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RESUMEN

La vibora de cascabel Crotalus simus es una especie de serpiente venenosa que pertenece
a la familia Viperidae. Su distribucion ocurre de México a Costa Rica. Recientemente,
Campbell y Lamar clasificaron a C. simus en tres subespecies: C. s. simus que se distribuye
de Veracruz en México a Honduras, y en el Pacifico del Istmo de Tehuantepec a Costa Rica;
C. s. culminatus que se encuentra de Michoacan al Istmo de Tehuantepec; C. s. tzabcan la
cual tiene poblaciones en la Peninsula de Yucatan, Belice y Guatemala.

El veneno de las tres subespecies de C. simus ha sido caracterizado y se encontré variacién
intraespecifica con respecto a sus actividades biolégicas y bioquimicas. Hay una marcada
diferencia en la letalidad del veneno de cada una de las tres subespecies: los venenos de
C. s. simus tienen los mayores valores de toxicidad (DLsp 2.4-12.3 ug/ratén), los de C. s.
culminatus tienen los menores valores (DLsy 65.0-303.3 ug/ratén), mientras que los
venenos de C. s. tzabcan ocupan una posicién intermedia (DLsp 2.4-155.9 ug/ratén).
Adicionalmente, mediante andlisis protedmico se determiné que en el veneno de C. s.
simus se encontrd una proteina neurotdxica conocida como crotoxina y la cantidad de
ésta corresponde al 14.3% de la composicidn total del veneno, mientras que el veneno de
C. s. culminatus carece de dicha proteina.

En el presente trabajo, se detectd y cuantificd crotoxina mediante el uso de
inmunoensayos (Slot blot y ELISA). Se analizé el veneno de ejemplares de Crotalus simus
distribuidos en México tanto a nivel individual como de subespecie. Se encontré que
todos los individuos analizados de C. s. simus tuvieron alto contenido de crotoxina en su
veneno (7.6-44.3%). Por el contrario, el veneno de C. s. culminatus careciéo de dicha
neurotoxina, mientras que el veneno de seis de diez individuos analizados de Ia
subespecie C. s. tzabcan tuvieron crotoxina en baja concentracion (3.0-7.7%); ademas, se
encontrd una relacion inversa entre la DLsg de los venenos con respecto a la cantidad de
crotoxina, lo cual implica que la cantidad relativa de crotoxina tiene impacto en la

letalidad del veneno de la serpiente de cascabel C. simus.
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I. Introduccion

.1 Serpientes de cascabel en México

El género Crotalus ha sido clasificado dentro de la familia Viperidae, en la subfamilia
Crotalinae. Dicha familia estd constituida por serpientes venenosas caracterizadas por la
presencia de dientes inoculadores de veneno (“colmillos”), es decir, con denticién
solenoglifa. Los “colmillos” se encuentran asociados al hueso maxilar y conectados a
glandulas de veneno por medio de un conducto (Figura 1). La clasificacién de estas
serpientes dentro de la subfamilia Crotalinae se debe a la presencia de un par de fosetas
termoreceptoras, también llamadas fosetas loreales, las cuales permiten detectar
diferencias de temperatura y de esta manera ubicar a sus presas y depredadores. El
nombre del género se deriva del griego Krotalon que significa cascabel, en referencia al
apéndice al final de la cola de estas serpientes (excepto C. catalinensis), el cual es utilizado
como un mecanismo de advertencia frente a sus posibles depredadores (Calvete et al.,

2010; Campbell y Lamar, 2004).

Accessory Secondary
venom gland duct

Primary duct
Main venom
gland

Compressor
glandulae
muscle

Main venom venom gland
gland

Figura 1. Aparato venenoso de la familia Viperidae (Mackessy, 2010).
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Las serpientes de cascabel tienen importancia biolégica, ecoldgica, cultural y de salud
publica en México (Paredes-Garcia et al., 2011). La importancia bioldgica se debe a la
riqueza de especies distribuidas en el pais, ya que actualmente se reconocen 34 especies,
de las cuales 22 son endémicas. Su importancia ecoldgica radica en que controlan
poblaciones de especies consideradas plaga, como algunas especies de roedores
(Campbell y Lamar, 2004). Las serpientes de cascabel tuvieron una presencia
preponderante en las culturas prehispanicas, hallandose en cddices, pinturas, esculturas,
etc. En la actualidad algunas comunidades siguen utilizando a estos animales como
productos alimenticios y medicinales (Castelldn-Huerta, 2001; Gémez et al., 2007; Reyna-
Rojas, 2013). En cuestidon de salud publica, el ofidismo es un problema al que debe
prestarsele especial atencién a causa de los efectos que ocasionan las mordeduras (de
Roodt et al., 2004). Segun el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica de México, en
el afio 2009 se registraron 2,792 accidentes por mordedura de serpiente (SINAVE, 2010).
Los estados con mayor incidencia de mordeduras fueron Oaxaca y Veracruz, siendo las
especies Bothrops asper, Crotalus simus, C. atrox y C. molossus, las principales causantes

de los accidentes ofidicos (Siria-Hernandez y Arellano-Bravo, 2009).

.2 Biologia de Crotalus simus

El nombre de la serpiente de cascabel Crotalus simus deriva del latin simus que significa
nariz plana, en referencia a la cabeza roma en comparacion con las serpientes “cabeza de
lanza”. Segun la localidad la serpiente recibe varios nombres populares, por ejemplo: ah
tsab ti'kkan y sakk ahaw kan en maya, shunu en zapoteco, teotlacozauhqui, tepocolcdatl y

teuhtlacozauhqui en ndhuatl (Campbell y Lamar, 2004).

Crotalus simus es una serpiente robusta que comunmente excede los 130 cm de longitud,
incluso, los machos pueden alcanzar 160 cm, ya que tienden a ser mas grandes que las
hembras. Los machos adultos generalmente poseen una cresta espinal conspicua y sus

escamas dorsales son notables por tener prominentes quillas. Se caracterizan por tener de
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21 a 32 manchas romboides en el dorso del cuerpo. Esta serpiente tiene una larga
asociacion en la literatura con Crotalus durissus en el sur y Crotalus totonacus en el
noreste de México, especies con las cuales ha llegado a ser confundida (Campbell y Lamar,

2004).

Se conoce poco respecto a la alimentacién de las poblaciones de C. simus distribuidas en
México. En Guatemala se ha encontrado que los ejemplares adultos de Crotalus simus se
alimentan de roedores, iguanas negras (Ctenosaura similis) y aves que anidan a nivel del
suelo, mientras que los juveniles se alimentan de lagartijas como Cnemidophorus y

pequeiios roedores (Campbell, 1998).

Crotalus simus ha sido clasificada segun Campbell y Lamar (2004) en tres subespecies:
Crotalus simus simus, Crotalus simus culminatus y Crotalus simus tzabcan. C. s. simus se
distribuye de la vertiente Atlantica del centro de Veracruz en México al oeste de
Honduras, y en el Pacifico del Istmo de Tehuantepec al centro de Costa Rica; C. s.
culminatus habita del sur de Michoacan al Istmo de Tehuantepec; C. s. tzabcan tiene
poblaciones en la Peninsula de Yucatan, norte de Belice y en Guatemala (Figura 2). Las
subespecies se distinguen entre si por color, talla, patrén de coloracién y en menor

medida por el tipo de escamas (Campbell y Lamar, 2004).

tzabcan

Caribbean Sea
18—

2

15" eculminatus o o
®
® g \
. e ‘.. @ ; 1
Crotalus simus simus o
Pacific Ocean \E*

Figura 2. Distribucién de Crotalus simus en México (Campbell y Lamar, 2014).
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I.3 Caracteristicas del veneno

El veneno de las serpientes es una mezcla de moléculas, entre las que destacan proteinas
y polipéptidos producidos y almacenados en glandulas altamente especializadas
(Mackessy, 2010). Dichos componentes tienen la funcidn de asistir en la digestién de la
presa, asi como de inmovilizarla, en el caso de los eldpidos, mientras que en los vipéridos
los venenos pueden matar rapidamente a sus presas (Chippaux et al., 1991). El aparato
venenoso consta de un par de glandulas especializadas (glandulas de veneno o de
Duvernoy), localizadas en la parte superior del labio, por debajo de los ojos y por detras de

las fosas nasales (Mackessy, 2010).

Se han reportado tres familias principales de proteinas presentes en el veneno:
serinoproteasas, metaloproteasas y fosfolipasas (Doley y Kini, 2009). Las primeras tienen
actividad coagulante y las metaloproteasas presentan actividad principalmente
hemorragica. Dentro de las fosfolipasas, se encuentran proteinas con actividades diversas:
neurotdxica, miotdxica, analgésicas, anti-inflamatoria y citotéxicas, entre otras, las cuales

han sido determinadas en varias lineas celulares (Gutiérrez, 2002; Costa et al., 1998).

I.4 Neurotoxinas presentes en el veneno de vipéridos

Las proteinas del veneno de las serpientes han sido objeto de una rdpida evolucién dando
como resultado la generacion de multiples actividades, como las observadas en las

fosfolipasas A,, las proteasas de serina y las desintegrinas (Mackessy, 2010).

Las fosfolipasas A, (PLA;s), son enzimas que catalizan la hidrélisis del enlace 2-acil éster de
glicerofosfolipidos, dando como productos lisofosfolipidos y acidos grasos. Dichas enzimas
son ubicuas, existen fosfolipasas de secrecion, citosdlicas e independientes de calcio. Las
primeras han sido clasificadas en tres grupos con base en sus secuencias polipeptidicas. Al
grupo | pertenecen fosfolipasas de pancreas de mamifero, veneno de elapidos y de

serpientes marinas; en el grupo Il se encuentran fosfolipasas del veneno de vipéridos y
4
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fosfolipasas no pancreaticas de mamiferos; las PLA,s del veneno de abeja y de Heloderma
estan clasificadas en el grupo Ill (Choumet et al., 1991).

Ciertas PLA,s del veneno de serpientes, definidas como B-neurotoxinas, evolucionaron
hasta convertirse en bloqueadoras de la transmision neuromuscular. Las B-neurotoxinas
han sido clasificadas en diferentes subclases de acuerdo al complejo molecular que
forman: a) covalente (bungarotoxina); b) homodimérico (trimucrotoxina); c)
heterodimérico no covalente (crotoxina); d) heterotrimérico (taipoxina), e) oligomérico

(taicatoxina) (Mackessy, 2010).

