad neutralizante por parte de
dos antivenenos mexicanos comerciales (Antivipmyn y Birmex) y se reportdé que los
antivenenos fueron capaces de reconocer con mayor eficacia componentes de alto peso
molecular pero no fueron capaces de neutralizar el efecto crotamina (paralisis rigida) que era
mas evidente en los venenos de juveniles (Borja et al., 2018b).

En 2017, Durban y colaboradores determinaron los proteomas de la glandula de veneno de
un ejemplar cria y un adulto de C. simus, C. tzabcan y C. culminatus. Reportaron que
individuos neonatos de la especie C. simus presentan un perfil proteico del veneno con una
mayor concentraciéon de crotoxina y un bajo porcentaje de SVMP’s. Por otra parte, los
individuos adultos de la misma especie poseen un perfil mas hemorrdgico y menos
neurotdxico, relacionado a una disminucion en la concentracion de crotoxina, por lo que se
identificd como un veneno de tipo II. De igual manera, el veneno de C. tzabcan se consider6
de tipo II debido al alto contenido de crotamina.

Respecto a C. culminatus, los resultados mostraron poca variacion ontogénica, a
comparacion de lo encontrado en los venenos de C. simus y C. tzabcan. El transcriptoma de
la glandula del veneno del recién nacido de C. cu/minatus comprendia una gran cantidad de
transcritos para SVMP’s (43.1%), PLA> (12.1%), crotamina (10.2%) y SVSP’s (5.4%).
Mientras que los transcritos de la glandula venenosa del individuo adulto para SVMP’S y

PLA; se redujeron (35.5% y 8.3%, respectivamente) (Figura SA y 5B), Sin embargo, la
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abundancia relativa de las familias proteicas observadas en el proteoma es distinta (Figura
5C y 5D), concluyendo que C. culminatus tiene un veneno de tipo I. Sin embargo, falta
realizar un estudio que contemple un mayor nimero de muestras y de distintas regiones
geograficas para determinar si existe variacion ontogénica y geografica en toda la especie o

si esta variacion esta asociada a algin factor ambiental (Neri-Castro et al., 2020).
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Figura 5. Graficos circulares A y B muestran la expresion relativa de genes que codifican para toxinas, genes
que no codifican para toxinas y genes no identificados (n.i.) detectados en la glandula venenosa de un neonato

(A) y un adulto (B) de C. culminatus. Graficos circulares C y D muestran la abundancia relativa (porcentaje
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total de proteinas en el veneno) de las familias de toxinas identificadas en un individuo neonato (C) y adulto

(D) de C. culminatus. (tomada de: Durban et al., 2017)

Los investigadores hallaron miRNAs que permiten el silenciamiento de la traduccion de los
RNAm para crotoxina (Crtx) y PLA> al mismo tiempo que se regula al alza los RNAm
dirigidos a SVMP’s, lo cual explicaria la variacion intraespecifica y ontogénica entre los

venenos de C. culminatus, C. tzabcan'y C. simus (Durban et al., 2017).

IV.  Justificacion
El género Crotalus es de importancia clinica por lo que estudios referentes a los componentes
proteicos del veneno y sus variaciones intra e interespecificas servirian como base para el
entendimiento de los mecanismos de accion de los venenos de individuos pertenecientes a

esta especie y el desarrollo de antivenenos mas eficaces.

V. Hipotesis
Existiran diferencias en las actividades bioquimicas y bioldgicas de los venenos de

individuos crias/juveniles y adultos de Crotalus culminatus.

VI.  Objetivo general
Realizar la caracterizacion bioquimica e inmunogénica del veneno de individuos juveniles y
adultos de la cascabel neotropical Crotalus culminatus para evaluar si existe variacion

ontogénica y la neutralizacion del veneno por medio del antiveneno mexicano.

VII.  Objetivos especificos
e Analizar la composicion individual de los venenos, asi como sus principales

actividades bioquimicas y biologicas.
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e Evaluar las propiedades inmunogénicas de los venenos juveniles y adultos mediante
la hiperinmunizacioén de conejos.

e Determinar las potencias neutralizantes de los anticuerpos de conejo y del antiveneno
mexicano comercial hacia el veneno de crias y adultos de C. culminatus y crotamina.

e Determinar las potencias neutralizantes de los anticuerpos de conejo y del antiveneno

mexicano comercial hacia crotamina purificada.

VIII. METODOLOGIA

VIII.1 Obtencion de venenos

VIl 1.1 Obtencion de las muestras y ejemplares

Todos los venenos utilizados en el presente estudio pertenecen al banco de venenos de
laboratorio del Dr. Alejandro Alagon Cano y/o de ejemplares del Herpetario Cantil, ambos,
del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autonoma de México. Se obtuvo
un total de 57 muestras individuales de ejemplares provenientes de 4 estados de la Republica
Mexicana: Guerrero, Michoacan, Puebla y Morelos, de las cuales 34 corresponden a venenos
de individuos juveniles y 23 a ejemplares adultos. Por otro lado, se realizé una mezcla de 27
individuos juveniles de Guerrero, Michoacan, Puebla y Morelos y una de 24 adultos de

Morelos y Guerrero. Con las mezclas generadas se realizaron los siguientes experimentos.

VIII. 1.2 Extraccion de veneno

El veneno de aquellos ejemplares que se encuentran en el Herpetario Cantil se obtuvo mediante

extraccion manual. La extraccion requiere de un procedimiento que consiste en inmovilizar la cabeza
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de la serpiente. Primeramente, se sujeta la cabeza con un gancho herpetologico en un lugar firme. A
continuacion, se toma de la parte posterior de la cabeza con los dedos pulgar y medio, al mismo
tiempo colocando el dedo indice en la parte superior de la cabeza, permitiéndole morder un recipiente
esterilizado forrado con una capa de parafilm. Posteriormente los venenos se recuperaron en agua
bidestilada, centrifugando durante 5 minutos a 12, 000 rpm para recuperar el sobrenadante, el cual

fue almacenado a -70° C durante 1 dia y finalmente liofilizado.

VIIL.2 Caracterizacion bioquimica

VII1.2.1 Cuantificacion proteica

De las muestras de veneno que se encontraban liofilizadas se pesaron cantidades de entre 5 y 7 mg
y se resuspendieron en 1 mL de tampon de fosfato salino (PBS) 1X y a continuacion, se procedid a
cuantificarlas mediante la técnica de acido bicinconinico (BCA): las muestras de veneno en dilucion
1:50 fueron procesadas por el método BCA utilizando el kit de cuantificacion proteica de Pierce. El
fundamento de esta técnica se basa en la medicion de la colorimetria producida por la reduccion de
Cu> a Curde las proteinas en un medio alcalino y la deteccion de Curpor el acido bicinconinico. El
complejo de Cu+y BCA muestra un producto colorido que absorbe a 562 nm y cuya intensidad

proporcional a la concentracion de proteina.

VIII.2.2 Geles de poliacrilamida.

Para realizar el perfil del contenido proteico y determinar el peso molecular de las proteinas de los
venenos utilizados, se prepararon geles discontinuos de poliacrilamida en presencia de dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE). Esta técnica nos permite observar la migracion vertical de un conjunto
de proteinas de acuerdo con su peso molecular. Para esto se prepararon geles al 15% y se corrieron

en condiciones reductoras con -mercaptoetanol lo que permite romper los puentes disulfuro. Se
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cargaron en el gel 20 pug de cada veneno por carril, en una camara de electroforesis marca BIO-RAD,
aun voltaje inicial a 80 V y posteriormente a 120 V. Una vez finalizada la separacion de las proteinas,
los geles se tifieron durante una noche con azul de Coomassie R-250 y se destifieron con solucion de

destincion.

Obtenidos los perfiles electroforéticos de las muestras individuales, asi como de la mezcla de
venenos de juveniles y de la mezcla de venenos de adultos se procedid a seleccionar muestras
individuales como representativas de cada estado de la republica para la realizacion de los siguientes
experimentos. Para ello, se seleccionaron los venenos que menos se parecieran o con diferencias

importantes.

VIII.2.3 Cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC), es una técnica que permite
la separacion y purificacion de proteinas y péptidos. La separacion de los componentes de una mezcla
se basa en diferentes tipos de interacciones hidrofébicas. La técnica consiste en una fase estacionaria
(apolar) y una fase movil (polar). El tiempo de retencion de la muestra aumenta con la adicion
de disolvente polar a la fase movil y disminuye con la introduccion de disolventes mas hidrofobicos

(Mackessy, 2010).

Las muestras de veneno individuales previamente seleccionadas, la mezcla de venenos de juveniles
y la mezcla de venenos de adultos fueron separados por RP-HPLC utilizando un equipo marca
Agilent (modelo) y una columna analitica C-18 (250 x 4.6 mm) de la marca Agilent. Se cargd 1mg
de veneno en 400 pL de agua con 0.1 % de acido trifluoroacético (TFA) y se aplico la muestra a un

flujo de 1 mL/min (solucion A), agua + 0.1% TFA. El gradiente de B (acetonitrilo) fue aplicado
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durante los primeros 5 minutos de 5%, 5-15% de B en 10 minutos, 15-45% de B en 60 minutos y

45-70% de B en 12 minutos.

Las fracciones fueron monitoreadas por absorbancia a 214 nm y colectadas en tubos eppendorf de
1.5 mL para su posterior analisis mediante espectrofotometria de masas mediante MALDI-TOF y

geles SDS-PAGE al 15% en condiciones reductoras.

Finalmente, para obtener los perfiles cromatograficos se utilizaron los datos de absorbancia a 214

nm los cuales fueron graficados en el programa GraphPad Prism 8 Version 8.0.2 (263).

VIIIL.3 Zimogramas

La zimografia es una técnica utilizada para el estudio de la actividad enzimatica intrinseca de una
proteina. La separacion de las proteinas se realiza por SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida que
es copolimerizado con un sustrato. Todos los tipos de zimografia de sustrato se originan a partir de
la zimografia de gelatina. Las técnicas son las mismas, excepto que el sustrato difiere segln el tipo
de enzima a detectar. Las proteinas son separadas por SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras y
en ausencia de calor. E1 SDS ocasiona que las enzimas se desnaturalicen y se vuelvan inactivas.
Después de la electroforesis, el gel es lavado lo que provoca el intercambio del SDS con Triton X-
100, tras lo cual las enzimas se renaturalizan y recuperan su actividad. Posteriormente, el gel es
incubado en un buffer de activacion apropiado y finalmente, tefiido con azul de Coomassie para
detectar las bandas claras sobre el fondo azul de sustrato sin degradar (Snoek-van Beurden y Von de

Hoft, 2005).

VIII.3.1 Actividad proteolitica realizada en zimogramas sobre gelatina
Para realizar la zimografia sobre gelatina se preparé un gel de poliacrilamida al 12.5%

copolimerizado con 1 mg/mL de gelatina marca Bio-Rad en el que se cargaron 15 pg por carril de
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los venenos individuales anteriormente seleccionados, de la mezcla de venenos de juveniles y de la
mezcla de venenos de adultos de C. culminatus. Las muestras de veneno se corrieron en ausencia de
B-mercaptoetanol y sin hervir, en una cdmara de electroforesis marca BIO-RAD, a un voltaje

constante a 120 V.

Una vez finalizada la electroforesis, el gel fue lavado en buffer Tris HCI 0.1 M, pH 8 + Triton X-
100 al 5% durante dos horas con la finalidad de eliminar el SDS. Posteriormente, el gel fue sometido
a un segundo lavado con buffer Tris HC1 0.1 M, pH 8 + Tritéon X-100 al 0.05% durante una hora. Al
finalizar este tratamiento, el gel fue sometido a un tercer lavado en buffer Tris HC1 0.1 M, pH 8
durante 10 minutos. Después de este tratamiento, el gel fue lavado por cuarta vez en buffer Tris HCI
0.1 M, pH 8 durante la noche. Al dia siguiente los geles se tifieron durante una noche con azul de
Coomassie R-250 y se destifieron con solucion de destincion durante 10 minutos y asi lograr solo

una destincion parcial.

Los venenos de serpientes de la familia viperidae presentan, en general, una alta concentracion de
metaloproteinasas, todas dependientes de zinc. Existen algunos agentes que permiten la quelacion
del zinc, como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA), lo que inhibe su actividad proteasa. Para
determinar si la proteolisis efectuada sobre la gelatina es llevada a cabo por metaloproteinasas, los
venenos se incubaron se incubaron con EDTA durante 30 minutos a 37°C, posteriormente se

realizaron los pasos ya descritos para la zimografia sobre gelatina.

VI 3.2 Actividad fosfolipasa en zimogramas sobre yema de huevo
Las fosfolipasas son enzimas que degradan fosfolipidos. Se reconocen cinco clases de acuerdo con
la posicion en donde cortan. La clase que predomina en los venenos de serpientes son las fosfolipasas

A., (PLA.) las cuales liberan al 4cido graso esterificado en la posiciéon 2 del glicerol en los
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fosfolipidos. Para la determinacion de la actividad de las PLA.se realizaron dos procedimientos; un
método cuantitativo y uno cualitativo Para ambos casos se prepard una solucién con yema de huevo
al 10% (NaCl 0.1M, CaCl. 0.01M y Tritén X-100 0.5%, yema de huevo 10%), la cual se homogenizo
en agitacion durante 10 minutos y posteriormente se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos e

inmediatamente después se recuper6 el sobrenadante.

Para evaluar la actividad de PLA> se utiliz6 una placa de agarosa al 1.0% con yema de huevo al 2.0%
y rodamina 6G. Primeramente, se prepar6 un gel de poliacrilamida al 15%, en el que se cargaron 15
pg por carril de las muestras, las cuales se corrieron en condiciones no reductoras, es decir, en
ausencia de f-mercaptoetanol y sin hervir, en una camara de electroforesis marca BIO-RAD, a un

voltaje inicial de 90 V y posteriormente a 130 V a 4° C.

Concluida la electroforesis, el gel se lavdo como se describié anteriormente, utilizando distintos
buffers de lavado; el primero contenia buffer Tris HCl 500 mM, pH 8.0 + Triton X-100 al 2.0%. La
segunda solucion contenia buffer Tris HCI 50 mM, pH 8.0 + Tritén X-100 al 1.0 %. El tercer lavado
se realizé en buffer Tris HCl 50 mM, pH 8.0. Finalmente, el gel fue incubado durante 14 horas a

temperatura ambiente sobre un gel de agarosa al 1.0 %, rodamina G6 y yema de huevo al 2.0 %.

VIIL.4 Actividades biologicas y bioquimicas

VIIl.4.1 Actividad proteolitica sobre azocaseina
Con la finalidad de determinar la actividad proteolitica y endopeptidasa de las metaloproteinasas de
los venenos de ejemplares juveniles y adultos de C. culminatus se procedi6 a realizar un ensayo
sobre azocaseina. La accidén de las enzimas produce azopéptidos que permanecen solubles en el
sobrenadante luego de precipitar la azocaseina no hidrolizada. Los azopéptidos liberados por accion

de las enzimas pueden cuantificarse al ponerse en contacto con NaOH 0.5 M.
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Para ésto, se prepard una solucion de azocaseina de 10 mg/mL en buffer de azocaseina. A
continuacion, se incubaron 20 pL de los venenos (1 mg/mL) con 100 pL de la mezcla de azocaseina
durante 30 min a 37 ° C. Durante este tiempo las proteasas degradan la azocaseina liberando grupos
azo, los cuales generan una coloracién que posteriormente es cuantificada a 450 nm. Una vez
finalizada la incubacion se procedi6 a anadir 200 uL de acido tricloroacético al 5% a cada tubo e
inmediatamente se centrifugd por 5 min a 13,000 rpm. Posteriormente se colocaron 150 pL del
sobrenadante y 150 uL. de NaOH 0.5 M en placas de 96 pozos. Finalmente, para cuantificar la
absorbancia a 450 nm de los grupos azo liberados por la protedlisis, se utiliz6 un lector de
microplacas Bio Tek EIx800 y el software Gen5 Version 2.0. Los resultados de tres repeticiones, se
expresaron como U/mg + SD en donde una unidad (U) se define como el cambio de 0.2 unidades de

absorbancia a 492 nm por minuto.

VII1.4.2 Inhibicion de la actividad proteolitica sobre azocaseina con EDTA
Para determinar si la actividad proteolitica de los venenos esta dada por metaloproteinasas se llevo
a cabo la inhibicion de las metaloproteasas con EDTA. Para esto, se incubaron 20 pL. de cada veneno
(1 mg/mL) y de las mezclas de venenos con 10 uL. de EDTA 5 mM durante 30 min a 37° C,

posteriormente se realizaron los pasos ya descritos anteriormente.

VIII1.4.3 Neutralizacion de actividad proteolitica sobre azocaseina con Antivipmyn
Con la finalidad de evaluar la eficacia del antiveneno comercial para neutralizar la actividad
proteolitica de los venenos se incubaron durante 30 min a 37° C 20 pL de las mezclas de venenos de
juveniles y adultos de C. culminatus con diferentes volumenes de tres lotes diferentes de antiveneno
comercial Antivipmyn (Lotes: B-8K-35 caducidad: Octubre/2022, B-7B-31 caducidad: Enero/2021

y B-0A-32 caducidad: Octubre/2023) resuspendidos en 10 mL de PBS por cada vial; posteriormente
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se realizaron los pasos ya descritos para el ensayo de actividad proteolitica sobre azocaseina.
Finalmente, los datos fueron analizados con el software GraphPad Prism Version 8.0.2, donde el
porcentaje de neutralizacion de la actividad proteolitica en cada grupo experimental se grafico en
funcion del logaritmo de la dosis.
VIil.4.4 Ensayo titulométrico en yema de huevo para cuantificar la actividad

enzimadtica de fosfolipasas

Se prepard una solucion de yema de huevo al 10.0% como se describi¢ anteriormente. Después se
colocaron 500 pL de la solucion de yema de huevo en un tubo de 1 mL en agitacion constante y bajo
ligero burbujeo de nitrogeno. La solucion fue llevada a un pH ligeramente mayor a 8 con ayuda de
una solucion de NaOH 50 mM, posteriormente, se agregd 1 uL de veneno. Al momento de agregar
el veneno el pH cambi6 a 7.99 e inmediatamente se afiadi6 NaOH 50 mM para regresar el pH a un
valor mayor a 8 y se accion6 el crondmetro para registrar el tiempo que tardé el pH en regresar a
7.99. Este procedimiento se repitio cinco veces y se realizaron tres ensayos por cada veneno. En cada

repeticion se aumento el volumen de NaOH empleado.

Finalmente, se realizaron anélisis de regresion lineal, donde el tiempo acumulado es empleado como
variable dependiente, sobre la cantidad de pmol de NaOH consumidas como variable independiente
y la pendiente de la regresion representa la actividad enzimatica la cual es reportada como pmol de

NaOH/min

VIIl.4.5 Actividad fibrinogenolitica
Los venenos de la familia Viperidae contienen proteasas, muchas de las cuales actian sobre una
variedad de componentes fibrinoliticos y de coagulacion provocando un desequilibrio sobre el
sistema hemostatico. La actividad fibrinogenolitica se atribuye a componentes del veneno como

enzimas tipo trombinas (Thrombine-like), proteinasas fibrinogenolitica, entre otras (Salazar ef al.,
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2007). Para determinar la actividad fibrinogenolitica de los venenos individuales y las mezclas de
venenos de adultos y juveniles de C. cul/minatus se procedid a incubar en tubos eppendorf de 2 mL
durante 30 minutos a 37° C, 14 pL de fibrindgeno de borrego a una concentracion de 2.6 mg/mL con
10 pg de cada veneno y se aforaron a un volumen final de 50 pL. Tras la incubacion se tomaron 5
pL de la muestra y se realizd una electroforesis discontinua en geles al 12.5% en condiciones

reductoras siguiendo el método descrito anteriormente.

VII1.4.6 Inhibicion de la actividad fibrinogenolitica con EDTA
Para la inhibicion de las SVMPs se utilizd EDTA. Para esto, se incubaron 10 pg de cada veneno y
de las mezclas de venenos con 5 uL de EDTA 5 mM y 19 pL de fibrindgeno de borrego a una
concentracion de 2.6 mg/mL durante 30 min a 37° C, posteriormente se realizaron los pasos ya
descritos anteriormente.

VII1.4.7 Inhibicion de las actividades proteolitica y fibrinogenolitica con
BATIMASTAT
Para la inhibicion de metaloproteinasas se utiliz6 Batimastat. E1 BB-94; [4- (N-hidroxiamino) -2R
isobutil-3S- (tieniltiometil) -succinil] -L-fenilalanina N-metilamida o mejor conocido como
Batimastat es un inhibidor de tipo hidroxamato, el cual es capaz de unirse al zinc formando quelatos

inhibiendo la actividad de las metaloproteinasas.

Para esto se pesaron 0.9 mg de Batimastat (Lote: #0000085158) los cuales se disolvieron en 0.5 mL
de PBS que contenia Tween 80 al 0.01%. Esta solucion se mantuvo en agitacion constante durante
10 minutos. La concentracion final de la solucion es de 3700 uM. Posteriormente para realizar la
inhibicion de las metaloproteinasas se incubaron 4 mg de las mezclas de veneno de crias/juveniles y
adultos de C. culminatus con 40 uM de la solucion de Batimastat durante 30 min a 37° C con periodos

de agitacion de 1 minuto cada 10 minutos.
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Finalmente se realizaron los procedimientos descritos anteriormente para las actividades proteolitica

sobre azocaseina y fibrinogenolitica.

V1. 4.8 Actividad letal

La dosis letal media (DLs) se define como la cantidad de veneno necesaria para matar la mitad de
una poblacion animal. Para esto, se inyectaron grupos de 3 ratones de la cepa CD-1 en un rango de
peso de 18 a 20 g, se administraron diferentes cantidades de veneno por via intravenosa en un
volumen final de 0.5 mL/raton. A las 24 horas de la inyeccion se registrd el numero de animales

muertos en cada grupo.

Finalmente, los resultados fueron analizados con el software GraphPad Prism Version 8.0.2, para
¢ésto, se grafico el porcentaje de mortalidad en funcion del logaritmo de la cantidad de veneno

utilizando el método de regresion no lineal tipo sigmoide dosis-respuesta.