La mayoria de los venenos de especies pertenecientes a la familia Viperidae carecen de
neurotoxicidad y basan su accion en la destruccion tisular, alteraciones cardiovasculares y
de coagulacion. Sin embargo, el principal componente del veneno de la serpiente de
cascabel sudamericana C. durissus terrificus es la crotoxina, una proteina que posee una
accién fundamentalmente neurotéxica (Gutiérrez, 2002; Calvete et al., 2010). La giroxina,
convulxina y crotamina son proteinas que también se encuentran en el veneno de dicha
especie, la primera es una serinoproteasa de 30 kDa que al ser inyectada en ratones
produce episodios caracterizados por rotaciones a lo largo del eje del animal a través de
un mecanismo que aun no se conoce; la convulxina se describid inicialmente por su accion
convulsivante y posteriormente se caracterizd como un potente agente agregante de
plaquetas; la crotamina es un péptido de 4.2 kDa que activa los canales de sodio
dependientes de voltaje de las fibras musculares, induciendo una despolarizacién que

culmina en contractura muscular (Rangel-Santos et al., 2004).

La crotoxina, es una [P-neurotoxina que actda impidiendo la liberacidon del
neurotransmisor acetilcolina en la unidon neuromuscular, por tal motivo, tiene efectos
neurotdxicos y letales (Rangel-Santos et al., 2004). Esta proteina es un complejo
bimolecular unido mediante enlaces no covalentes, formado por una fosfolipasa A, basica
(CB) (P.M. 14,350 Da, pl 8.2 y 122 aminoacidos) con actividad neurotdxica y enzimatica, y
una proteina acida no téxica denominada crotapotina (CA), conformada por tres cadenas

polipeptidicas estabilizadas con siete puentes disulfuro (P.M. 9,490 Da, pl 3.4), la cual
5
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funciona como una molécula chaperona dirigiendo a la fosfolipasa A, a su sitio blanco
(Gutiérrez, 2002; Faure et al., 1994) (Figura 3). A su vez, cada complejo esta formado por
diversas isoformas que intervienen directamente en la toxicidad del veneno. Faure et al.,
1991, identificaron cuatro isoformas para cada una de las subunidades de la crotoxina. Se
ha reportado que las isoformas de la subunidad &acida (CA) son el resultado de
modificaciones post-traduccionales de un precursor, mientras que las isoformas de la
subunidad basica (CB) derivan de la expresidon de diferentes RNA mensajeros presentes en

el veneno individual (Faure et al., 1994).

Figura 3. Representacion esquematica de la estructura del complejo bimolecular de la
crotoxina: subunidad basica (azul) y cadenas a, B y y de la subunidad 4cida (naranja, verde y
rojo, respectivamente) (Faure et al., 2011).

La toxicidad del complejo bimolecular es mayor en comparacién con la exhibida por la
subunidad CB por si sola, lo que indica que el complejo depende de la interaccion entre CB
y CA (Rangel- Santos et al., 2004). Canziani y colaboradores en 1983, encontraron que CA
aumenta hasta en diez 6rdenes de magnitud la potencia letal de CB y que, a su vez, inhibe

su actividad fosfolipasa. La actividad de fosfolipasa A, se asocia Unicamente a CB, aunque
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estudios de secuencia en la subunidad acida, sugiere que ésta deriva de una fosfolipasa

ancestral (Kaiser y Middlebrook, 1988).

La actividad neurotéxica ha sido reportada en el veneno de otras especies del género
Crotalus. Estas incluyen los venenos de C. simus, C. scutulatus (toxina Mojave), C. viridis
concolor (toxina concolor), C. tigris (Mojave-like), C. vegrandis (toxina vegrandis) y C.
horridus (toxina “canaveral”) (Calvete et al., 2012; Kaiser y Aird, 1987; Straight y Glenn,
1989). Estudios estructurales y moleculares han reportado que dichas neurotoxinas son
similares a la crotoxina, con identidades de secuencia de 98 a 100%. Adicionalmente, la
proporcién de neurotoxina en la masa total del veneno de estas especies varia de manera
interespecifica e incluso intraespecificamente, lo cual se ve reflejado en la toxicidad del
veneno (Tabla 1), de tal manera que se ha visto, que los venenos neurotéxicos tienen
valores de dosis letal media (DLsp) de 10 a 80 veces mas bajos en comparacion a los

venenos que no tienen componentes neurotdxicos (Glenn et al., 1983).

Tabla 1. Potencia letal, expresada como dosis letal media (DLsg) y abundancia relativa de
crotoxina (% del area bajo la curva del total de las proteinas separadas por HPLC) en el
veneno de diversas especies de crotalidos.

Especie DLso ug /g % de crotoxina en el
veneno

Crotalus tigris 0.07* 66.2
Crotalus durissus terrificus 0.06-0.09* 59.5
Crotalus horridus 0.22-1.0* 32
Crotalus scutulatus 0.22-0.46* 24.0
scutulatus “A”
Crotalus oreganus concolor 0.46* 21
Crotalus simus simus 0.21** 14.3
(México)
Crotalus simus simus (Costa 0.095* 52.7
Rica) 0.77* 4.1

*DLso obtenida inyectando ratones via intraperitoneal (Calvete et al., 2012).
** DLso obtenida inyectando ratones via intravenosa (Neri-Castro et al., 2013).
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I.5 Variacion de veneno

En la antigliedad, la variacién del veneno de serpiente fue observada en casos clinicos, y
fue atribuida a factores naturales exégenos. Aristdteles, en “Historia Animalium”, escribié
que el calor era el factor que incrementaba la toxicidad del veneno (Chippaux et al., 1991).
En la literatura se ha reportado ampliamente la variacidn intraespecifica e interespecifica
de venenos. Dichos cambios se han relacionado con la dieta, ontogenia, distribucién
geografica, sexo, cautiverio, estacién del afio, etc. Sin embargo, hoy en dia aln no se
conocen los factores que regulan los genes que codifican a las proteinas del veneno
(Mackessy, 2010). Cada poblacion de serpientes tiene sus requerimientos particulares de
accién del veneno (inmovilizacién, muerte y/o digestion de la presa), por tanto, la mezcla

de veneno estara dada, en parte, por el tipo de presa (Chippaux, 1991).

La variacion de la composicién del veneno, en funcién de la distribucién geografica, es una
parte integral de la variacion intraespecifica; el significado bioldgico de estas diferencias
no es claro, pero pueden ser resultado de estrategias evolutivas. Clinicamente, las
diferencias geograficas pueden tener un gran impacto, ya que los envenenamientos
presentardn diferente sintomatologia dependiendo de la regidon (Mackesy, 2010). El
amplio rango de distribucién de las viboras de cascabel incrementa la posibilidad de

investigar variaciones de veneno intra e inter especificas (Calvete et al., 2010).
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I1. Antecedentes

Uno de los primeros logros en la Toxinologia fue el realizado en 1938 por Slotta, K. H. y
Fraenkel-Conrat, H., el cual consistié en la purificacidn y cristalizacidon de crotoxina a partir
del veneno de la serpiente de cascabel sudamericana C. durissus terrificus. Este trabajo
representd el inicio del estudio de la bioquimica de proteinas téxicas de los venenos
(Gutiérrez, 2002; Doley y Kini, 2009). A partir de entonces, se han realizado numerosos
estudios en los ambitos molecular, farmacolégico e inmunolégico en torno a dicha
proteina, debido a la facil disponibilidad de la misma. La informacién obtenida, ha
mejorado el entendimiento del papel patofisiolégico de la crotoxina en el

envenenamiento por mordedura de C. d. terrificus y de las especies relacionadas.

Se han realizado estudios notables sobre variabilidad geografica y ontogenética del
veneno de la serpiente de cascabel sudamericana antes mencionada. Por ejemplo,
Vellard, en 1937, descubrid que algunas de las poblaciones de la especie C. d. terrificus
distribuidas en el sur de América (Argentina, Paraguay y sureste de Brasil) tienen veneno
altamente neurotdxico, mientras que las poblaciones del norte (Brasil y Venezuela) tienen

veneno fuertemente hemotadxico.

Barrio y Brazil en 1954, examinaron la accién neuromuscular del veneno de C. durissus
terrificus en ratas, y encontraron dos respuestas distintas, las cuales fueron clasificadas
geograficamente en dos tipos: el tipo |, caracterizado por convulsiones, hipotonia y
paralisis, se presentd en venenos provenientes de serpientes de Argentina, Paraguay y
Bolivia; mientras que el tipo Il, caracterizado por hipotonia inicial y flacidez muscular, fue
encontrado en venenos de areas de Brasil, junto a las areas del tipo I. Las serpientes de
Sao Paulo, tuvieron veneno de ambos tipos. Bober y colaboradores (1988), demostraron
qgue las diferencias en las propiedades del veneno de serpientes de cascabel pueden ser
significativas y que éstas pueden reflejarse en los signos clinicos, lo cual afecta la eficacia

del antiveneno comercial para neutralizar la toxicidad del veneno.
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Por otro lado, se han identificado dos diferentes tipos de veneno en poblaciones de la
serpiente de cascabel C. scutulatus scutulatus. En el suroeste de Estados Unidos de
América, el envenenamiento por C. scutulatus scutulatus se caracteriza por producir
efectos neurotdxicos (incluyendo paralisis flacida), con efectos locales pequefios o sin
ellos, mientras que los estudios clinicos en el centro y norte de Arizona indican que los
envenenamientos producen efectos locales severos. La aparicion de dos tipos de veneno
en la misma especie, sugiere una explicacién a la sintomatologia clinica previamente
reportada (Chippaux et al., 1991). Basados en numerosos estudios, se sugirid la siguiente
clasificacién del veneno: el tipo A, que contiene a la toxina Mojave y con una baja
actividad proteolitica y hemorragica; el veneno tipo B, con actividades proteoliticas y
hemorragicas altas, pero sin la presencia de la toxina Mojave. La toxicidad de estos dos
tipos de veneno son marcadamente diferentes; la dosis letal (DLsg) medida en ratones, del
veneno tipo A es de 0.22 a 0.46 mg/kg, mientras que es de 2.0 a 6.0 mg/kg para el veneno
B (Glenn et al., 1983). Las poblaciones de serpientes con veneno tipo B, estdn restringidas
principalmente al centro de Arizona, mientras que las poblaciones de serpientes con
veneno tipo A se han encontrado en California, Nevada y Utah. Ademas, los dos tipos de
veneno se traslapan en algunas areas, produciendo un tercer tipo de veneno, denominado

A+B (Wilkinson et al., 1991).

Se han utilizado diferentes herramientas para determinar la variacion en la composicion
del veneno de las serpientes, tales como la separacidon de los venenos y el andlisis
electroforético; los ensayos biolégicos (practicados tipicamente en ratones) como es el
caso de la medicion de la actividad letal; y el uso de sueros antiveneno para evaluar la
presencia/ausencia de toxinas de acuerdo a la reactividad cruzada. Actualmente, también
se utilizan otras técnicas para estudiar la composicion de los venenos, entre éstas se

encuentran el uso de anticuerpos monoclonales y la obtencion de proteomas de venenos.

En 1986, Rael y colaboradores obtuvieron un anticuerpo monoclonal dirigido hacia la
subunidad bdasica de la toxina Mojave. Con el anticuerpo se evalud la reactividad cruzada

hacia fosfolipasas no neurotdéxicas del mismo veneno asi como, también, hacia las
10
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proteinas del veneno de otras serpientes de cascabel. C. viridis concolor, C. horridus y C.
basiliscus resultaron positivas al andlisis, mientras que no hubo reactividad cruzada con el
veneno de C. adamanteus, C. atrox, C. molossus y C. ruber ni con las fosfolipasas no
neurotdxicas del propio veneno de C. scutulatus scutulatus. Poco después, en 1988, Kaiser
y Middlebrook, obtuvieron cuatro anticuerpos monoclonales anti-crotoxina, de los cuales,
uno resulté neutralizar a la B-neurotoxina. Ademas, reportaron que los anticuerpos no
tuvieron reactividad cruzada con los venenos de C. atrox y C. adamanteus, que contienen
fosfolipasas no neurotéxicas. Mas tarde, Choumet et al., 1991, desarrollaron seis
anticuerpos monoclonales dirigidos hacia la subunidad acida de la crotoxina y ocho contra
la subunidad bdsica; de los primeros mencionados, cuatro tuvieron reactividad cruzada
con la subunidad basica, mientras que sélo uno de los anticuerpos anti-subunidad basica,
tuvo reactividad cruzada con la subunidad acida. Sin embargo, ninguno de los anticuerpos
ha sido utilizado para detectar crotoxina en el veneno de otras viboras de cascabel. Por
otro lado, ha sido reportado el proteoma del veneno de diversas especies de serpientes,
entre las cuales, cabe mencionar a la serpiente de cascabel C. durissus terrificus, donde se
encontrd que la crotoxina ocupa el 50% de la composicién total del veneno (Calvete et al.,
2010). En el mismo trabajo, fue estudiada y comparada la composicion y letalidad de una
mezcla de venenos de ejemplares adultos contra una mezcla de venenos de individuos
juveniles de Crotalus simus distribuidos en Costa Rica (Figura 4). Entre dichas mezclas de
veneno se encontraron las siguientes diferencias ontogénicas: el proteoma del veneno de
los juveniles resultd tener 52.7% de crotoxina, presentando actividad principalmente
neurotoxica, con un intervalo de dosis letal media (DLsg) de 1.8-2.6 pg/ratén. En contraste,
el veneno de los individuos adultos tuvo solo 4.1% de crotoxina, presentando
principalmente actividad hemorragica y siendo el intervalo de dosis letal media de 14.6-
17.6 pg/raton. Con estos resultados, Calvete y colaboradores concluyen que la
concentracion de crotoxina esta directamente relacionada con la actividad letal, es decir,
gue la alta letalidad del veneno de los ejemplares juveniles de Crotalus simus es,

principalmente, atribuible a la presencia de altas concentraciones de crotoxina.
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Figura 4. Resultados de la protedmica de mezcla de venenos de A) ejemplares adultos y B)
ejemplares juveniles de C. simus simus distribuidos en Costa Rica (Calvete et al., 2010).

Recientemente, Neri-Castro y colaboradores (2013) realizaron la caracterizaciéon
bioguimica del veneno de las tres subespecies de Crotalus simus distribuidas en México.
Entre otros resultados, se obtuvo la DLsg del veneno individual de C. s simus, C. s. tzabcan
y C. s. culminatus (Anexo 2). Dichos resultados muestran valores bajos de DLsg (2.4-12.3
ug/raton) para la subespecie C. s. simus, mientras que C. s. culminatus tuvo valores altos
(65.0-303.3 pg/ratén), por otro lado, los valores de DLsy obtenidos del veneno de
ejemplares individuales de C. s. tzabcan se traslaparon con los obtenidos con las dos
subespecies antes mencionadas (2.4-155.9 ug/ratén). También, fue determinado el
proteoma de una mezcla de venenos de ejemplares adultos C. simus simus del estado de
Veracruz, asi como también, el proteoma de una mezcla de venenos de individuos adultos
de C. simus culminatus del estado de Morelos. Se encontrd que sdlo la primer subespecie

mencionada contiene crotoxina, en un porcentaje de 14.3% (Figura 5).
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Figura 5. Protedmica de mezcla de venenos de dos subespecies de C. simus distribuidas en
México. A) C. s. simus B) C. s. culminates. Metaloproteasas (SVMP), serino proteasas (SP),
péptidos (PEP), L-amino oxidasas(LAQ), desintegrinas (DIS), proteinas similares a lectinas tipo
C (CTL), proteinas de secrecion ricas en cisteina (CRISP), miotoxinas pequefias (SMT), factor de
crecimiento nervioso (NGF), fosfolipasa A, (PLA,), desconocido (UNK) (Neri-Castro et al.,
2013).
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III. Justificacion

Actualmente, el antiveneno comercial utilizado en el tratamiento del envenenamiento por
vipéridos que se usa en Meéxico, se produce a partir de sueros de caballos
hiperinmunizados con veneno de las serpientes Crotalus simus y Bothrops asper. Sin
embargo, la seleccion de los venenos de dichas especies no es rigurosa y muchas veces es
aleatoria, sin que se tenga conocimiento de si los venenos contienen o no crotoxina. Por
tal motivo, es importante determinar si los venenos que se utilizardn para inmunizacion
contienen dicha neurotoxina, para asi realizar una seleccidon adecuada de los inmundgenos
a utilizar en la produccién del antiveneno, por otro lado, para tener un mayor

conocimiento acerca de la biologia de la especie.
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IV. Hipotesis

Los venenos aislados a partir de individuos de Crotalus simus contienen distintas

cantidades de crotoxina lo cual repercute en su letalidad.

V. Objetivo general

Obtener anticuerpos monoclonales y policlonales para detectar y cuantificar a la proteina

crotoxina en el veneno de las tres subespecies de Crotalus simus distribuidas en México.

VI. Objetivos particulares

(@]

Purificar crotoxina a partir del veneno de Crotalus durissus terrificus.

o Obtener anticuerpos policlonales y monoclonales dirigidos hacia la neurotoxina.

o Analizar cualitativamente la presencia de crotoxina en el veneno individual de las

tres subespecies de Crotalus simus.

o Cuantificar a la neurotoxina mediante un inmunoensayo enzimatico tipo ELISA.

o Estudiar la relacion entre la letalidad del veneno y la concentracién de crotoxina,

asi como, también, en relacién a la distribucion geografica de la especie.
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VII. Metodologia

VII.1 Veneno

Los venenos utilizados en este proyecto corresponden a 30 ejemplares adultos de Crotalus
simus. Los sitios de colecta se encuentran descritos en el Anexo 1, Figura 6. Los
especimenes fueron colectados con el permiso del Dr. Alejandro Carbajal Saucedo
(registro FAUT-232 SEMARNAT). El veneno de C. durissus terrificus pertenece a un
ejemplar adulto y fue donado por el Dr. Adolfo de Roodt del Instituto Malbran de Buenos
Aires, Argentina. Los venenos se encuentran liofilizados y estds depositados en el banco
de veneno del laboratorio del Dr. Alejandro Alagdén Cano en el Instituto de Biotecnologia

de la U.N.A.M.

Sitios de colecta de Crotalus simus ||

Estados Unidos de Norte America

K ;" Goiro de México
éxico l

N 4

Simbologia
Subespeces
€ sinus smus
® C simus culbminetis
® C amus tradcan

Figura 6. Mapa de distribucion de los ejemplares de C. simus evaluados en este proyecto
(Neri-Castro et al., 2013).
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VII.1.2 Cuantificacion del veneno por absorbancia a 280 nm (Azsonm)

Las proteinas pueden ser cuantificadas a 280 nm debido a la presencia de aminoacidos
aromaticos, pero la sensibilidad depende del numero de dichos residuos. Los venenos se
resuspendieron en buffer de fosfatos (PBS 1X) y se midieron en un espectrofotémetro
(Eppendorph, Biophotometer) a 280 nm, usando una celda de cuarzo (Beckman) de 1 cm
de longitud. La concentracién de la proteina se estimé asumiendo que una absorbancia de

uno equivale a 1 mg/mL con base en la ley de Lambert-Beer.

VII.1.3 Cuantificacién del veneno por el método del dcido bicinconinico (BCA)

En su forma soluble, el acido bicinconinico (BCA) es un reactivo sensible, estable y
rre . . s + . 7 Qe
especifico que reacciona con el idn cuproso (Cu”). La presencia de enlaces peptidicos y las
cadenas laterales de algunos aminodcidos (cisteina, fenilalanina, triptéfano y tirosina), son
los responsables de la reaccién colorimétrica, puesto que en medio alcalino, la proteina
reacciona con el ién cuprico (Cu™) produciendo iones cuprosos (Cu®). A su vez, cada uno
de estos iones se une a dos moléculas de BCA produciendo un color purpura. La
metodologia se realizé de acuerdo a las especificaciones del proveedor del kit comercial

Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Garcia-Arellano y Vazquez-Duhalt, 1998).

VII.1.4 Purificacion de la proteina crotoxina a partir del veneno de la serpiente
sudamericana Crotalus durissus terrificus

La purificacion de crotoxina se realizd por cromatografia de exclusién molecular,
utilizando una columna (1.96 m de altura con un diametro de 0.9 cm) con Sefadex G-75.
Este tipo de cromatografia se basa en el uso de una matriz porosa e inerte que discrimina
entre el tamafio y/o forma de las moléculas. El rango de separacién molecular de Sefadex
G-75 es de 3,000 a 80,000 kDa. El procedimiento realizado fue el siguiente: 100 mg de

veneno liofilizado de C. d. terrificus, se resuspendié en 1.5 mL de acetato de amonio 20
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mM pH 4.7 en presencia de Urea 6M. La solucidn se centrifugd durante dos minutos a 14
000 r.p.m. El sobrenadante se aplicé a la columna equilibrada en el mismo buffer. La
columna se eluyd con una velocidad de flujo fue de 16 mL/h y se colectaron tubos con 1.6
mL. A todos los tubos se les midié la absorbancia a 280 nm. Se juntaron las fracciones
correspondientes y fueron analizadas por SDS-PAGE y toxicidad en ratones. Después,

fueron concentradas por liofilizacién.

VII.2 Obtencion de la potencia letal (DLsp)

La potencia letal, expresada en términos de dosis letal media (DLsp), se define como la
cantidad de veneno o toxina necesaria para matar a la mitad del total de una poblacién
animal en experimentacion (FEUM, 2009). El procedimiento consistié en la inyeccién
intravenosa de diferentes dosis de crotoxina (en PBS 1X) a ratones CD1 de sexo indistinto
(de 18 a 20 g de peso). Después de 24 horas se registréo el nUumero de muertos. El
porcentaje de mortalidad se graficé en funcidn del logaritmo de la cantidad de proteina
administrada y el analisis se realizé en una curva sigmoidea a través del método de

regresion no lineal utilizando el programa GraphPad Prism 4.03.