VIII. 4.9 Neutralizacion de la actividad letal

Para evaluar la eficacia de un antiveneno comercial in vivo se realizaron pruebas de potencia
neutralizante, reportada como dosis efectiva media (DE.). Esta se define como el volumen de
antiveneno necesario para salvar a la mitad de una poblacion animal a los que se les administra tres
dosis letal media. Para ésto, se incubaron durante 30 min a 37° C cantidades equivalentes a tres dosis
letales medias de las mezclas de venenos generados de juveniles y adultos de C. culminatus. Se
utilizaron diferentes volumenes de tres lotes de Antivipmyn (Lotes: B-8K-35, B-7B.31 y B-0A-32),
los cuales habian sido resuspendidos en 1.5 mL. Posteriormente, la mezcla fue inoculada por via
intravenosa en grupos de 3 ratones y transcurridas 24 h después de la inyeccion se registro la
mortalidad de cada grupo experimental. Finalmente, los resultados fueron analizados con el software

GraphPad Prism Version 8.0.2, para esto se grafico el porcentaje de sobrevida en funcion del
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logaritmo de la cantidad de antiveneno utilizando el método de regresion no lineal tipo sigmoide

dosis-respuesta.

VIIL.5 Esquema de inmunizacion de conejos
VII1.5.1 Obtencion de anticuerpos Anti-C. culminatus

El esquema de inmunizacion consistioé en la inoculacion subcutdnea quincenal de cuatro conejos,
con clave de bioterio 40, 41, 42 y 43, iniciando el mes de noviembre del 2020 y terminando en el
mes de febrero del 2021. En los conejos 40 y 41 se utilizé6 como inmundgeno la mezcla de veneno
de juveniles de C. culminatus y 1la mezcla de adultos fue utilizado en los conejos 42 y 43. En todos
los casos el veneno fue inyectado en cantidades crecientes iniciando con de 30 pg de veneno por
conejo y se termin6 con 7500 pg/conejo. Todas las inmunizaciones se realizaron en un volumen final
de 1100 pL/conejo. Se empled adyuvante incompleto de Freund (IFA) e hidroxido de aluminio
(ALUM) de manera alternada (Tabla 1). Las sangrias fueron obtenidas mediante puncion de la vena
marginal de la oreja para colectar aproximadamente 2 mL de sangre, la cual fue centrifugada para
aislar suero. La evolucion de los titulos se realizé de manera individual y ademas, se realizaron dos

mezclas: una de los sueros de los conejos 40-41 y la segunda de los sueros de los conejos 42-43.

Tabla 1. Esquema de inmunizacion con las mezclas de veneno de adultos y crias/juveniles de C.
culminatus
No. de inmunizacion Fecha Dosis (ng/conejo) Adyuvante Ruta | Sangria
1 30-nov-20 30 IFA SC Si
2 07-dic-20 60 ALUM SC
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3 14-dic-20 120 ALUM SC Si
4 21-dic-20 250 ALUM SC
5 28-dic-20 500 IFA SC Si
6 04-ene-21 750 ALUM SC
7 11-ene-21 1000 IFA SC Si
8 18-ene-21 2000 ALUM SC
9 25-ene-21 4000 IFA SC Si
10 01-feb-21 6000 NO SC
11 08-feb-21 7000 IFA SC Si
12 22-feb-21 7500 NO SC
13 19-mar-21 - - SC Si

VIIIL.5.2 Medicion de titulos mediante ensayo de ELISA

Con la finalidad de medir y observar la evolucion de los titulos, es decir el nivel de anticuerpos en
la sangre, se realizo el ensayo ELISA, para ésto, se sensibilizaron placas de ELISA marca Thermo
Scientific (96 pozos) con 5 pg/mL de las mezclas de venenos con buffer de sensibilizado (100 mM
de bicarbonato, pH 9.5). Una vez finalizada la incubacion se procedidé a realizar lavados por
triplicado con buffer de lavado (Tris-HC1 50 mM, pH 8.0 + NaCl 150 mM + 500 pL. Tween 20). A

continuacion, las placas se incubaron durante una noche con buffer de bloqueo y seguido de esto se
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realizaron lavados por triplicado en toda la placa. Posteriormente, se coloco el suero de conejo anti
C. culminatus iniciando con una dilucion 1:50 y diluciones seriadas 1:3 en buffer vehiculo (Tris-HCl
50 mM, pH 8.0 + NaCl 0.5 M + 1 mg/mL de gelatina + 0.05% Tween 20) y se procedio a incubar la

placa por 1 h a 37° C. Una vez finalizada la incubacion se realizaron lavados por triplicado.

Seguidamente, como anticuerpo secundario se colocaron 100 uL en cada pozo de una solucion
1:3000 de anticuerpo Goat-Anti Rabbit [gG HRP conjugated marca Thermo Scientific en buffer
vehiculo para dejar incubar durante 1 h a 37° C. Al término de la incubacion la placa fue lavada tres
veces ¢ inmediatamente se aplicaron 100 pL por pozo de una solucion de revelado y la reaccion se
dejo durante 15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, la placa se leyo a 450 nm utilizando
un espectrofotometro de ELISA marca Magallan. Los resultados fueron analizados con el software

GraphPad Prism Version 8.0.2.

VII1.5.3 Purificacion de inmunoglobulinas (Ig)

Para determinar el porcentaje de anticuerpos especificos hacia las mezclas de veneno se purificaron
las Ig de las mezclas de suero de conejo por el método de precipitacion con acido caprilico. Este
método permite la separacion de las Ig del resto de las proteinas presentes en el suero. Asi, de cada
mezcla de suero se emplearon 22 mL, los cuales fueron mezclados con 22 mL de agua destilada,
ajustando el pH a 5 con acido acético 3 N. Posteriormente, se afiadié acido caprilico en agitacion
constante (30 minutos) para obtener una concentracion final de 4% (V/V). Después, las muestras se
centrifugaron durante 30 minutos. El sobrenadante, que contiene los anticuerpos, fue separado del
pellet y a continuacion fue filtrado con papel filtro Whatman 3MM. Finalmente, se dializaron los
anticuerpos contra PBS 1X y se cuantifico el total de la proteina por absorbancia 280 nm, (coeficiente
de extincion = 1.44) y se realizaron geles SDS-PAGE al 12.5% para comprobar el estado de

purificacion de los anticuerpos.
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VII1.5.4 Cuantificacion de Ig anti-C. culminatus

Para determinar el porcentaje de Ig especificas se realizaron inmunopurificaciones por afinidad. Para
ello se utilizaron columnas acopladas a 14 mg de veneno completo de C. culminatus. Una vez lavadas
las columnas, se afiadieron 4 mg de anticuerpos, obtenidos a partir de la mezcla de suero de conejos.
En la columna acoplada a venenos de juveniles se afnadieron los anticuerpos de conejos
hiperinmunizados con la mezcla de venenos de juveniles, mientras que, en la columna acoplada a
venenos de adultos se afiadieron los anticuerpos de conejos hiperinmunizados con la mezcla de
venenos de adultos. Para ambos casos, las columnas se incubaron durante 5 minutos para asegurar
el pegado de los anticuerpos hacia el veneno. Posteriormente se realizaron multiples lavados, y se
afiadieron 3 mL de buffer de elusiéon (100 mM 4acido acético) seguido de 9 mL de PBS 1X y el
volumen eluido fue colectado en tubos eppendorf con 200 pL de solucion amortiguadora (Tris 1M,
pH 9.0). A continuacién, se midid6 Abs 280 nm (coeficiente de extincion = 1.44) a cada tubo y
aquellos con un valor mayor a 0.05 fueron mezclados y se cuantificd el total de anticuerpos
obtenidos.

VIIl.5.5 Reconocimiento del veneno completo y crotamina de C. culminatus por el

antiveneno e inmunoglobulinas inmunopurificadas por Western-Blot

Para evaluar el reconocimiento de los anticuerpos hacia crotamina de C. molossus y crotamina de C.
culminatus, se realizd un Western-Blot. Para ésto, se corrieron 5 ug de las mezclas de venenos de
juveniles y adultos de C. culminatus en un gel SDS-PAGE al 15% de poliacrilamida en condiciones
reductoras. Una vez finalizada la corrida, el gel se transfirié a una membrana de nitrocelulosa (Trans-
blot0.45um Bio Rad) colocando tres capas de papeles filtro (3M) por debajo, a continuacién, se
coloca el gel y la membrana de nitrocelulosa, seguido de 3 capas de papel filtro por encima. La
electrotransferencia se realizd en una camara semi-seca marca INVITROGEN, a una corriente

constante de 400 mAmps durante 1 h con buffer de transferencia. Finalizada la transferencia, la
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membrana se mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente durante una noche con buffer
TBST + 5% de leche descremada Svelty. Posteriormente se realizaron tres lavados de 10 minutos
cada uno con TBST. Seguidamente, se dejo incubar 1 h con Ig anti-C. culminatus en una
concentracion de 2 pg/mL en 10 mL de TBST. A continuacion, se realizaron lavados por triplicado
de 10 min con TBST y se procedid a incubar la membrana durante 1 h con anticuerpos secundarios
Goat Anti-Rabbit IgG HRP en una dilucion 1:4000 en 10 mL de solucién TBST. Finalmente se
volvi6 a lavar la membrana y se reveld con 3 mL de buffer TMB hasta observar nitidamente las

bandas correspondientes realizando lavados con agua destilada para parar la reaccion.

IX.  RESULTADOS

IX. 1 Muestras de veneno obtenidas

Se obtuvieron 57 muestras de veneno de Crotalus culminatus provenientes de cuatro estados de la
Republica Mexicana de las cuales, 38 son de Morelos (20 adultos y 18 juveniles), 10 de Guerrero (2
adultos y 8 juveniles), 5 de Michoacan (todas juveniles), 2 de Puebla (todas juveniles). Ademas, en
el banco de venenos se contaba con 2 muestras: la primer muestra era una mezcla de 10 ejemplares
juveniles que correspondian a 5 individuos de Michoacan y 5 de Morelos y la segunda era una mezcla

de 2 individuos adultos (1 de Michoacén y 1 de Morelos).

De las 57 muestras totales se realizaron dos mezclas nuevas con las que se realizaron los siguientes
experimentos. Una de ellas estaba compuesta por 27 venenos de juveniles (20 de Morelos, 4 de
Michoacan, 2 de Puebla y 1 de Guerrero) y la segunda fue una mezcla de 24 venenos de adultos (20

de Morelos, 2 de Michoacén y 2 de Guerrero) (Figura 6).
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Figura 6. Distribucion y sitios de colecta de las muestras de veneno de C. culminatus. En azul se resaltan los estados
donde se distribuye la especie y en rojo se sefialan las localidades de donde provienen las muestras utilizadas en este

proyecto (basado en Campbell y Lamar, 2004).

1X.2 Perfiles electroforéticos por SDS-PAGE

Como paso inicial para la caracterizacion de los venenos, se realizaron los perfiles electroforéticos
por SDS-PAGE de los 57 venenos y de las mezclas de juveniles y adultos de C. culminatus
pertenecientes a los estados de Morelos, Michoacan, Puebla y Guerrero (Figura 7). De manera
general se observa que los venenos presentan bandas de alto, medio y bajo peso molecular. Podemos
observar variaciones individuales y geograficas. Por trabajos anteriores las bandas de mediano peso
molecular (37-50 kDa) podrian ser SVMP’s y entre 20-25 kDa encontramos bandas de SVMPs P-III
y SVMP’s P-1. Las bandas de pesos entre 25 y 37 kDa, podrian corresponder a SVSP’s, las PLA>’s

que migran alrededor de los 15 kDa y una banda proteica caracteristica en venenos de juveniles
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menor a 11 kDa que corresponde a crotamina (Segura et al., ).2017) Ademas en la gran mayoria de

los venenos se observd un doblete proteico debajo de los 35 kDa.