VII.3 Medicion de la dosis efectiva media (DEsp)

La dosis efectiva media se define como el volumen de suero necesario para que sobreviva
el 50% de una poblacién animal inyectada con 3 DLsg de veneno. Se incubd crotoxina (3
DLso) con diferentes volimenes de suero policlonal de conejo anti-crotoxina, durante 30
min a 37°C. Al término de la incubaciéon, dicha mezcla fue inyectada via intravenosa a
ratones CD1 (18-20 g de peso), después de 24 h se realizé la lectura de sobrevida. El
porcentaje de animales vivos se graficd en funcidon del logaritmo de la cantidad de
proteina administrada y el andlisis se realizé en una curva sigmoidea a través del método

de regresién no lineal utilizando el programa GraphPad Prism 4.03.
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VIl.4 Obtencion de anticuerpos policlonales

Los anticuerpos policlonales anti-crotoxina se obtuvieron de tres conejos inmunizados
subcutdneamente. El antigeno fue administrado en forma de emulsién, usando adyuvante
completo de Freund (CFA) en la primera inmunizacidon, mientras que en el resto de las
inmunizaciones se alterné adyuvante incompleto de Freund (IFA) y alumina. El esquema

de inmunizacién se muestra en la Tabla 2.

El dia de la séptima inmunizacidn, se obtuvo una muestra de 0.5 mL de sangre a partir de
la vena auricular de cada uno de los conejos, con el fin de evaluar los titulos de
anticuerpos anti-crotoxina.

Posterior a la ultima inmunizacidn, los animales fueron sangrados por puncién cardiaca. La
sangre obtenida se dejé coagular durante tres horas y el sobrenadante (suero) se

transfirio a tubos conicos de 50 mL.

Tabla 2. Esquema de inmunizacidon con crotoxina de tres conejos para la obtencion de
anticuerpos policlonales.

N2 de Dia Dosis antigeno Adyuvante
inmunizacion ug/conejo
1 0 10 CFA
2 7 10 IFA
3 14 10 IFA
4 21 20 IFA
5 28 40 Alimina
6 35 80 IFA
7 42 80 Alimina
8 56 100 IFA
9 70 160 Alimina
10 84 300 IFA
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VII.4.2 Purificacion de anticuerpos policlonales mediante cromatografia de afinidad

La cromatografia de afinidad se basa en la interaccion especifica y reversible entre una
proteina y una molécula en particular (ligando) acoplada a una matriz porosa (resina). La
interaccion entre la proteina y el ligando puede ser electrostdtica, hidrofébica, mediante
fuerzas de Van Der Waals y/o puentes de hidrégeno. Después de lavar a las proteinas que
no interaccionan con el ligando, la proteina de interés se puede separar del ligando por

cambios de pH, fuerza idénica o competencia con un ligando libre (King, 1998).

La inmunopurificacidon del suero policlonal de conejo anti-crotoxina se realizé mediante
cromatografia de afinidad. La crotoxina se acopldé a la resina como se describe a
continuacion: En 20 mL de 1 mM HCI, se agregaron 0.5 g de Sefarosa 4B activada con
bromuro de cianégeno (Sigma); se agitdé la mezcla durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se dejé sedimentar y se elimind el sobrenadante. Enseguida, la
resina se lavd 5 veces con 20 mL de 1 mM HCI, y se le dio un ultimo lavado con 20 mL de
0.1 M de NaHCOs (Parkhouse, 1984). Se recuperd en un tubo cénico de 15 mL y se le
adicionaron 5 mg de la subunidad CB de crotoxina de C. d. terrificus en 3 mL de 0.1 M
NaHCOs;. Se incubd con agitacién a temperatura ambiente durante toda la noche.
Finalmente, se tomd una muestra del sobrenadante y se midid la absorbancia a 280 nm

con el fin de determinar el porcentaje de acoplamiento.

Para purificar los anticuerpos anti-crotoxina, la Sefarosa 4B-crotoxina se cargd en una
columna de 5 mL y se equilibré con 15 mL de 0.1 M Tris HCl pH 8. A continuacion se
adiciond lentamente el suero policlonal de conejo anti-crotoxina (5 mL), y posteriormente
se recirculé. Después, la columna se lavd con 0.1 M Tris HCl pH 8+0.05 M NaCl; se
colectaron fracciones de 20 gotas cada una y se midié su absorbancia a 280 nm, el lavado
terminé cuando la absorbancia a 280 nm fue menor a 0.07.

Finalmente, los anticuerpos se eluyeron con 100 mM 4cido acético; las fracciones de un

mL se colectaron en tubos de ensaye que contenian 500 uL de 1 M Tris HCl pH 8 (para
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neutralizar el 4cido). La elucion de los anticuerpos se siguiéo midiendo la absorbancia a 280

nm.

VII.4.3 Andlisis mediante Western Blot

El analisis por Western Blot se realizé para evaluar el reconocimiento del anticuerpo
policlonal de conejo hacia el veneno completo de Crotalus durissus terrificus, en

condiciones reductoras y desnaturalizantes.

La muestra a analizar fue reducida con B-mercaptoetanol y se separé en un gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 15%. Seis rectangulos de papel filtro y uno de membrana de
nitrocelulosa fueron recortados del mismo tamaino que el gel, se remojaron en buffer de
transferencia (Glicina 39 mM, Tris 48 mM, SDS 0.037% y metanol 20%) durante 15
minutos, y posteriormente, se colocaron en una cdmara de transferencia en el siguiente
orden: tres rectangulos de papel filtro, gel, membrana, tres rectdngulos de papel filtro. La
camara se cerré y se conectdé a una fuente de poder a corriente constante (400 mA)
durante una hora. Una vez concluida la transferencia, la membrana se bloqued con leche
descremada al 5% durante dos horas, después, se lavd con TBST 1X pH 7.6 (Tris 10 mM,
NaCl 150 mM y 0.05% Tween 20) y posteriormente se incubd durante una hora con una
solucién de 5 pg/mL de anticuerpos anti-crotoxina. La membrana nuevamente se lavo y
enseguida se agregaron 10 mL del anticuerpo secundario (marcado con peroxidasa de
rabano) en una dilucién 1: 2000.

Por ultimo, la membrana se volvié a lavar y se reveld con una solucién de 300 pL del

buffer BCIP, 300 pL de solucion NBT y 2400 pL de agua destilada.

VII.5 Obtencion de anticuerpos monoclonales anti-crotoxina

La obtencidn de anticuerpos monoclonales se realizd inmunizando intraperitonealmente a
dos grupos de cinco ratones Balb/C adultos y de sexo femenino. Se usaron dos diferentes

esquemas de inmunizacién, los cuales se muestran en las Tablas 3 y 4. Se siguid el
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protocolo de fusion celular descrito por Gavilondo-Cowley, 1995 (modificado por Olvera-

Rodriguez, 2007).

Tabla 3. Primer esquema de inmunizacion para la obtencidn de anticuerpos monoclonales

anti-crotoxina.

Ne Dia Dosis antigeno Adyuvante
ug/ratéon
1 0 1.0 CFA
2 12 1.5 IFA
3 24 2.0 Alumina
4 36 3.0 IFA
Booster 48 3.0

Tabla 4. Segundo Esquema de inmunizacidn para la obtencién de anticuerpos monoclonales

anti-crotoxina.

Ne Fecha Dosis antigeno Adyuvante
ug/ratén

1 0 1.0 CFA

2 12 1.5 IFA

3 24 2.0 Alumina
4 36 3.0 IFA

5 48 4.0 Alumina

Booster 54 5.0

VII.5.2 Descongelacion de células de mieloma

Se extrajo un vial de la linea celular de mieloma murino SP2/0 Agl4 ATCC® conservado en

nitrogeno liquido (-196°C) y se colocd en bafio Maria a 37°C hasta descongelacion. Las

células se transfirieron a un tubo cénico de 50 mL y se diluyeron con 20 mL de medio B

(Anexo 3) a 37°C. Las células fueron centrifugadas a 1,800 rpm durante 5 minutos, se

s s . 2
desecho el sobrenadante y las células se colocaron en un frasco de cultivo de 75 cm* con

20 mL de medio B. Se colocaron en una incubadora Sanyo® con inyeccion de CO;, del 5% y

a 37°C.
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VII.5.3 Fusion celular

Previo a la fusion celular (24 h), las células de mieloma murino fueron centrifugadas a
1,000 rpm durante 5 minutos y posteriormente resuspendidas en 10 mL de medio DMEM
(medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco), se realizé conteo celular en la cdmara de
Neubauer y se cultivaron a una densidad de 2.5x10° células por mililitro en medio de

cultivo B.

En condiciones de esterilidad, en una campana de flujo laminar (VECO®), se extrajo el bazo
del ratén inmunizado. El bazo se colocé en una rejilla dentro de una caja Petri y fue
disgregado en 7 mL de medio cultivo DMEM. El paquete celular se transfirié a un tubo de
15 mL y se dejé sedimentar para eliminar el tejido no disgregado; el sobrenadante se
transfirié a otro tubo de 15 mL y se centrifugd a 1,800 rpm/5 min; el paquete celular se

lavé dos veces con medio DMEM.

Las células de mieloma murino se centrifugaron a 1,800 rpm/5 min y se lavaron con 30 mL
de medio DMEM. Posteriormente se resuspendieron en 30 mL del mismo medio y se
mezclaron con las células del bazo. La mezcla obtenida se centrifugd a 1,800 rpm/5 min,
descartando el sobrenadante; al paquete celular se le agregd 1 mL de polietilenglicol 1500
(en 4 experimentos de Roche y en otros 4 de SIGMA) durante un lapso de un minuto con
agitacién suave; se continué agitando durante dos minutos mas; después se diluyé con 1
mL de medio DMEM en un lapso de 1 minuto y en enseguida se agregaron 9 mL mas del
mismo medio. Las células se centrifugaron a 1,800 rpm/5 min y se aspird el sobrenadante;
posteriormente, el paquete celular se resuspendié en 50 mL de medio HAT (hipoxantina,
aminopterina y timidina) y se colocaron 100 ulL de cultivo celular por pozo en placas de 96
pozos. Después de 48 horas se agregd medio HT a cada uno de los pozos para disminuir el
contenido de aminopterina.

Ocho dias después de la fusién celular, se analizaron los pozos al microscopio. Las
muestras de cultivo con crecimiento de células, fueron analizadas mediante ensayo de

ELISA para evaluar las clonas positivas, productoras de anticuerpos anti-crotoxina.
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VII.5.4 Clonacidn por dilucion limitante

Se obtuvo un medio alimentador, el cual se le agregd a los hibridomas para administrarles
factores de crecimiento. El medio se obtuvo del bazo de un ratén Balb/C sin inmunizar; el
drgano se disgregd y se lavé tres veces con medio DMEM; las células se centrifugaron a
1,800 rpm/5 min y el pellet se resuspendié en 10 mL de medio DMEM. Se contaron células
y se resuspendieron en medio HT a una concentracién de 1x10° células/mL.