En general, los venenos de adultos individuales y la mezcla de venenos de adultos mostraron
similitudes en las bandas que migran alrededor de los 48 kDa y 25 kDa y en la mayoria de las
muestras se observan bandas menores a 11 kDa pero en menor abundancia. Los adultos de Morelos
mostraron mayor abundancia en las bandas proteicas de 20 y 48 kDa, mientras que los adultos de
Guerrero presentan un perfil con mayor numero de bandas que migraron en distintos rangos, desde
<11 kDa y hasta por arriba de 63 kDa. Ademas, los venenos de adultos de Guerrero mostraron un
triplete proteico entre los 48 y 63 kDa, mientras que los adultos de Morelos mostraban dos bandas
El perfil de la muestra V25 muestra una banda menor a 17 kDa que es mas abundante a comparacion

de otros adultos (Figura 7A, 7B, 7C, 7E, 8A y 8B).

Por otra parte, las muestras individuales de juveniles y la mezcla de venenos juveniles mostraron
bandas que migraron desde los 63 hasta por debajo de los 11 kDa, en especial se observo que todos
los juveniles presentaban una banda proteica muy abundante menor a 11 kDa. Los juveniles de
Morelos mostraron tres bandas proteicas alrededor de los 35 kDa, mientras que los juveniles de
Michoacan, Guerrero y Puebla mostraron un doblete a excepcion de la muestra V37 de Puebla que
mostro tres bandas. Existen casos (V29 y V32) donde la banda menor a 11 kDa es menos abundante

a comparacion de los otros venenos de juveniles (Figura 7B, 7C, 7D, 7E, 8A 'y 9).

Finalmente se analizaron los perfiles de la mezclas de venenos, se observaron diferencias en la
abundancia de algunas bandas como lo son las bandas de 48 y 20 kDa que pudieran ser serin

proteasas y la banda de crotamina (<11 kDa) (Figura 10).
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Figura 7. SDS-PAGE (15%) de venenos individuales y mezclas de venenos de C. culminatus. Las muestras se
separaron segun el estado del que provenian: Morelos (verde) y mezcla de Michoacan y Morelos (naranja) y su
estadio de vida. Individuos juveniles se distinguen por su clave de identificacion en color rojo, mientras que los
adultos se resaltan en azul. MPM: Marcador de peso molecular (AccuRuler RGB PLUS prestained protein
ladder, MAESTROGEN); Venenos (V#). La electroforesis se realizé en condiciones reductoras y se cargaron

20 pg por carril de cada muestra.
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Figura 8. SDS-PAGE (15%) de venenos individuales de C. culminatus de Guerrero. Los individuos juveniles
se distinguen por su clave de identificacion en color rojo, mientras que los adultos se resaltan en azul. MPM:
Marcador de peso molecular (AccuRuler RGB PLUS prestained protein ladder, MAESTROGEN); Venenos

(V#). La electroforesis se realizé en condiciones reductoras y se cargaron 20 pg por carril de cada muestra.
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Figura 9. SDS-PAGE (15%) de venenos individuales de C. culminatus de Michoacan (morado) y Puebla (rosa).
Los individuos juveniles se distinguen por su clave de identificacion en color rojo, mientras que los adultos se
resaltan en azul. MPM: Marcador de peso molecular (AccuRuler RGB PLUS prestained protein ladder,
MAESTROGEN); Venenos (V#). La electroforesis se realizoé en condiciones reductoras y se cargaron 20 pg

por carril de cada muestra.

48



MPM
PJ
PA

Figura 10. SDS-PAGE (15%) de las mezclas de venenos de C. culminatus. MPM: Marcador de peso molecular
(AccuRuler RGB PLUS prestained protein ladder, MAESTROGEN); PJ: Mezcla de juveniles; PA: Mezcla de

adultos. La electroforesis se realizo en condiciones reductoras y se cargaron 20 pg por carril de cada muestra.

Basandonos en los perfiles electroforéticos, seleccionamos veinticuatro muestras de venenos
de los cuales 10 correspondian a adultos (6 de Morelos, 3 de Guerrero, y 1 mezcla de dos
individuos de Michoacan y Morelos) y 14 de juveniles (5 de Morelos, 3 de Michoacén, 3 de
Guerrero, 2 de Puebla y 1 mezcla de diez individuos, 5 de Michoacén y 5 de Morelos) y las
mezclas de 27 juveniles y 24 adultos para realizar las siguientes actividades. Los resultados

de las actividades evaluadas se resumen en las Tabla 3 y Tabla 4.

IX.3 Cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC) y anadlisis de

masas de crotamina

En los perfiles cromatograficos de juveniles se mostraron diferencias en cantidad de las
fracciones que eluyen entre el minuto 20 y 30, en los minutos 30 al 40 se observaron entre 4
y 5 fracciones pero con diferencias en la abundancia, del minuto 41 al 60 la mayoria de los
perfiles no presentd fracciones de importancia, mientras que entre el minuto 61 y 75 hay

diferencias importantes en el nimero y abundancia de las fracciones, por ejemplo, en el
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veneno V1 tenemos 3 fracciones, mientras que en la muestra V57 observamos 6 fracciones.
Por ultimo del minuto 75 al 94 observamos variacion en la abundancia de las fracciones
algunos venenos (V32, V35, V6, V26 y V57), los cuales mostraron una fraccion muy
abundante alrededor del minuto 80 (Figura 11).

Por otro lado, en los perfiles de adultos vemos diferencias en la abundancia de las fracciones
que eluyen entre el minuto 20 y 30, por ejemplo, el V10 present6 3 fracciones, mientras que
la muestra V47 no mostr6 fracciones durante ese tiempo. Del minuto 41 al 60 casi todos los
venenos no mostraron fracciones, a excepcion del veneno V25 que mostrd una fraccion de
importancia. Del minuto 61 en adelante se observd mayor cantidad de fracciones, por
ejemplo, el veneno V54 de Guerrero presentd 12 fracciones mientras que todos los otros
venenos de adultos mostraron 10 o menos fracciones durante esos minutos (Figura 12).
Finalmente, en las muestras de las mezclas de veneno observamos una mayor cantidad de
fracciones para la mezcla de adultos (45 fracciones) que para la mezcla de juveniles (34
fracciones). Del minuto 10 al 30 no se observaron diferencias, del minuto 31 al 40 la
abundancia de las fracciones de la mezcla de juveniles fue mayor. Entre los minutos 40 y 60
observamos que hay diferencias, la mezcla de adultos mostré mayor cantidad de fracciones.
Del minuto 60 al 85 hay un numero importante de fracciones con variaciones en la
abundancia de éstas. Las fracciones que corresponden a crotamina en ambos venenos
(fracciones 6, 7, 8, 9y 10 en juveniles y 14, 15, 16, 17 y 18 en adultos) fueron evaluados en
ensayos in vivo en ratones (Figura 15).

De las mezclas de venenos realizamos SDS-PAGE de las fracciones que eluyen en los
minutos 65 al 70. En la mezcla de juveniles observamos bandas desde los 48 kDa, mientras
que en la mezcla de adultos vemos bandas de 35 kDa. Existieron diferencias en el patron de

bandeo las fracciones que eluyeron del minuto 75 en adelante. Por ejemplo, la fraccion del
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minuto 75 en la mezcla de crias mostré mayor cantidad de bandas que la mezcla de los adultos
(Figura 13 y 14). Finalmente, se determinaron las masas de las fracciones por espectrometria

de masas (ESI/MS) (Figura 15).
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Figura 11. Perfiles cromatograficos por RP-HPLC. Se analizaron 1 mg de veneno de C. culminatus

juveniles los cuales muestran variaciones geograficas e individuales. Las proteinas se detectaron a 214 nm

y la absorbancia se indica en el eje izquierdo.
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Figura 12. Perfiles cromatograficos por RP-HPLC. Se analizaron 1 mg de veneno de C. culminatus adultos,

los cuales muestran variaciones geograficas e individuales. Las proteinas se detectaron a 214 nm y la

absorbancia se indica en el eje izquierdo.
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Figura 13. Perfil cromatografico por RP-HPLC de 4 mg de veneno de una mezcla de 27 juveniles C.
culminatus. Las proteinas se detectaron a 214 nm y la absorbancia se indica en el eje izquierdo. A continuacion,
las fracciones se separaron mediante SDS-PAGE 15% en condiciones reductoras y tefiidos con azul de
Coomassie R-250. MPM (Marcador de peso molecular, AccuRuler RGB PLUS prestained protein ladder,
MAESTROGEN). Fracciones de la mezcla de venenos (1-34). La electroforesis se realizd en condiciones

reductoras y se cargaron 20 pug por carril de cada muestra.

55



Mezcla de Adultos

4000-
3500
3000
2500
£
c
3 2000
~N
<
1500+
1000+
500
0
0
Tiempo (min)
(<] ) 2
2 o 5
[ [ °3
= s g. B = s g‘ C = g £
A as c z £¢o
o o - ) -
Eguumﬂ'mwv\wm E§88 N2§£$t12>0§°’8 Q3 & 8
s fifss ==
bt —— 45— 48— -
35— 35—%= 35—
—
25— 25—
= 20— - =W - - -
17— 17— e,
M= - - - 17— B
! - "l ST T .
|
)
g K
pELE EES 8 3
=38k R385 883 £E8 58389 23
(== s
48: - 63—
35— — 48—
< - — 35—
- i 4
3 -
13 L —— 20
11— -4 73
- 11—

Figura 14. Perfil cromatogrifico por RP-HPLC de 4 mg de veneno de una mezcla de 24 adultos C.
culminatus. Las proteinas se detectaron a 214 nm y la absorbancia se indica en el eje izquierdo. A continuacion,
las fracciones se separaron mediante SDS-PAGE 15% en condiciones reductoras y tefiidos con azul de
Coomassie R-250. MPM (Marcador de peso molecular, AccuRuler RGB PLUS prestained protein ladder,
MAESTROGEN). Fracciones de la mezcla de venenos (1-45). La electroforesis se realizd en condiciones

reductoras y se cargaron 20 pug por carril de cada muestra.
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Figura 15. Perfiles cromatograficos por RP-HPLC de 2.5 mg de las mezclas de venenos de juveniles y

adultos. Para algunas fracciones se determinaron las masas moleculares por medio de electrospray.