Se transfirieron 100 pL del medio de cultivo de cada uno de los pozos con hibridomas, al
primer pozo de una placa de 96 pozos y se hizo una dilucién 1:2 con el medio alimentador.
Después de 8 dias se realizd el andlisis de ELISA para comprobar la estabilidad del
hibridoma, y se realizaron dos diluciones limite mas para la obtencién de una sola clona

por pozo.

VII.5.5 Expansion celular

La clona productora de anticuerpos monoclonales anti-crotoxina, se expandié en 2 mL de
medio B utilizando una caja de 24 pozos, posteriormente, las células se resuspendieron y
fueron transferidas a un frasco de cultivo de 75 cm en 20 mL de medio B. Diez dias
después, las células se congelaron y descongelaron para probar su estabilidad a través de

la evaluacion de crecimiento y produccién de anticuerpos.

VII.5.6 Congelacion

Las células productoras de anticuerpos anti-crotoxina fueron centrifugadas a 2,000 rpm/5
min y lavadas con medio de cultivo DMEM. Posteriormente, se contaron células en una
camara de Neubauer y se diluyeron en medio de congelacion 2 (Anexo 3), de tal manera
gue se obtuvo una concentracion de 10x10° células/mL, enseguida se agregé el mismo
volumen de medio de congelacién 1 (Anexo 3) para tener una concentracion final de 5x10°
células/mL. Se colocé 1 mL de la solucidon en criotubos, los cuales se trasladaron a hielo y

enseguida a -70°C; posteriormente se pasaron a nitrégeno liquido (-170°C).
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VII.5.7 Produccidn de liquido de ascitis

Una semana antes de la induccion de ascitis, los hibridomas se descongelaron y se
crecieron en medio de cultivo B con sucesivos cambios de medio. Tres dias antes de la
inoculacién de los hibridomas, 5 ratones adultos de sexo femenino de la cepa Balb/C, por
clona, fueron inyectados via intraperitoneal con 500 pL de pristano (2,6,10,14-
tetrametilpentadecano). Pasados los tres dias, se les inyectaron 500,000 células de
hibridoma en 500 pL de medio DMEM, por la misma via de administracion. Los ratones
fueron observados diariamente y una vez que hubo crecimiento tumoral, se obtuvo el
liquido ascitico con una aguja de calibre 18 G (1.2 mm de didmetro por 40 mm de

longitud).

VII.5.8 Purificacion de anticuerpos monoclonales mediante cromatografia de afinidad

Esta metodologia se fundamenta en la unidn especifica de la regién Fc de las

inmunoglobulinas a la proteina A de Staphilococcus aureus (King, 1998).

Una columna con 1 mL de Sepharosa 4B acoplada a proteina A (Invitrogen™), fue
equilibrada con 10 mL de buffer de lavado (50 mM Tris-HCI pH 8+ 0.5 M NaCl). Por otro
lado, el liquido de ascitis se clarificd centrifugando a 10 000 rpm/15 minutos, y el
sobrenadante obtenido se agregd lentamente a la columna. Enseguida, la columna se lavd
con 20 mL de buffer de lavado y se colectaron fracciones de 1 mL, las cuales fueron
cuantificadas por absorbancia a 280 nm hasta alcanzar una absorbancia menor a 0.07.

La elucidn de los anticuerpos se realizdé con 100 mM a&cido acético. Se colectaron
fracciones de 20 gotas (un mL) en tubos con 100 pL de 2 M Tris-HCl pH 8 (para prevenir

desnaturalizacion).

VII.6 Andlisis cualitativo y cuantitativo de crotoxina

La presencia de crotoxina en el veneno individual de las tres subespecies de C. simus se

determind por medio de slot blot en condiciones nativas de veneno. Por otro lado, la
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cuantificacion de la neurotoxina se llevo a cabo mediante la técnica de ELISA (ensayo por

inmunoabsorcién ligado a enzimas) tipo sandwich.

VII.6.2 Andlisis mediante slot blot

Este analisis se realizd para evaluar el reconocimiento de crotoxina en el veneno completo
y en condiciones nativas de las subespecies de C. simus, debido a que algunos epitopes
pudieran ser de tipo estructural y no lineal. La metodologia que se realizé es la siguiente:
Se utilizé una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF), la cual, debido a su grado
de hidrofobicidad se sumergié en metanol 100% durante 15 segundos para poder
transferir muestras en solucidén acuosa, y enseguida se equilibré en un recipiente con agua
Mili-Q durante 2 min. Posteriormente, la membrana y dos tiras de papel filtro del tamafio
de la membrana se remojaron durante 5 min en buffer de transferencia. En la camara de
slot blot, se colocaron las dos tiras de papel filtro por debajo de la membrana de PVDF y se
cerrd la unidad. Se colocaron las muestras en cada uno de los pozos de la cdmara y se
aplicé vacio hasta que todas las muestras fueron filtradas. Posteriormente, la membrana
se sumergid durante 10 s en metanol al 100%, con el fin de secar la membrana y
regresarla a su estado hidrofobo. La inmunodeteccion, se realizd incubando a Ia
membrana con el anticuerpo de interés (diluido en TBST con 5% de leche descremada),
durante una hora con agitacidon constante. Se realizaron tres lavados de la membrana con
TBST y después se incubd durante 30 min con el anticuerpo secundario (diluido en TBST
con 5% de leche descremada) con agitacion constante. Por ultimo, la membrana se volvié
a lavar y se reveld con una solucion de 300 pL del buffer BCIP, 300 pL de solucidn NBT y
2400 pL de agua destilada.
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VII.6.3 Inmunoensayo enzimdtico (ELISA)

En este apartado se explica de manera general el procedimiento efectuado para realizar
ELISA indirecto, método que fue usado para la determinacidn de titulos de anticuerpos en
suero de conejo y ratén, asi como para la evaluacién del reconocimiento de los
anticuerpos secretados por los hibridomas. El titulo se define como la dilucién en la cual
se encuentra el 50% del maximo de reconocimiento de los anticuerpos hacia el antigeno
(medido por absorbancia a 405 nm). La metodologia que se llevd a cabo es la siguiente:

Se prepard una solucidon de la proteina crotoxina a una concentracion de 5 ug/mL en
buffer de sensibilizado (pH 9.5, 100 mM) se agregaron 100 uL de esta solucién a cada uno
de los pozos de la placa para ensayos de ELISA (Nunc MaxiSorp®) y se incubd durante dos
horas a 37°C. Al término de la incubacidn, se deseché el sobrenadante y se agregaron 200
uL de solucién de lavado (50 mM Tris/HCl pH 8 + 150 mM NacCl + 0.05% Tween 20), este
paso se repitié dos veces mas. Posteriormente, los pozos se bloquearon agregandoles 200
uL de solucién de bloqueo (50 mM Tris/HCl pH 8 + 0.5% gelatina + 0.2% Tween 20) e
incubando 2 horas a 37°C (todos los pasos de lavado y bloqueo en este procedimiento se
realizaron de esta manera). Se repiti6 el lavado.

Cuando la finalidad fue evaluar los titulos de anticuerpos en suero, se realizaron diluciones
seriadas 1:2 del suero en solucién de reaccién (50 mM Tris/HCl pH 8 + 50 mM NaCl + 1
mg/mL gelatina+ 0.05% Tween 20) e incubaron a 37°C. Si el propdsito era analizar el
sobrenadante de cultivo de hibridomas, se transfirieron 100 puL de medio de cultivo de
cada pozo a los pozos previamente sensibilizados y bloqueados. Se repitieron los lavados.
Después se incubd con 100 pL de una solucién 1:1,000 de los anticuerpos marcados con
peroxidasa en solucién de reaccion y se incubé una hora a 37°C. Se repitieron los lavados y
finalmente la placa se reveld con 100 puL por pozo de solucién de revelado: 1 mL de buffer
para ABTS, 75 uL de ABTS, aforando a 10 mL de agua destilada (este método de revelado

se empled en todas las variantes de ELISA realizados).
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VII.6.4 Biotinacion de anticuerpos monoclonales

A un mililitro de una solucion de 1 mg/mL de anticuerpo monoclonal (AcM) en PBS, se le
agrego 8.5 mg de bicarbonato de sodio (NaHCOs). Por otro lado, se disolvieron 3.4 mg de
NHS-Biotina en 1 mL de dimetil sulféxido (DMSO) y se afadieron 13.2 ulL de esta solucién
al tubo con la mezcla AcM/NaHCOs Se Incubd durante 60 minutos a temperatura

ambiente y finalmente los anticuerpos biotinados se dializaron contra PBS 1X.

VII.6.5 Cuantificacion de crotoxina mediante ELISA tipo sandwich

En este apartado se detalla la técnica de ELISA tipo sandwich para la cuantificacidon de
crotoxina en el veneno de C. simus. Se utilizaron buffers con la misma composicién
mencionada en la metodologia de ELISA indirecto, y de igual manera, se realizaron lavados
entre cada paso de la técnica asi como el mismo proceso de revelado. La metodologia de
cuantificacion de crotoxina fue la siguiente: se sensibilizaron placas de ELISA (Nunc
MaxiSorp®) con 100 uL del anticuerpo monoclonal 4F6 a una concentracion de 1 pg/mL en
solucién de sensibilizado, incubando durante dos horas a 37°C. Después del bloqueo, se
realizé una curva estandar de crotoxina haciendo diluciones seriadas 1:2 de una solucién
de crotoxina a una concentracion de 2 pg/mL en solucion de reaccion. En el caso de los
venenos a cuantificar, se colocé una concentracién conocida de cada veneno en el primer
pozo, y de igual manera, se realizaron diluciones seriadas 1:2 en solucidn de reaccién, se
incubd una hora a 37°. Después, en todos los pozos se colocaron 100 pL de anticuerpo
policlonal de conejo a una concentracion de 1 pg/mLy se incubd a 37°C durante 1 hora. La
ultima incubacion se realizé con 100 pL/pozo de anticuerpos anticonejo marcados con

peroxidasa de rdbano diluidos 1:2,000 en solucién de reaccién.
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VIII. Resultados
VIII.1 Purificacion de crotoxina

En la Figura 7 se muestra el cromatograma resultante de la separacién del veneno de C.
durissus terrificus por exclusién molecular en presencia de urea. Resultaron cuatro
fracciones, de las cuales, la tercera (F3) destacd por su alta cantidad de proteina (58.1%,
Tabla 5). En el gel SDS-PAGE (Figura 8) se aprecia que F3 corresponde a la subunidad
basica de la proteina crotoxina (14.5 kDa), y ademas, se encontrd pura; F1 no presentd
bandas visibles en gel, mientras que F2 tuvo una banda en un peso de 30 kDa,
correspondiente a la proteina giroxina y en el carril de la fraccién F4 se observa una banda
prominente en un peso aproximado de 5 kDa que corresponde a la proteina crotamina, asi
como a la subunidad acida de la crotoxina. La fracciones fueron inyectadas por triplicado a
ratones CD1 (con un peso de 18-20 g) via intravenosa (20 pg/ratén). La signologia
observada en los ratones inyectados con la fraccion 3 fueron paralisis flacida y muerte
(tabla 6), lo cual demostré que las condiciones de purificaciéon no afectaron la actividad

tdxica de la proteina de interés.
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Figura 7. Exclusion molecular del veneno completo de C. durissus terrificus utilizando buffer
de acetato de amonio 20 mM pH 4.7+ Urea 6M.
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Tabla 5. Absorbancia (Asonm) ¥ U.A 80 nm de las fracciones obtenidas por cromatografia de
exclusién molecular en Sephadex G-75 en condiciones desnaturalizantes (6M Urea). U.A.
inicial=129; U.A.=109.8 Rendimiento= 85.1%

Fraccién Volumen (mL) Asgonm U.A.5500m
F1 11.5 0.78 8.9
F2 10.5 0.74 7.8
F3 32.5 1.97 64.0
F4 48 0.61 29.3
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Figura 8. Gel SDS-PAGE en condiciones reductoras y no reductoras (*) de las fracciones
obtenidas en la separacion del veneno de Crotalus durissus terrificus por cromatografia
exclusién molecular en condiciones desnaturalizantes (urea 6M) (10 pg/carril).