1X 4 Actividad proteolitica en gelatina

Los venenos evaluados hidrolizaron algunos componentes de la gelatina. Los venenos de

individuos juveniles (rojo) muestran un patrén muy similar entre ellos degradando alrededor

los componentes con masas de 35 y 48 kDa; sin embargo, presentan algunas diferencias. Por
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ejemplo, los venenos de juveniles de Michoacdn (V3, V4 y V57) muestran actividad
proteolitica desde los 135 kDa, mientras que los demdas venenos no muestran actividad por
arriba de los 63 kDa. Por otro lado, tienen actividad sobre componentes de masas cercanas a
los 25 kDa (V1, V5, V8, V44, V26, V52 y V56). Los venenos individuales de adultos (azul)
muestran patrones mas heterogéneos entre ellos y, a comparacion de los juveniles, una
degradacion con menor intensidad. La mayoria de los venenos de adultos hidrolizaron los
componentes con masas por debajo de los 63 kDa; sin embargo, algunos de ellos como V25,
V41, V7y V54 muestran degradacion de los componentes de la gelatina con masas de 20 a
25 kDa. Las mezclas de veneno de juveniles y adultos son contrastantes con la degradacion
observada en los venenos individuales, siendo asi que la mezcla de venenos de juveniles (PJ)
presenta una degradacion mas intensa de los componentes de la gelatina con masas alrededor
de los 48 kDa, mientras que la mezcla de venenos de adultos (PA) las principales bandas de

hidrolisis se observan a los 63 kDa y por arriba de la banda de 25 kDa (Figura 16).
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Figura 16. Actividad gelatinolitica de venenos individuales de C. culminatus juveniles (rojo) y adultos
(azul). La hidrdlisis de la gelatina que se traduce como actividad proteolitica se observa como zonas claras.
MPM: Marcador de peso molecular (AccuRuler RGB PLUS prestained protein ladder, MAESTROGEN). V#;
venenos. PJ; mezcla de 27 venenos de juveniles de C. culminatus. PA; mezcla de 24 venenos de adultos de C.
culminatus. La electroforesis se realizd en condiciones no reductoras, se cargaron 10 pg por carril de cada

muestra y los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie R-250.

IX.5 Actividad fosfolipasa (PLA;) en zimograma usando sustrato yema de huevo

La actividad fosfolipasas de los 24 venenos individuales se evalu6 realizando zimogramas

con solucion de yema de huevo al 2% como sustrato. La actividad fosfolipasa se observa
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como la regiéon mas obscura. Los venenos de juveniles (rojos) evaluados hidrolizaron los
componentes de la yema de huevo con una masas de 17 kDa, mientras que solo dos venenos
de adultos (V39 y V24) presentaron actividad fosfolipasa observado como halos de
degradacion la zona donde estan los componentes con masas de 25 y 11 kDa. Los venenos
individuales de juveniles muestran degradacion de la zona en la que se encuentran
componentes de 17 kDa y en el caso del veneno V37 se observa un halo de degradacion de

la zona de componentes con masa inferior a los 11 kDa. (Figura 17).

Guerrero Guerrerd

\

Figura 17. Actividad fosfolipasa (PLA:) de venenos individuales de C. culminatus juveniles (rojos),

adultos (azules). La actividad se ve como un halo de degradacion sobre la placa de solucion de yema de huevo
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al 2% y rodamina 6G. MPM: marcador de peso molecular (AccuRuler RGB PLUS prestained protein ladder,
MAESTROGEN); V#: venenos. La electroforesis se realizo en condiciones reductoras, se cargaron 10 pg por
carril de cada muestra y las placas fueron observadas con luz ultravioleta.

1X.6 Actividad proteolitica sobre azocaseina

Los venenos individuales hidrolizaron la azocaseina en rangos de actividad de 0.4 U/mg
(V44) a 7 U/mg (V10) (Tabla 2 y 3). Los venenos de individuos juveniles presentan
actividades de entre 0.4 a 5 U/mg, en comparaciéon con los venenos de adultos (0.5 a 7
U/mg) (Figura 18 A). De igual manera, la mezcla de venenos de juveniles presenta una
menor actividad (4 U/mg) que la mezcla de venenos de adultos (5 U/mg) (Figura 18 B). Al
inhibir la actividad proteolitica de las SVMP’s con EDTA, atin quedd una actividad residual
de los venenos individuales. Algunos de los venenos conservaron gran parte de la actividad
(V32, V35, V3, V4, V10, V18, V39, V47, V45, V7, V24 y PA), hidrolizando hasta 4 U/mg
(V32). Las mezclas de venenos de juveniles y adultos también fueron preincubados con el
inhibidor de SVMP’s, BATIMASTAT. Estos resultados fueron muy similares a los obtenidos
a partir de la inhibicion de las mezclas de venenos con EDTA (Figura 18 B), lo que indica
que la actividad total estd siendo mediada tanto por SVMP’s como por SVSP’s y que existen
diferencias individuales en cuanto a la abundancia de las enzimas proteoliticas dentro de los

venenos (Figura 18 A).
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Figura 18. Actividad proteolitica sobre azocaseina. A) Proteolisis de 24 venenos individuales. Las barras
grises corresponden a venenos no tratados y las barras negras a venenos preincubados con EDTA. B) Proteolisis
de las mezclas de venenos de adultos (PA) y juveniles (PJ) sin inhibir y con dos inhibidores, EDTA y
BATIMASTAT. Los datos de protedlisis se reportan como U/mg + DS. Los datos rojos corresponden a las

muestras de juveniles y los datos azules a adultos.

1IX.7 Neutralizacion de la actividad proteolitica

Los tres lotes de antiveneno fueron capaces de neutralizar la actividad proteolitica de ambas
mezclas. La actividad proteolitica de la mezcla de venenos de juveniles (PJ) fue mejor
neutralizada por el lote B-0A-32, mientras que se requirié mayor cantidad de los lotes B-8K-
35 y B-7B-31 para la neutralizacion de la actividad proteolitica sobre azocaseina. De manera
similar, la actividad proteolitica de la mezcla de los venenos de adultos (PA) fue mejor
neutralizada por el lote B-0A-32 a comparacion de los otros dos lotes de antiveneno. En todos
los casos se necesitaron mayores cantidades de antiveneno para poder neutralizar la actividad

de la mezcla de venenos de adultos. (Tabla 2)

Tabla 2. Neutralizacion de la actividad proteolitica por tres lotes de Antivipmyn

Lote de Antivipmyn

ID B-8K-35 B-7B-31 B-0A-32
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ECso (ng)

PJ 74.31 (63.10a 88.37)  71.09 (34.702967.4) 58.54 (33.15a312.4)

PA 228.5(191.8a279.8) 308.0 (207.4a 1000)  86.89 (63.76 a 127.3)

*ECso Concentracion media efectiva. El intervalo de confianza del 95% se muestra
entre paréntesis. Los resultados se presentan como pg de antiveneno capaces de

neutralizar la actividad de 20 pg de veneno.

1IX.8 Actividad fosfolipasa (PLA3) por ensayo titulométrico

En cuanto a la actividad fosfolipasa se evalud la actividad de la mezcla de venenos de
individuos juveniles (PJ), la mezcla de venenos de adultos (PA) y como control positivo de
la actividad se utilizo6 el veneno de Micrurus browni.

El control positivo presenté un valor de 116.2 (+ 22) U/mg, mientras que la mezcla de
venenos de adultos (PA) mostrd un valor de 10.7 (£ 0.5) U/mg, y la mezcla de venenos
juveniles (PJ) dio un valor de 6.9 (+ 0.8) U/mg (Tabla 4). Por lo tanto, a comparacion del
veneno de M. browni, ambas mezclas de venenos mostraron valores bajos de actividad siendo

la mezcla de venenos de juveniles la que presenta la menor actividad.

IX.9 Actividad fibrinogenolitica

Todos los venenos de adultos (azul), juveniles (rojo) y ambas mezclas degradaron la cadena
o del fibrindgeno y la mayoria de los venenos fueron capaces de degradar de manera
completa (V32, V35, V10, V18, V25, V39, V45, V7, PCy PA) o parcialmente (V1, V5, V44,
V26, V6, V37, V4, V57, V41, V47 y V24) la cadena B (Figura 19A). La mayoria de los

venenos de juveniles también degradaron parcialmente la cadena y (V26, V52, V56 y V57)

63



y solo dos venenos lo hicieron por completo (V32 yV4). Los venenos de adultos no
degradaron la cadena vy, a excepcion de los venenos V18 y V7. Estos resultados indican que
los individuos juveniles presentan una mayor actividad fibrinogenolitica en comparacion de
los venenos de adultos.

Tanto la mezcla de juveniles como la mezcla de adultos fueron capaces de degradar las
cadenas a y 3 por completo pero no lay (Figura 19 C). Los venenos inhibidos con batimastat
perdieron por completo su actividad fibrinogenolitica.

Al preincubar los venenos con EDTA la degradacion de las cadenas disminuy6. Ambas
mezclas de venenos recuperaron completamente las tres cadenas, sin embargo, en los
venenos V25, V39, V44, V3 y V57 observamos degradacion parcial de la cadena o y 3
(Figura 19 B). Estos resultados confirman que tanto las SVMP’s como las SVSP’s

contribyuen a la actividad fibrinogenolitica.
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Figura 19. Actividad fibrinogenolitica de 24 muestras individuales, mezcla de venenos de juveniles y

mezcla de venenos de adultos de C. culminatus. La actividad fibrinogenolitica se evalué en SDS-PAGE al
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12,5% en condiciones reductoras. A) Actividad fibrinogenolitica de venenos individuales. Las muestras
juveniles estan marcadas con rojo, las muestras adultas con azul. B) Actividad fibrinogenolitica de venenos
individuales preincubados con el inhibidor EDTA. C) Evaluacion de la actividad fibrinogenolitica del veneno
incubado con EDTA y Batimastat de las dos mezclas de venenos. MPM; marcador de peso molecular
(AccuRuler RGB PLUS prestained protein ladder, MAESTROGEN). Fg; Fibrindgeno, V#; venenos, PC;
mezcla de venenos de juveniles de C. culminatus), PA; mezcla de venenos de adultos de C. culminatus).

IX. 10 Actividad letal

La letalidad fue expresada como DLso. Los venenos de C. culminatus presentaron un amplio
rango que va desde 7 pg/ratéon (I.C. 6 a 7) hasta 323 pg/raton (I.C. 289 a 351) (Tabla 3;

Figura 20). Los venenos de juveniles fueron mas letales (DLso: 7 a 97 pg/ratén) que los

venenos de adultos (DLso: 12 a 323 pg/ratdon). En general para los juveniles los venenos de
la region de Morelos fueron los mas letales, mientras que para los venenos de adultos lo
fueron los de Guerrero y los menos letales los del estado de Morelos. Durante los ensayos se
observd que la mayoria de los venenos tanto de juveniles como de adultos ocasionaban una
paralisis rigida en las extremidades de los ratones inyectados. Este efecto se relaciond con la
actividad de crotamina y fue mds consistente en los venenos de juveniles (Tabla 3; Tabla
4). Finalmente, se determiné la DLso de crotamina purificada por cromatografia de exclusion

molecular a partir del veneno de crias de C. culminatus y se obtuvo un valor de 50.4 pug/raton.
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Figura 20. Letalidad (DLso) de venenos de C. culminatus. Los datos de DLso (ng/raton) Las barras rojas

corresponden a las muestras de crias/juveniles y las azules a los adultos

Tabla 3. Actividades bioquimicas y bioldgicas de crias y adultos de C. culminatus

Actividad
Letalidad (DLso)
Proteolitica Actividad
ID Estado
Fibrinogenolitica
(ug/raton) (ng/g) (U/mg)
JUVENILES

Morelos 11 (11-12) 0.6 (0.5-0.6) 05+0 o p*
Morelos 7(06-7) 0.3(0.3-0.4) 050 o p*
Morelos 21(19-23) 1(09-1) 0.6+£0.1 o
Morelos ND 5%0.1 afy
Morelos 97 (96-97) 5 (5-6) 440 o B
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V44  Morelos/Michoacan ND 0410 o B*
V26 Guerrero ND 1+0 o B*y*
- Guerrero 11 (10-12) 0.5 (0.5-0.6) 1+0 o B y*
V56 Guerrero ND 0.8+0.1 o p* y*