Tabla 6. Signologia observada en grupos de tres ratones al inyectarles 20 pg (via intravenosa)
de las fracciones obtenidas por cromatografia de exclusion molecular del veneno de C

durissus terrificus.
Fraccién Paralisis flacida Paralisis rigida en Giros involuntarios  Muerte
patas posteriores
F1 0/3 0/3 0/3 0/3
F2 0/3 0/3 3/3 3/3
F3 3/3 0/3 0/3 3/3
F4 0/3 3/3 0/3 3/3
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VIII.2 Obtencion de anticuerpos policlonales anti-crotoxina en conejo

La produccidn de anticuerpos policlonales fue realizada siguiendo el esquema de
inmunizaciéon descrito en la metodologia. Los conejos fueron sangrados el dia de la
séptima inmunizacién y fue medido el titulo (ECsq) de cada suero, el resultado fue variable,
siendo el suero del conejo 2 el que tuvo el titulo mas alto (Figura 9A). Se procedid a
realizar tres inmunizaciones mas y tres dias después de la décima inmunizacién, los
conejos fueron sangrados por puncion cardiaca y se mezcld el suero de los tres animales

(volumen total: 241 mL); el titulo resultante del suero fue de 31,382 (Figura 9B).
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Figura 9. A) Curva sigmoidal dosis-respuesta de los sueros de los conejos inmunizados con
crotoxina. ECs,=M7,505; A 11,651; @6,615. B) Curva sigmoidal dosis-respuesta de la mezcla
del suero de los tres conejoCfRithizados cditfa'ePotoxina. BE©31,382.

Sigmoidal dose-response (variable slope)
Best-fit values
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VHt:2.1 Purificacion de anticaerpos polictosrales anti-crotoxina de conejo
Std. Error

BOTTOM 0.04232 0.1094 0.05290

TOP 0.03207 0.06192 0.04336

SeJ5hrificaron 25 mL del syéffpoliclonal f&tonejo apijitrotoxina mediante cromatografia
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deoafim'dad, en una colummawde crotexinmacoplada o Sepharosa 4B CNBr. El resultado del
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blot, se probd el reconocimiento de los anticuerpos hacia el veneno completo de C. d.
terrificus. En la Figura 10B se observa que hubo reconocimiento hacia la proteina
crotoxina y, un poco, a la giroxina, por lo que se procedid a realizar una

inmunopurificacion negativa.

A) B)
2 >
o ~
1.75- S s
o - a o
1.504 = 0O
£ 1.25+4 80 . &=
c 46 o, 255 -
8 100' 30 p— = .
i 0.754 Acido acético 3
2 100 mM 17 4
< 0.50+ ol ol
0.254 7 -
0.00 : : :
0 20 30 40 SDS-PAGE Western Blot
15% 5ug/mLIgG’s

N° Fraccion
Figura 10. A) Inmunopurificacién del suero policlonal de conejo anti-crotoxina. B) SDS-PAGE y
Western Blot del veneno de C. durissus terrificus, incubacién con anticuerpos obtenidos de la
inmuopurificacién del suero policlonal de conejo.

La inmunopurificaciéon negativa se realizdé acoplando giroxina a la resina Sepharosa 4B
CNBr, por tanto, en la Figura 11 se muestra la fraccién correspondiente a los anticuerpos
antigiroxina eluidos; por otro lado, la concentracion obtenida de anticuerpos anti-
crotoxina fue de 200 pg/mL. El resultado de Western blot incubando con 5 ug/mL del

anticuerpo policlonal de conejo anti-crotoxina demostrdé la falta de reactividad hacia

giroxina.
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Figura 11. A) Inmunopurificacién negativa de los anticuerpos policlonales de conejo anti-
crotoxina. B) SDS-PAGE del veneno completo de C. durissus terrificus y Western blot incubado
con los anticuerpos policlonales de conejo anti-crotoxina (5 pg/mL).

Se realizd un ensayo ELISA indirecto para evaluar el reconocimiento del anticuerpo
policlonal de conejo anti-crotoxina, hacia el veneno completo de C. durissus terrificus vy el
veneno tipo A de C. scutulatus scutulatus como controles positivos, debido a que en su
composicion tienen a la neurotoxina, mientras que el veneno tipo B de C. scutulatus
scutulatus fue usado como control negativo ya que tiene fosfolipasas pero no del tipo
neurotéxico. Como se observa en la siguiente Figura (Figura 12), las curvas de
reconocimiento hacia los controles positivos son parecidas (tan sélo fue 1.5 veces mas
grande el reconocimiento hacia C. d. terrificus que hacia C. s. scutulatus tipo A); sin
embargo, también se observé que en el veneno del control negativo hubo cierto grado de
reconocimiento, pero éste resulté ser 225 veces menor en comparacion con el obtenido

hacia el veneno de C. durissus terrificus.
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Figura 12. Curvas de reconocimiento del anticuerpo policlonal de conejo anti-crotoxina hacia
el veneno de C. d. terrificus (C+), C. s. scutulatus tipo A (C+) y tipo B (C-).
ECso= mO0.15; A 0.20; @33.7.

VIII.3 Obtencidn de anticuerpos monoclonales anti-crotoxina de raton

Se realizaron 16 fusiones celulares tal como se describié en la metodologia, obteniéndose
676 hibridomas, de los cuales dos clonas resultaron ser productoras de anticuerpos anti-
crotoxina. Los titulos de anticuerpos de los ratones Balb/C se muestran en la Figura 13.
Como se observa, los titulos mas altos corresponden a los ratones 5 a 8, los cuales

tuvieron un esquema de inmunizacién mas largo (Tabla 4).

A) 2.0 B) ’

1.25+ ® Raton 1 2 Om ® Ratéon 5

s Raton2  Raopi R 4 Ratén 6

1.004 gv ’ Ratén 3 Ratoh 2 v Ratdén 7

E 2 Raton 4 A E + Raton 8

g 0757 ¥ L Ratoh 4
S 8 S 1.04
< 2
0.254 0.5
0.0
1 O00+-S——Td——T5FT6—TT—T5T |n |l 2 0-03| AI 5! “i z $ T T 1
9 ogldiluéign 3 4 5 6 7 8 L&y. dilucioh 3 4 5 6 7 8

Log. dilucién Log. dilucién

Figura 13. Curva dosis-respuesta de cuatro ratones inmunizados con crotoxina. A). ECso= M 31, 158; A 44,
441; Y14, 651; ¢ 21, 409. B) ECso= W 44, 004; A56, 671;Y 20, 005; ¢ 67, 668.
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Las células del bazo de los ratones inmunizados, se fusionaron con células de la linea de
mieloma SP2 de ratdn y se obtuvieron 2 clonas productoras de anticuerpo monoclonal
anti-crotoxina, las cuales se denominaron 4F6 y 2F9 por el pozo en el que se hallaron.

Los hibridomas obtenidos, fueron inoculados en ratones Balb/C via intraperitoneal para

obtener los anticuerpos monoclonales anti-crotoxina en el liquido ascitico.

VIII.3.1 Tipificacion de anticuerpos monoclonales

El ensayo se realiz6 mediante ELISA directo, utilizando el kit comercial Mouse
screening/Isotyping Kit (Zymed Laboratories). Ambos anticuerpos monoclonales

pertenecen a la subclase IgG1 con cadena ligera kappa (Figura 14).

A) B)
ct C+
c- ¢
| |
K k
IgA IgA
lgM lgM
1gG3 1gG3
12G2B 1gG2B
1gG2A 1gG2A
1gG1 12G1
(I) 015 1 1.5 2 25 Q 0.5 1 1.5 2 2.5
Abs. 405 nm Abs. 405 nm

Figura 14. Tipificacidon de anticuerpos monoclonales. A) AcM 2F9 B) AcM 4F6. Crotoxina (C+);
veneno de C. s. scutulatus tipo B (C-); cadenas ligeras A y k.

VIII1.3.2 Purificacion anticuerpos monoclonales

La purificacién de los anticuerpos monoclonales a partir de liquido de ascitis se realizd en
una columna de proteina A acoplada a Sepharosa 4B. En la Figura 15A se encuentra el
cromatograma de la purificacion de 13.5 mL de liquido ascitis del ratén inoculado con el
AcM 2F9, de éste, se obtuvo una concentracién de 0.25 mg/mL de anticuerpos

monoclonales (2.1 mg totales). Por otro lado, se purificaron 7.0 mL de liquido de ascitis del
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raton inoculado con el anticuerpo monoclonal 4F6 (Figura 15B) obteniéndose una

concentraciéon de 0.32 mg/mL del anticuerpo monoclonal 4F6 (2.2 mg totales).

A) B)

1.1+ 114
1.0+ 1.0
0.94 0.94
£ 0.4 g 0.84
c 0.7 C 0.7+
2 0.64 S 0.6
™~ 0.5 N 0.5
2 044 2 0.4
<< 0.3 << (.34
0.2+ 0.2
0.1+ 0.1+

0.0 T T T T T T 1 0.0 L) T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Fraccion Fraccion

Figura 15. Purificacién de los anticuerpos monoclonales 2F9 (A) y 4F6 (B) anti-crotoxina a partir de liquido
ascitis de ratén, columna Sepharosa 4B-Proteina A.

VIII.3.3 Didlisis y concentracion de anticuerpos

Las inmunoglobulinas fueron dializadas contra PBS 1X usando una membrana con tamafio
de poro de 30 kDa. La concentracién de los anticuerpos se hizo por ultrafiltracién con un
Amicon Ultra de Millipore con tamafio de poro de 10 kDa (Tabla 7). Posteriormente, las
inmunoglobulinas se corrieron en un gel SDS-PAGE en condiciones reductoras y no

reductoras para observar su grado de purificacion (Figura 16).