- Puebla 80 (71 - 87) 4(4-5) 4+0.1 o B*

Puebla 16 (16-17) 0.8 (0.8-0.9) 0.5%0.1 o B*

Michoacén 22 (22-23) 1(1-2) 5+0.4 o

Michoacan 21 (20-21) 1 (0.9-1) 440 o p*

V57 Michoacan ND 4402 o B*y*
ADULTOS

V10 Morelos 323 (289-351) 17(16-18) 7+03 af
V18 Morelos 65 (64 - 660) 9@8-9) 6102 o py*

Morelos ND 1+0 o B

. Morelos ND 0.5+0 af

V41 Morelos ND 6102 o p*

- Morelos 12 (11-13) 0.6 (0.5-0.7) 5+0.1 o B*

V45 Morelos/Michoacan 38 (36-39) 2 (1-2) 5£0.2 af
V7 Guerrero 56 (51 - 60) 3(2-3) 6103 o py*

V24 Guerrero 66 (64 - 69) 3(3-4) 5£0.2 o B*

Guerrero 28 (27-28) 2 (1-2) 2410 o p*

En ensayos in vivo se observo efecto crotamina (paralisis)

*  Degradacion parcial

Tabla 4. Actividades bioquimicas y bioldgicas de la mezcla de venenos de juveniles y la mezcla de venenos de adultos

de C. culminatus

Actividad Actividad
Letalidad (DLso) Actividad PLA;
ID Estado Proteolitica Fibrinogenolitica
(ug/ratén) (ng/g) (U/mg) (U/mg) oy
Morelos/Michoacan
21 (18-26) 1(0.9-1) 4+0.1 11£0.5 o pB*
/Guerrero/Puebla
Morelos/Michoacan
50 (28-52) 3(1-3) 5+0.2 7+1 o p*
/Guerrero/Puebla

- En ensayos in vivo se observo efecto crotamina (paralisis)

*  Degradacion parcial
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IX 11 Nivel de reconocimiento de los sueros de conejo inmunizados con veneno de C.

culminatus

Se analizaron los titulos para las mezclas de juveniles (PJ), de adultos (PA) asi como de
crotamina previamente purificada de C. molossus nigrescens y C. culminatus. Se evaluaron
los sueros de los conejos 40 y 41 los cuales fueron inmunizados con la mezcla de venenos de
juveniles y de los conejos 42 y 43 que fueron inmunizados con la mezcla de venenos de
adultos. También se evaluaron los titulos de las mezcla de sueros que se obtuvieron en la

sangria a blanco (mezcla 40/41 y mezcla 42/43).

En el ensayo de ELISA contra el veneno completo de juveniles el suero del conejo 40, en el
dia 28 (segunda sangria), presentd un titulo de 29,202 y fueron incrementando hasta llegar a
126,097 (dia 108, sexta sangria), mientras que del conejo 41 presentd titulos mayores, en
donde el dia 28 se tuvo un valor de 99,708 y en el dia 108 de 347,726. Ademas la mezcla de
sueros de los conejos 40 y 41 mostrd un titulo de 159,492, mientras que para la mezcla de

sueros de los conejos 42 y 43 el valor fue de 354,790 (Figura 21 A).

Para el conejo 42 no fue posible obtener las sangrias 1, 2 y 5. En el ensayo contra el veneno
completo de adultos, el suero del conejo 42 en el dia 43 (tercera sangria) llegd a un titulo de
71,128 y para el dia 108 se increment6 a 234,200. Para el conejo 43 en el dia 43 tuvimos un
titulo de 15,720 que para el dia 108 llegd a 100,569. La mezcla de sueros de los conejos 40
y 41 contra el veneno de adultos mostrd un titulo de 194,578 y para la mezcla de sueros de

los conejos 42 y 43 el titulo fue de 108,194 (Figura 21 B).
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En el ensayo para el reconocimiento de la crotamina de C. m. nigrescens el suero del conejo
40 en el dia 76 (quinta sangria y onceava inmunizacion) mostr6é un titulo de 33,789, sin
embargo, para el dia 108 el titulo del conejo 40 disminuy6 a 35,064, mientras que, para el
suero del conejo 43 el titulo del dia 76 fue de 15,267 y el titulo final (dia 108) fue de 6,921.
La mezcla de sueros de los conejos 40 y 41 mostr6 un titulo de 35,349, mientras que la mezcla

de los conejos 42 y 43 fue menor dando un valor de 11,771 (Figura 21 C).

Finalmente, el titulo del suero del conejo 40 contra crotamina de C. cu/minatus en el dia 76
fue de 44,388 que para el dia 108 finaliz6 en 35,285. Por otra parte, en el dia 76 el suero del
conejo 43 contra crotamina de C. culminatus mostré un titulo de 29,345 y para el dia 108 el
valor del titulo disminuy6 a 14,889. El titulo de la mezcla de sueros de los conejos 40 y 41
fue de 36,265, mientras que la mezcla de los conejos 42 y 43 fue menor con un valor de

15,857 (Figura 22 D).

Para los casos de reconocimiento de crotamina los titulos de la mezcla de los sueros 40 y 41

fue mayor a comparacion de la mezcla de sueros de los conejos 42 y 43.
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Figura 21. Medicion de titulos contra la mezcla de venenos. De juveniles C. culminatus (A), mezcla de

venenos de adultos (B), crotamina de C. molossus nigrescens (C) y crotamina de C. culminatus (D). Se grafico

el numero de titulos generados (ECso) contra los dias en los que se realizo la sangria para obtener los anticuerpos.

[X.12 Inmunoglobulinas especificas contra el veneno de C. culminatus

Después de obtener los sueros de cada conejo se procedi6 a realizar una mezcla de sueros de

conejos hiperinmunizados con veneno de juveniles y una mezcla de sueros de conejos

hiperinmunizados con veneno de adultos, su purificacion mediante acido caprilico (véase

ANEXO 2) e inmunopurificacion. El porcentaje de anticuerpos especificos fue de 31.9 y

10.7 para los anticuerpos de PJ y PA, respectivamente. Lo que nos indica que hay mayor

cantidad de anticuerpos hacia el veneno de C. culminatus por parte de los Ig producidos por
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la hiperinmunizacion con el veneno de juveniles a comparacion del veneno de adultos

(Figura 22).
40-
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Figura 22. Porcentaje promedio de inmunoglobulinas especificas para el veneno de C. culminatus.

[X.13 Potencia neutralizante de la actividad letal

Los tres lotes de antiveneno Antivipmyn fueron capaces de neutralizar la letalidad de la
mezcla de venenos de juveniles (PJ) y la mezcla de venenos de adultos (PA). La hoja de
especificaciones de la empresa SILANES que acompaiia al vial de Antivipmyn indica que
un vial es capaz de neutralizar no menos de 790 DLso de Crotalus sp. Los resultados
mostraron una buena neutralizacion hacia los venenos de C. culminatus. La mezcla de
venenos de juveniles fue la que requiri6 1.2 veces mas que PA con los lotes B-7B-31 y B-
8K-35, mientras que el lote B-0A-32 neutralizé mejor el PJ (Tabla 5). De igual manera, para
el caso de las inmunoglobulinas de conejos hiperinmunizados, la mezcla de venenos de
juveniles (PJ) requirié ~1.8 veces mas que la mezcla de venenos de adultos (Tabla 6).
Finalmente, se evalud la neutralizacion del efecto crotamina “paralisis rigida” por medio del

antiveneno comercial y las inmunoglobulinas de conejos. Tanto los antivenenos como las
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inmunoglobulinas de conejos hiperinmunizados con mezcla de venenos de adultos no
lograron neutralizar el efecto. Por otra parte, se encontré que 3.7 mg de inmunoglobulinas de
conejos hiperinmunizados con veneno de juveniles fueron capaces de neutralizar el efecto
crotamina de la mezcla de venenos de juveniles. Ademas, estos anticuerpos se retaron contra
50 pg de crotamina pura de C. culminatus y se necesitaron 1.035 mg de anticuerpos para

neutralizar la actividad.

Tabla 5. Dosis efectiva media (DEso) de tres lotes de antiveneno Antivipmyn

Lotes de Antiveneno

3DLso
ID B-0A-32 B-7B-31 B-8K-35
(ng)
(mgAV/ mgV) (mgAV/ mgV) (mgAV/ mgV)
PJ 63.03 5(4.5a5.5) 11.8 (10.7 2 12.5) 7.5(5.3a8.9)
PA 149.7 6.1(5.9a6.1) 9.7(9.629.8) 6.1(5.9a6.7)

Los resultados se muestran como mg de antiveneno necesarios para neutralizar 1 mg de veneno (mg AV/mg V).

Tabla 6. Potencia neutralizante (DEso) de inmunoglobulinas de conejo purificadas por afinidad

Ig de conejo hiperinmunizado con veneno de Ig de conejo hiperinmunizado con veneno de
Veneno/Ig juveniles adulto
(mg Ig/ mg V)
PJ 10.9 (10.4 —11.5) 123 (12.2-12.3)
PA 59(5.8-5.9) 6.3 (6.1 -6.6)

Los resultados se muestran como mg de inmunoglobulinas necesarios para neutralizar 1 mg de veneno (mg Ig/mg V).
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1IX 14 Reconocimiento del antiveneno hacia veneno completo y crotamina por Western-
Blot

Las IgGs previamente inmunopurificadas de juveiles y adultos mostraron mejor
reconocimiento hacia todas las proteinas observadas en los geles y en ambos casos
observamos un mejor reconocimiento hacia crotamina (Figura 23 A y 23 B).

Los tres lotes de antiveneno mostraron un buen reconocimiento de las bandas con pesos
moleculares altos (75 a 25 kDa), mientras que las proteinas con menores pesos fueron mal
reconocidas (<11 kDa). Los lotes B-7B-31 y B-0A-32 mostraron un mejor reconocimiento
hacia crotamina (Figura 21 C y 21 D) en comparacion del lote B-8K-35 donde hubo nulo
reconocimiento hacia crotamina de C. molossus nigrescens y muy poco hacia la crotamina

de C. culminatus (Figura 21 E).
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Figura 21. Western-Blot de anticuerpos inmunopurificados A) IgG anti-C. culminatus de conejos
hiperinmunizados con una mezcla de venenos crias, B) IgG anti-C. culminatus de conejos
hiperinmunizados con venenos de adultos y tres lotes de Antivipmyn C) B-0A—32, D) B-7B-31 y E) B-
8K-35. Mezcla de venenos de adultos (PA) Mezcla de venenos de juvenils (PJ), crotamina de C. molossus

nigrescens (CCm) y crotamina de C. culminatus (CCc).

X.  DISCUSION
Debido a la gran diversidad de serpientes de cascabel en México y la alta variacion en la

composicion del veneno intra e interespecifica encontrada en algunas especies, es de suma
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importancia que los antivenenos mexicanos sean efectivos en el tratamiento clinico de
cualquier envenenamiento por una vibora de cascabel en todo el territorio mexicano. Sin
embargo, el reto es complejo dada la gran diversidad. Asi mismo comprender las variaciones
de los venenos ayudaria a los médicos a comprender y predecir la fisiopatologia (Amazonas
et al., 2019).