Tabla 7. Rendimiento y concentracion de los anticuerpos monoclonales después de dializarlos
y concentrarlos.

AcM 2F9 AcM 4F6
Dialisis Rendimiento (%) 99.9 98.4
Concentraciéon (mg/mL) 0.26 0.31
Total (mg) 2.1 2.2
Concentracién Rendimiento (%) 77 90.4
Concentracién (mg/mL) 0.6 1.1
Total (mg) 1.6 2.0
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Figura 16. SDS-PAGE 12.5% de los anticuerpos monoclonales purificados en Sepharosa-A. (*)
No reducido con 3 mercaptoetanol.

Mediante ELISA indirecto fue evaluado el reconocimiento de los dos anticuerpos
monoclonales hacia el veneno de C. d. terrificus y C. s. scutulatus tipo A, como controles
positivos, asi como también, hacia el veneno tipo B de C. s. scutulatus, como control
negativo (Figura 17). Ambos anticuerpos monoclonales reconocieron a los dos controles
positivos y en ninguno de los dos casos existid reactividad cruzada con las fosfolipasas del
veneno de C. s. scutulatus tipo B. Cabe resaltar que el AcM 4F6 presentd mayor
reconocimiento hacia los controles positivos en comparacién con el AcM 2F9, siendo la
ECso 1.5 veces mas grande hacia el veneno de C. d. terrificus y 2 veces mayor hacia el

veneno tipo A de C. s. scutulatus.
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Figura 17. Curva de reconocimiento de los anticuerpos hacia el veneno de Ml C. d. terrificus (C+), C. s.
scutulatusi tipo A (C+) y V¥ tipo B (C-). A) AcM 2F9 ECso=ll 156, 670; A\ 72, 310. B) AcM 4F6 EC5p= 233,
402; A 150, 552.

VII1.3.4 Ensayo de competencia de anticuerpos monoclonales 2F9 y 4F6

Se realizé un ensayo de ELISA para evaluar si los dos anticuerpos monoclonales anti-
crotoxina (2F9 y 4F6) competian por el mismo epitope. El experimento consistié en usar
como anticuerpo de captura al AcM 2F9, mientras que el AcM 4F6 fue marcado con
biotina y se utiliz6 como anticuerpo de deteccidon (Figura 18A). Los controles positivos
consistieron en el reconocimiento de cada uno de los anticuerpos monoclonales (2F9 y
4F6 biotinado) hacia la crotoxina (Figuras 18B y 18C, respectivamente). El control negativo
consistid en usar como anticuerpo de captura al AcM 4F6 sin biotinar y de deteccién al

mismo anticuerpo pero biotinado.

Como resultado, el AcM 4F6 biotinado tuvo menor reconocimiento en comparacion a su
control positivo (Figura 19), lo que se demuestra por la ECsg (92 veces menor), esto
significa que el epitope de ambos anticuerpos no es el mismo, pero debe encontrarse en

un sitio cercano o traslapado.
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Figura 18. Disefio del ensayo de ELISA para evaluar la competencia entre el AcM 4F6 Y AcM

‘J AcM 4F6B
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-
Crotoxina ﬁ( AcM 4F6

AcM 4F6B D )

2F9.
+ 2F9+Ag+4F6B
2F9 5 pg/mL
Ag 5 pg/mL
2.5 . 4F6Biot 100 ug/mL 1:3
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4 AF6Biot
E 1.5 Ag 5 ug/mL
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Figura 19. ELISA competitivo de los anticuerpos monoclonales anti-crotoxina 4F6Biot y 2F9.

ECso =@ 27.6; A0.3;

ug/mL Anticuerpo 4F6Biot 100 pg/mL 1:3

0.07.
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VIII.4 Potencia letal de la crotoxina y ensayo de neutralizacion de los anticuerpos obtenidos

La DLso de la fraccion correspondiente a la crotoxina resulté ser de 1.9 pg/raton.
Posteriormente, se evalud si cada uno de los anticuerpos anti-crotoxina obtenidos, era
capaz de neutralizar a la neurotoxina. Esto se realizé inyectando ratones CD1 con 3 DLsg
de la fraccion antes mencionada, incubada con 300 pL de cada AcM y con el anticuerpo
policlonal de conejo. Ninguno de los anticuerpos monoclonales neutralizaron a la
neurotoxina, mientras que el anticuerpo policlonal de conejo si neutralizé con dicho
volumen, por lo que se procedioé a la obtencion de la DEsg del mismo, la cual fue de 94.9

}J.L/3DL50

VIII.5 Deteccion de crotoxina en el veneno individual de las subespecies de C. simus

Puesto que se observé que ambos anticuerpos monoclonales tienen un patrén de
reconocimiento similar, se trabajé Unicamente con el AcM 4F6 por ser el anticuerpo que

tuvo mayor reconocimiento, por ELISA hacia la crotoxina.

La deteccion de crotoxina se realizé mediante la técnica de slot blot en condiciones
nativas de veneno (sin SDS y en ausencia de agente reductor). Se analizaron 50 pg de cada
uno de los venenos de la especie Crotalus simus, asi como del veneno de C. durissus

terrificus como control positivo y C. s. scutulatus tipo B como control negativo.

El resultado se da en la Figura 20. EIl AcM 4F6 reconocid a la proteina crotoxina y no
presentd reactividad cruzada con el control negativo ni con las fosfolipasas de los venenos
de C. simus culminatus (ejemplares: HK150, HK205, HK168, HK133, HK204, HK169,
Csim2A, HK203 y Csim2B), por otro lado, en la subespecie C. tzabcan, el AcM reconocid a
la neurotoxina en 6 individuos (ejemplares: HK212, HK218, HK217, HK211, HK216 y

HK207) los cuales poseen dosis letales (DLso) de 15.3 pg/mL a 37.8 pug/mL, mientras que
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en los individuos que poseen venenos con dosis letales por arriba de 89 pug/mL no hubo
reconocimiento por parte del AcM 4F6 (ejemplares: HK255, HK254, HK214 y HK253).

Por otra parte, se realizé un slot blot donde se evaludé que hay reconocimiento del AcM
4F6 y del anticuerpo policlonal de conejo hacia la subunidad acida de la crotoxina (Figura
21). El anticuerpo policlonal de conejo tampoco tuvo reactividad cruzada con el control

negativo, pero si con las fosfolipasas no neurotdxicas de C. simus culminatus.

226 270 267 176 268 c+ 225 85 84 65 224 66 Cs
C.s. simus . ‘ ' . . ‘ ' | 'J i ‘ l '
212 218 217 211 216 207 255 254 214 253
C.s. tzabcan ' ' ' '
150 205 168 133 204 e 169 22 203 2b C

C.s.culminatus

Figura 20. Slot blots del veneno nativo (50 ug) de diferentes individuos de las subespecies C. s.
simus, C. s. tzabcan y C. s. culminatus. C. d. terrificus (C+) y C. s. scutulatus tipo B (C-).
Incubacién con el AcM 4F6 anti-crotoxina (2 ug/mL de anticuerpo).

CB CA/CT C- CB CA/CT C-

Figura 21. Slot blot de las fracciones obtenidas mediante exclusion molecular
correspondientes a la subunidad B de la crotoxina (CB) y a la mezcla de la subunidad A de la
crotoxina/crotamina (CA/CT). Veneno de C. s. scutulatus tipo B (C-). 10 pg/muestra en
condiciones nativas. 1zg. AcM 4F6; Der. Anticuerpo policlonal de conejo (2 ug/mL de
anticuerpo).
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v
Sigmoidal dose-response (variable slope)
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LOGEC50 -1.613
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En latkigura 22 se encuentra repres@mtarda la curva estandar que se disefid para cuantificar
Std. Error
crotoxinzoren el veneno de los irnddsiduos de Crotalus simus. Dicha curva se realizd

TOP 0.04525

empleaernoel AcM 4F6 y el antiausspo policlonal de conejo anti-crotoxina (AcP) en un
HILLSLOPE 0.07853
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BOTTOM -0.1123 to 0.06187

por elamétodo de BCA, para asi, céltséde 2#01as placas de ELISA concentraciones conocidas
LOGEC50 -1.703 to -1.524

del vEheHiORBtal de cada individudpgostétiFrmente realizar diluciones seriadas 1:3 de los
EC50 0.01981 to 0.02993

miSmgnestad Ralores de absorbancia obtenidos fueron interpolados en la curva estandar de
Degrees of Freedom 6

crotd¥ina y posteriormente proce$at¥83 para obtener el porcentaje de concentracién de la

Absolute Sum of Squares 0.01547
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a
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Figura 22. Curva estandar de cuantificacion de crotoxina mediante ELISA tipo sandwich
(CB=subunidad basica de la crotoxina). ECso =¥ 0.024 pug/mL

Al igual que en el slot blot, en el ensayo de ELISA tampoco se encontrd crotoxina en

ninguno de los venenos de la subespecie C. s. culminatus.
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En la Tabla 8, se encuentra el porcentaje de crotoxina promedio del veneno de los
ejemplares de las tres subespecies de C. simus, de acuerdo a su distribucion geografica. El
veneno de los individuos de C. s. simus distribuidos en el estado de Veracruz resultaron
tener el mayor porcentaje de crotoxina (32.8%), seguidos por el Unico ejemplar de Oaxaca
(14.5%), mientras que el veneno de los individuos distribuidos en Chiapas y Quintana Roo
tuvieron los porcentajes de crotoxina mas bajos (9.0%). El ejemplar HK225, resalté por
poseer el veneno con la mayor concentracion de crotoxina (44.3%), semejante al
porcentaje de crotoxina del veneno de C. d. terrificus, obtenido del mismo modo (44.8%).
Por otro lado, no se reconocié crotoxina en el veneno de cuatro ejemplares de C. s.
tzabcan (HK255, HK254, HK214 y HK253), de los cuales uUnicamente un individuo fue
colectado en Quintana Roo, y el resto en Yucatan, como se menciond anteriormente

(Anexo 2).

Tabla 8. Porcentaje de crotoxina (rango y promedio) en el veneno de los ejemplares de las
tres subespecies de Crotalus simus de acuerdo a su distribucién geografica.

Subespecie Localidad n % de crotoxina % de crotoxina
promedio Rango
C. s. simus Veracruz 6 32.8 21.6-44.3
Oaxaca 1 14.5 14.5
Chiapas 4 7.7 6.3-8.5
Total 11 22.0 6.3-44.3
C. s. tzabcan Quintana Roo 7 4.6 0-7.7
Yucatan 3 - -
Total 10 3.2 0-7.7
C. s. culminatus Morelos 8 - -
Guerrero 1 - -
Total 9 - -

En la Figura 23 se aprecia una grafica de barras donde se agruparon los ejemplares de las
tres subespecies de C. simus, de acuerdo a la concentracion de crotoxina. Se observa que
los venenos con mayor concentracidon de crotoxina tienen menores valores de DLsp, es

decir, son mas letales.
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Figura 23. Grafica de barras del intervalo del porcentaje de crotoxina de tres grupos
(promedio de tres mediciones) y la dosis letal media (DLsp) del veneno de C. s. simus, C. s.
tzabcany C. s. culminatus.