En primera instancia se evaluo si existian diferencias bioquimicas entre los venenos de
individuos juveniles y adultos de C. cu/minatus. La separacion en geles de poliacrilamida y
el fraccionamiento mediante RP-HPLC de los venenos de individuos juveniles y adultos nos
permitid identificar diferencias existentes entre los venenos. En los geles de poliacrilamida
se observaron perfiles muy similares entre los ejemplares adultos y juveniles de Morelos,
Michoacén, Puebla y Guerrero con variaciones en las abundancias de las bandas.

La banda proteica que por medio de SDS-PAGE permite ser ubicada por debajo de los 11
kDa fue identificada mediante espectrometria de masas y por actividad bioldgica como
crotamina. Este corrimiento andmalo ya ha sido reportado en el veneno de C. m. nigrescens
y nosotros lo corroboramos para C. culminatus. El efecto crotamina también conocido como
paralisis rigida, tetdnica o espastica se caracteriza por provocar una inmovilizacion de las
extremidades traseras de ratones (Ponce-Lopez et al., 2021). Ponce y colaboradores (2021)
hallaron cinco isoformas de crotamina en el veneno de C. m. nigrescens (Ponce-Lopez et al.,
2021) y Smith y Schmidt (1990) encontraron variantes polimoérficas de crotamina en el
veneno de C. d. terrificus. En este trabajo encontramos por RP-HPLC 10 fracciones con pesos
moleculares de 4958.26, 4959.9, 4956.96, 4526.71, 4527.38 para la mezcla de venenos de

juveniles y 4958, 4959.14, 4959.45, 4959.24 y 4526.4 para la mezcla de venenos de adultos.
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A pesar de que esta toxina fue identificada en ambas mezclas de venenos, en los perfiles
electroforéticos y cromatograficos individuales de algunos ejemplares adultos se observo
nula o poca abundancia de dicha banda y/o fraccion lo que nos indica variaciones ontogénicas
e intraespecificas en el veneno de C. cu/minatus. De manera similar, Borja y colaboradores,
hallaron variacioén ontogénica en la presencia de crotamina para C. m. nigrescens, donde el
veneno de crias (LT: <70 cm) contiene crotamina en proporciones importantes, mientras que
en los adultos (LT: <70 cm) se reducen practicamente a cero pero una mayor abundancia de
SVMP’s (Borja et al., 2018b). Por otro lado, Durban y colaboradores quienes determinaron
los perfiles protedmicos y transcriptomicos de la glandula de veneno de un ejemplar cria y
un adulto de C. culminatus de la region de Morelos (Durban et al., 2017). El proteoma del
individuo cria tuvo un menor porcentaje de SVMP’s P-I (24.3%) y P-III (17.3%) en
comparacion del adulto donde las SVMP’s representaban aproximadamente el 46% de la
composicion total del veneno (P-I 20.2%; P-III 25-7%), pero en la cria el porcentaje de
crotamina y PLA; era mayor (cria 11.1% y 13.5%; adulto 6.0% y 3.8%, respectivamente)
(Durban et al., 2017). La variacion ontogénica de crotamina se ha reportado para otras
especies de cascabel como: C. basiliscus, C. m. nigrescens, C. adamanteus y C. tzabcan

(Borja et al., 2018b; Colis-Torres et al., 2022; Margres et al., 2015).

X.1 Actividades bioquimicas y bioldgicas

X.1.1 Actividad proteolitica

Los resultados mostraron que la actividad estd dada por SVMP’s y SVSP’s debido a que la
pre-incubacion de los venenos individuales y las mezclas de venenos con el agente quelante
(EDTA) inhibi6 parcialmente la actividad. Los adultos son mas proteoliticos con rangos de

0.5 a 7 U/mg, en comparacion de los venenos de individuos crias con rangos entre 0.4 a 5
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U/mg (ANEXO 3). Por otra parte, los resultados obtenidos a partir de la zimografia sobre
gelatina apoyan la variacion ontogénica y geografica en los venenos de C. culminatus. Los
patrones de degradacion ocasionados por los venenos de adultos en los geles son muy
variables, a diferencia de los juveniles donde el patron de degradacion es similar entre todos
los venenos evaluados. Durban y colaboradores hallaron SVMP’s P-1'y P-III en los venenos
de C. culminatus (Durban et al., 2017) y basandonos en la clasificacion de Mackessy los
venenos con alta actividad proteolitica se clasifican como venenos tipo I, por lo que podemos
inferir que la abundancia de SVMP’s P-1 es mayor en juveniles que en adultos debido a los
halos de degradacion que se observan en los ensayos de actividad gelatinolitica se ubican
entre los 48 y 35 kDa, a diferencia de los adultos donde el patron de degradacion es mas
heterogéneo y la mayoria de ellos hidrolizaron componentes con masas de alrededor de los
63 kDa por lo que el veneno de adultos podria estar compuesto mayoritariamente por
SVMP’s P-111, lo cual es contrastante con el proteoma reportado por Durban para un adulto
de C. culminatus (Durban et al., 2017). La accion de esta clase de proteasas contribuye a una
mayor actividad. Dentro de la clase P-I de SVMP existen enzimas que ejercen alta actividad
proteolitica en constituyentes de la cascada de la coagulacion (Dawson et al., 2021). Los
resultados que se obtuvieron referentes a estas dos actividades indican una variacion entre
ejemplares juveniles y adultos las cuales se correlacionan con los perfiles electroforéticos y
cromatograficos en los que se observa abundancia de las bandas y fracciones proteicas que
corresponden a SVMP’s. Esto se correlaciona con lo reportado por Neri y colaboradores para
una mezcla de venenos de C. s. culminatus (actualmente C. culminatus), donde observaron
una alta actividad proteolitica que se relaciona con alto porcentaje de metaloproteinasas P-I

y P-1II (48.5%) (Castro et al., 2013).
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X.1.2 Actividad fibrinogenolitica

El fibrin6geno es una proteina plasmatica que interviene en la cascada de coagulacion. Esta
formada por dos moléculas simétricas unidas por dos puentes disulfuro. Cada molécula se
compone de tres cadenas, o, B y y con pesos moleculares de 63.4, 56 y 47 kDa,
respectivamente. Las fibrinogenasas de los venenos de serpiente suelen degradar las cadenas
o o B. Se sabe que las SVMP’s actlian en el sitio de inyeccioén del veneno degradando
coldgeno y otras proteinas de matriz extracelular, ocasionando danos locales tisulares.
Mientras que, las SVSP’s son absorbidas y se mantienen en circulaciéon sanguinea
contribuyendo a la degradacion de fibrindgeno (Neri-Castro et al., 2020b). Se observaron
variaciones ontogénicas, todos los adultos degradaron las cadenas o y 3, mientras que en los
juveniles se observé una mayor variacion en donde 2 de los 14 venenos individuales
degradaron solo la cadena o, 12 de los 14 degradaron las cadenas oo y By 5 de los 14
degradaron las tres cadenas. Ambas mezclas fueron capaces de degradaron la cadena o y solo
de manera parcial la cadena . Al realizar la inhibicion de la actividad con el agente quelante
EDTA la actividad se inhibio parcialmente en casi todos los venenos a excepcion de la
mayoria de los venenos de Morelos (V1, V4, V10, V18, V25, V39, V41 y V44), donde aun
se observaba una degradacion parcial de las cadenas a y/o 3 (Tabla 3 y 4). Estos resultados
mostraron que todos los venenos analizados tuvieron actividad fibrinogenolitica siendo las

SVMP’s y SVSP’s de los venenos las principales responsables de la actividad.

X.1.3 Actividad fosfolipasa
Para determinar la actividad fosfolipasa (PLA>’s) se realizaron dos ensayos: Ensayo

titulométrico para evaluar la actividad enzimatica de las mezclas de venenos y zimografia
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para evaluar la actividad en los venenos individuales. En ambos casos se utiliz6 una solucion
de yema de huevo como sustrato. Se encontr6 variacion en los venenos relacionada a la edad.
Los venenos de individuos juveniles y la mezcla de venenos de juveniles (PJ) tuvieron mayor
actividad enzimatica que los venenos de ejemplares adultos y la mezcla de venenos de adultos
(PA) (PA 6.9 £0.8 U/mg; PJ 10.7 £0.5 U/mg). En la zimografia, todos los venenos
individuales de crias mostraron halos de degradacion entre los 17 y 11 kDa. Por otra parte,
solo 2 de los venenos individuales de los adultos (V24 y V39) mostraron bandas de
degradacion entre los 25 y 17 kDa. A pesar de la variacién encontrada, si comparamos
nuestros resultados con el control utilizado (M. browni) y lo reportado para otras serpientes
de cascabel, podemos concluir que los venenos de C. culminatus tienen baja actividad
fosfolipasa. En individuos de C. basiliscus se ha reportado alta actividad fosfolipasa con
valores de entre 60-134 U/mg (Colis-Torres et al., 2022). Ademas, por experiencia dentro
del laboratorio del Dr. Alejandro Alagon Cano, los venenos con una importante actividad
fosfolipasa como los venenos de elapidos que se caracterizan por presentar un elevado
contenido de PLA>’s (Neri-Castro et al., 2020a) presentan actividades con valores de hasta
600 U/mg en Micrurus laticollaris, 290 en M. diastema (datos no publicados), 284.6 U/mg
para M. browni (Bénard-Valle et al., 2020) y 492 U/mg en M. fulvius (Vergara et al., 2014).
La yema de huevo se compone en un 65% de triaciglicéridos, 28.3% de fosfolipidos, 5.2%
de colesterol y ~1% de ésteres de colesterol. Las clases de lipidos encontradas en la yema de
huevo suelen ser variables pero se compone principalmente de fosfatidilcolina (~70%),
fosfatidiletanolamina (~25%), esfingolipidos (~5%) asi como fosfatidilinositol y
fosfatidilserina (~1%) (Abousalham y Verger, 2000). La composicion variable de la yema de

huevo puede explicar la variacion en los venenos (Colis-Torres et al., 2022).
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X 1.4 Letalidad

La letalidad ocasionada por los venenos de cascabeles es un efecto producido por la
accion en conjunto de uno o varios componentes del veneno (Colis-Torres et al., 2022).
Nuestros resultados indican que la letalidad de los venenos de C. culminatus fue diferente
entre individuos juveniles y adultos, siendo que la DLso de los juveniles es menor, lo que
representa una mayor letalidad. La letalidad de los venenos dentro de C. culminatus parece
estar relacionada con el alto porcentaje y abundancia de SVMP’s y crotamina o,
alternativamente de una sinergia entre varias toxinas lo que puede permitir que un veneno

alcance una potencia alta con menos toxinas (Laustsen, 2016).

Mackessy realiz6 una clasificacion de los venenos de serpientes en la que considera que
los venenos que muestran niveles mas altos de actividad de metaloproteasa y menor toxicidad
(>1 ng/g de peso corporal de raton) se denominaran venenos de tipo I, mientras que aquellos
con baja actividad de metaloproteasa y mayor toxicidad (<1 pg/g de peso corporal de raton
peso corporal) se denominaran venenos de tipo II. De acuerdo a esta clasificacion y a los
resultados de los perfiles bioquimicos, de actividades bioldgicas y la letalidad observada, la
mayoria de los venenos de individuos juveniles de C. culminatus y la mezcla de juveniles
evaluado en este proyecto corresponden a venenos tipo Il ya que muestra una menor actividad
proteolitica, y una DLso con un rango entre 0.3 a 4 ug/g. Por otra parte, la mayoria de los
venenos de los adultos y la mezcla de venenos de adultos, tienen alta actividad proteolitica y

DLso mayores a 1 ng/g por lo que corresponderian a venenos de tipo I. Algunos venenos de

juveniles presentan caracteristicas intermedias con DLso <1 pg/g y alta actividad proteolitica

(Tabla 3).

81



Se ha reportado que la abundancia de SVMP’s en los venenos de serpientes se relaciona
con una mayor actividad proteolitica, sin embargo, en este trabajo se encontrd que la
importante abundancia de SVMP’s para los juveniles de C. culminatus no necesariamente se
ve reflejada en la actividad proteolitica. Como se habia mencionado la letalidad reportada
para los venenos juveniles de C. culminatus podria estar dada por la abundancia de crotamina
0 una sinergia entre toxinas. Para ello haria falta un trabajo que separe y evalte la letalidad
de los componentes de manera individual y realizando mezclas de las fracciones con el

objetivo de comprobar si existen sinergias entre ellas que potencien la letalidad.

X.2 Variacion geografica y ontogénica

Las variaciones intraespecificas en los venenos de cascabeles han sido descritas para muchas
especies como C. mictlantecuhtli, C. basiliscus, C. m. nigrescens, C. simus, C. tzabcan, C.
lepidus, C. atrox, C. viridis, C. scutulatus, C. s. scutulatus C. oreganus (Borja et al., 2018b,
2018a; Castro et al., 2013; Colis-Torres et al., 2022; Durban et al., 2017; Neri-Castro et al.,
2018; Reid and Theakston, 1978; Rivas et al., 2017; Strickland et al., 2018). Anteriormente,
se habia reportado variacién ontogénica en los proteomas y transcriptomas entre dos
individuos de C. culminatus; sin embargo, en este estudio se empled un mayor nimero de
muestras y se evaluaron diversas actividades bioquimicas y biologicas encontrando tanto
variacion ontogénica como geografica. Los cambios ontogenéticos en la composicion de los
venenos pueden ocasionar variaciones en las actividades bioquimicas y/o biologicas de los
venenos (Schonour et al., 2020). Dichos cambios tienen relevancia biologica, ya que los
cambios ontogenéticos en la composicion del veneno pueden afectar la capacidad de las
serpientes para incapacitar a sus presas (Mackessy, 1988). Se ha propuesto que los cambios

ontogénicos de componentes proteicos de los venenos son graduales, sugiriendo que el
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cambio de la abundancia de las proteinas de los venenos se da a lo largo de la vida y
crecimiento del individuo (Schonour et al., 2020). Una de las teorias que explica los
mecanismos moleculares que generan la variacion de los venenos indica que la variacion esta
mediada por miRNAs complementarios a RNAs que codifican para ciertas proteinas
presentes en el veneno (Durban et al., 2017).

X.3 Reconocimiento y neutralizacion de las mezclas de veneno y crotamina con
antiveneno Antivipmyn

Se ha propuesto que los antivenenos comerciales deben ser capaces de neutralizar los
efectos toxicos ocasionados por las tres principales familias proteicas presentes en los
venenos de serpientes de cascabel: SVMP’s, SVSP’s y PLA;’s, Sin embargo, también es
importante que sean capaces de neutralizar componentes neurotoxicos como lo es crotamina
(Durban et al., 2017). La crotamina es una toxina de bajo peso molecular que se caracteriza
por la generacion de paralisis rigida de extremidades en animales experimentales. Ademas,
es una molécula cargada positivamente lo que le confiere facilidad de interaccion con
membranas celulares cargadas negativamente (Ponce-Lopez et al., 2021). La paralisis
ocasionada por la crotamina genera una imposibilidad en el desplazamiento del roedor que
puede durar minutos y ser reversible si la dosis es baja o si la dosis es muy cercana a la DLso.
Sin embargo, dicha paralisis puede generar la muerte del raton (Lima et al., 2018). Todo lo
referente a la toxicidad de crotamina y sus actividades bioldgicas descritas tiene grandes
implicaciones clinicas en pacientes mordidos por una vibora de cascabel, por lo tanto, es de
suma importancia garantizar que los antivenenos actuales neutralicen a esta toxina (Ponce-

Loépez et al., 2021).
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Existe evidencia de la neutralizacion de las principales actividades biologicas de algunos
venenos; sin embargo, nuestros resultados en los ensayos de medicion de titulos en suero
sanguineo, Western-Blot y ELISA mostraron que a pesar de existir un elevado niimero de
titulos, un alto porcentaje de Ig’s especificas hacia los venenos y un buen reconocimiento por
parte de los antivenenos e inmunoglobulinas purificadas hacia los venenos completos y la
crotamina purificada de C. culminatus y C. m. nigrescens, la neutralizacion de la paralisis
rigida en ensayos in vivo y de la letalidad de los venenos sigue siendo deficiente. Estas
observaciones permiten concluir que los venenos son mal neutralizados. Anteriormente habia
sido comprobado que la crotamina presente en venenos de importancia médica en México,
no es neutralizada por ninguno de los antivenenos mexicanos comerciales que actualmente
existen (Borja et al., 2018b; Ponce-Lopez et al., 2021). Una explicacion a la deficiente
neutralizacion de la paralisis rigida ocasionada por la crotamina tiene que ver con una baja
inmunogenicidad de la crotamina debido a algunas caracteristicas de la toxina como su bajo
peso molecular (4.8 kDa) y su rapida internalizaciéon en las células evitando su
reconocimiento y por ende no hay una buena respuesta de produccion de anticuerpos contra
la proteina (Kerkis et al., 2014; Losoya, 2019). Por otro lado, al ser una molécula de bajo
peso molecular y al ser abundante, el nimero de moléculas a neutralizar puede ser muy

grande por lo que se requieren grandes cantidades de antiveneno.

La produccion del antiveneno Antivipmyn utiliza como inmundgenos los venenos de
Bothrops asper 'y Crotalus simus (De Roodt et al., 2014, 2005) y por experiencia dentro del
laboratorio se sabe que se utilizan venenos de C. culminatus 'y C. tzabcan debido a la anterior
clasificacion de estas especies propuesta por Campbell y Lamar en 2004. Sin embargo,

nuestros resultados mostraron una mala neutralizaciéon del veneno de C. culminatus, en
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especial de los venenos de crias que contienen un mayor porcentaje de crotamina, esto es
contrastate con estudios previos que describen un completo reconocimiento, aunque no la
neutralizacion de componentes del veneno de vipéridos como lo es para el caso de la

crotamina (Ponce-Lopez et al., 2021).

Finalmente, debido a los resultados obtenidos en este estudio se recomienda a los
productores de antivenenos tomar en consideracion la variacion intraespecifica en los
venenos de las especies de serpientes y en este caso recomendamos utilizar como
inmundgenos venenos que contengan altos porcentajes de crotamina, como es el caso de los
venenos de individuos juveniles de C. culminatus. Basandonos en la composicion del veneno
de esta especie se recomienda utilizar una mezcla de venenos de crias y adultos de diversos
estados para abarcar la mayor distribucion geografica y variacion ontogénica existente entre

los venenos.

XI.  CONCLUSIONES

o Existe variacion ontogénica en los venenos de C. culminatus.

e En ensayos con animales experimentales todos los venenos de C. culminatus
ocasionaron paralisis rigida de las extremidades traseras en diferentes niveles.

o Existe variacion geografica entre los venenos de C. culminatus, la variacion se
encuentra asociada a la abundancia de los componentes proteicos. Dentro de la
distribucion de la especie encontramos que los venenos de Guerrero y Michoacan
fueron los Unicos capaces de degradar parcialmente la cadena y del fibrindgeno y
generaron una mayor cantidad de fibrinopéptidos.

e Tanto las SVMP’s como las SVSP’s presentes en el veneno de C. culminatus juegan

un papel muy importante en la actividad proteolitica y fibrinogenolitica.
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XI1I.

Los venenos de C. culminatus presentan una baja actividad de fosfolipasa.

Los antivenenos de Antivipmyn reconocieron los venenos de juveniles y adultos de
C. culminatus pero no fueron capaces de neutralizar la actividad crotamina (paralisis
rigida) de los venenos.

A diferencia de los antivenenos evaluados, los sueros de conejos hiperinmunizados
con venenos de juveniles y adultos de C. culminatus mostraron un mejor
reconocimiento hacia el veneno completo y la crotamina purificada.

Las inmunoglobulinas de conejos hiperinmunizados con la mezcla de venenos
juveniles fue capaz de neutralizar la paralisis rigida ocasionada por la crotamina.
Debido a la abundancia de la crotamina en los venenos de individuos principalmente
crias de C. culminatus y a la variacion intraespecifica de los venenos, se recomienda
incluir el veneno de C. culminatus en las mezclas inmunogénicas para la produccion

de antivenenos.
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ANEXO 1. Datos de procedencia

ID Estado Estadio de vida ID Estado Estadio de vida
Vi Morelos Juvenil V3l Morelos Juvenil
V2 Morelos Juvenil V32 Morelos Juvenil
V3 Michoacéan Juvenil V33 Morelos Adulto
V4 Michoacéan Juvenil V34 Morelos Adulto
V5 Morelos Juvenil V35 Morelos Juvenil
V6 Puebla Juvenil V36 Morelos Juvenil
V7 Guerrero Adulto V37 Puebla Juvenil
V8 Morelos Juvenil V38 Morelos Juvenil
V9 Morelos Juvenil V39 Morelos Adulto
V10 Morelos Adulto V40 Morelos Adulto
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V11 Morelos Juvenil V41 Morelos Adulto
V12 Michoacéan Juvenil V42 Morelos Juvenil
V13 Morelos Adulto V43 Michoacan Juvenil
V14 Morelos Cria V44 Morelos y Michoacan Cria
V15 Morelos Adulto V45 Morelos y Michoacan Adulto
V16 Morelos Juvenil V46 Morelos Juvenil
V17 Morelos Adulto \ZY Morelos Adulto
V18 Morelos Adulto V48 Morelos Juvenil
V19 Morelos Adulto V49 Morelos Adulto
V20 Morelos Adulto V50 Guerrero Adulto
V21 Morelos Adulto Vsl Guerrero Adulto
V22 Morelos Adulto V52 Guerrero Juvenil
V23 Morelos Adulto V53 Guerrero Juvenil
V24 Guerrero Adulto V54 Guerrero Adulto
V25 Morelos Adulto V55 Guerrero Juvenil
V26 Guerrero Juvenil V56 Guerrero Juvenil
V27 Morelos Adulto V57 Michoacan Juvenil
V28 Morelos Adulto
V29 Morelos Juvenil
V30 Morelos Juvenil
g g
» = 8 P

pE= R
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2(5): LC ~ 25kDa

17—
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ANEXO 2. Purificacién de anticuerpos a partir de suero de conejos hiperinmunizados con veneno de C.
culminatus. La purificacion de las mezclas de suero de conejos hiperinmunizados con venenos de C. culminatus
crias y adultos se corroboré mediante SDS- PAGE 15%. La banda negra encierra las bandas proteicas
correspondientes a albumina, la banda amarilla corresponde a las bandas de las cadenas pesadas (HC) y la banda
amarilla corresponde a las bandas de las cadenas ligeras de los anticuerpos (LC). MPM (Marcador de peso
molecular, AccuRuler RGB PLUS prestained protein ladder, MAESTROGEN); Suero conejos 40-41 (PJ); Ig
purificadas (PJ); Suero conejos 40-41 (PJ); Ig purificadas (PA).
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