44



Crotoxina en el veneno de la serpiente de cascabel Crotalus simus en México

IX. Discusion
IX.1 Purificacion

La purificacién se llevd a cabo a partir del veneno completo de la cascabel sudamericana
C. durissus terrificus, debido a que la crotoxina constituye alrededor del 50% del total de
su veneno (Calvete et al., 2010). El uso de crotoxina purificada fue importante durante la
inmunizacion para favorecer la produccion de anticuerpos especificos hacia dicha
proteina. La purificacién consistié en una cromatografia de exclusién molecular utilizando
una matriz de Sephadex G-75. El veneno de Crotalus durissus terrificus esta compuesto
principalmente por 4 proteinas: convulxina, giroxina, crotoxina y crotamina, las cuales
tienen las siguientes masas moleculares: 73 kDa, 32 kDa, 24 kDa y 5 kDa, respectivamente.
La masa molecular de crotoxina y giroxina difiere Unicamente por 8 kDa, por lo que el
veneno se puso en presencia de urea 6M, el cual es un agente caotrépico que logra
desestabilizar la unién de las dos subunidades de la crotoxina sin influir en la estructura
tridimensional de cada una de ellas, como lo demuestra la actividad de CB. El resultado de
dicho proceso fue la obtencidn de cuatro fracciones, una de las cuales correspondio a la

subunidad basica de la crotoxina.

IX.2 Reconocimiento de anticuerpos policlonales

El reconocimiento de los anticuerpos, previamente purificados, hacia el veneno de C.
durissus terrificus (en condiciones reductoras) fue evaluado mediante Western blot,
donde sélo hubo reconocimiento de la banda correspondiente a la subunidad basica de la
crotoxina. Adicionalmente, se realizé un ensayo de ELISA para evaluar el reconocimiento
de los anticuerpos hacia las proteinas nativas del veneno de C. d. terrificus y del veneno
tipo A de C. scutulatus scutulatus como controles positivos, asi como también, hacia el
veneno tipo B de la serpiente antes mencionada, como control negativo. Se observé que
los anticuerpos reconocieron a las fosfolipasas A, de ambos controles positivos, de
manera muy parecida (solo 0.76 veces mayor el reconocimiento hacia el veneno de C.

durissus terrificus), mientras que el reconocimiento hacia las fosfolipasas A, no
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neurotodxicas del veneno de la poblacion B de C. scutulatus scutulatus fue bajo (198 veces
menos reconocimiento). La subunidad basica de la crotoxina tiene una identidad de
secuencia de alrededor del 50% con respecto a fosfolipasas de tipo no neurotoéxico (Aird et
al., 1986); dicha identidad, indica que existe la mitad de las probabilidades de obtener
anticuerpos con reactividad cruzada entre las fosfolipasas neurotdxicas y no neurotéxicas.
Sin embargo, se sabe que aunque una gran variedad de sitios antigénicos son presentados
al sistema inmune del animal durante la inmunizacidn, existen determinantes antigénicos
gue pueden estimular significativamente la produccion de anticuerpos, algunos de los
cuales pueden estar asociados con el sitio activo de cualquier toxina (Oshima-Francoa et
al., 1999). En torno a esto, se han realizado estudios de inhibicién de la actividad PLA, del
veneno de serpientes y de insectos. Con anticuerpos hacia fosfolipasas A, homoélogas vy
heterdlogas, se mostrd una variedad de grados de reconocimiento e incluso, no hubo
reactividad cruzada entre ciertas especies de la misma familia; dichas diferencias reflejan
las variaciones en los sitios antigénicos de la enzima aun perteneciendo a la misma familia
(Nair et al., 1980). Ademads, Rael et al., 1986 demostraron que los anticuerpos policlonales
obtenidos contra fosfolipasas no neurotdxicas, no reconocieron la subunidad basica de la
toxina Mojave, mostrando que, a pesar de la alta identidad de secuencias, las dos clases

de fosfolipasas son diferentes antigénicamente.

IX.3 Obtencion de anticuerpos monoclonales

Los ratones fueron inyectados con la fraccién correspondiente a la subunidad B de la
crotoxina (CB), la cual posee actividad enzimatica y neurotdxica, y ademas, tiene una
identidad de secuencia de 50% con fosfolipasas no neurotdxicas, menor a la que existe
entre la subunidad acida (CA) y las PLA, no neurotdxicas (275%) (Aird et al., 1990),
disminuyendo asi, la probabilidad de obtener anticuerpos monoclonales con reactividad
cruzada hacia PLA; miotdxicas.

Se lograron obtener dos AcM dirigidos hacia la neurotoxina en estudio. Se realizé un
ensayo de ELISA tipo sandwich para determinar si ambos anticuerpos reconocian el mismo

epitope. Los resultados mostraron que, si bien no reconocian el mismo epitope, éste podia
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ser un sitio cercano. Existen determinantes antigénicos que pueden estimular
significativamente la produccién de anticuerpos (Oshima-Francoa et al., 1999), razén por
la cual, probablemente hay un sitio en la neurotoxina con mayor antigenicidad, pudiendo

ser un blanco cercano de los dos anticuerpos monoclonales.

Los anticuerpos monoclonales anti-crotoxina resultaron pertenecer a la clase 1gG con
cadena ligera Kappa, dicha cadena es la mas comun tanto en humanos como en ratones,
presentdndose en los ratones unas 10 veces mas frecuentemente que las lambda (Abbas

etal, 2012).

IX.4 Reconocimiento de anticuerpos monoclonales

El reconocimiento de los dos anticuerpos monoclonales anti-crotoxina, fue evaluado
mediante ensayos de ELISA indirecto. Los dos AcM anti-crotoxina tuvieron reactividad
cruzada con la toxina Mojave, mientras que las fosfolipasas no neurotdxicas del veneno
tipo B de C. scutulatus scutulatus no fueron reconocidas. El mismo fendmeno lo
observaron Rael y colaboradores en 1986, al obtener un AcM dirigido hacia la subunidad
basica de la crotoxina, el cual no tuvo reactividad cruzada con las fosfolipasas no
neurotoéxicas del propio veneno de donde se obtuvo, por lo que concluyen que a pesar de
la alta identidad de secuencias entre las PLA, neuro y no neurotdxicas, probablemente la
configuracion tridimensional de la subunidad basica es diferente a las otras fosfolipasas.
Cabe mencionar que el AcM del grupo de Rael et al.,, 1986, reconocié mediante
isoelectroenfoque a diversas isoformas de las dos subunidades de la crotoxina. En ese
trabajo no se evalud el reconocimiento hacia las diferentes isoformas que pueden existir
en el veneno de C. durissus terrificus y C. simus, pero es altamente probable que ocurra
dicho reconocimiento, puesto que ha sido demostrado que la identidad de secuencias
entre las isoformas de la crotoxina de C. durissus terrificus, de C. simus (poblaciones de
Costa Rica) y de la neurotoxina Mojave, es de entre 98 y 100%, lo cual sugiere que los

epitopes estructurales son muy parecidos entre si.
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IX.5 Andlisis cualitativo por slot blot

Debido a la amplia distribucién geografica y divergencia molecular entre las subespecies
de Crotalus simus, esta especie constituye un importante caso para estudiar la variabilidad
de la composicién del veneno (Neri-Castro et al., 2013).

En el presente trabajo, se realizé la detecciéon de crotoxina en el veneno de C. simus en
condiciones nativas, mediante la técnica de slot blot y usando el anticuerpo monoclonal
obtenido. Se observd que no hubo reactividad cruzada con fosfolipasas no neurotéxicas
del veneno tipo B de C. scutulatus scutulatus, y tampoco la hubo con proteinas de los
venenos de la subespecie C. s. culminatus, coincidiendo con el resultado proteémico
obtenido por Neri-Castro y colaboradores (2013). Adicionalmente, se pudo determinar
gue todos los individuos de C. s. simus y seis de diez ejemplares de la subespecie C. s.
tzabcan tuvieron crotoxina en su veneno. Este ensayo no se realizé con el anticuerpo
policlonal de conejo debido a que una desventaja en el uso de anticuerpos policlonales
puede ser la reactividad cruzada (Atassi et al., 1984) a causa de la variedad de epitopes
gue reconoce la mezcla de anticuerpos, y, en este caso, aunado a la alta identidad de

secuencias entre las fosfolipasas neurotdxicas y no neurotéxicas.

Con los resultados antes mencionados, se sugiere que la deteccién de crotoxina en el
veneno de serpientes de cascabel, mediante slot blot, en condiciones nativas de veneno y

utilizando el AcM 4F6 anti-crotoxina, es un ensayo facil, rapido, barato y confiable.

IX.6 Andlisis cuantitativo

El propdsito de la cuantificacion de la proteina crotoxina en el veneno de las subespecies
de C. simus, fue relacionar dicha cantidad, con respecto a la letalidad del veneno. Para
ello, se trabajé con el veneno de los individuos adultos de C. simus, a partir de los cuales,

Neri-Castro y colaboradores (2013) obtuvieron la DLsg (via intravenosa) de cada uno de
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ellos, asi como también, reportaron actividades bioldgicas, bioquimicas y el proteoma de

mezclas (“pools”) de veneno de C. s. simus y C. s. culminatus.

La cuantificaciéon de crotoxina se realizé empleando un ELISA tipo sandwich, utilizando
como anticuerpo de captura al anticuerpo monoclonal 4F6, debido a su especificidad por
la crotoxina, mientras que el anticuerpo de deteccién usado fue el anticuerpo policlonal
de conejo anti-crotoxina.

Es importante mencionar, que hay reconocimiento del AcM 4F6 hacia la subunidad acida
de la crotoxina, por tal motivo, la cuantificacidon corresponde tanto a la subunidad basica
como &cida de la neurotoxina. Como resultado de la cuantificacidon, se establecié que el
veneno de los individuos de C. s. simus tuvieron las mas altas concentraciones de
crotoxina (6.3%-44.3%), seguidos por 6 ejemplares de C. s. tzabcan (3.0%-7.7%), mientras
que el veneno de 4 individuos de C. s. tzabcan, asi como los 9 ejemplares de C. s.
culminatus evaluados, carecieron de la neurotoxina, lo cual concuerda con los resultados
cualitativos obtenidos mediante Slot blot y con los perfiles cromatograficos obtenidos por

Neri-Castro y colaboradores (2013).

Se realizd una grafica de barras para evaluar de manera esquematica la relacién entre la
cantidad de crotoxina cuantificada y la DLsg del veneno de C. simus. Se observa que la
concentracion de crotoxina tiene impacto en la toxicidad del veneno completo de estas
serpientes, puesto que los individuos que tienen valores bajos de DLsq (los mas letales)
tienen mayor concentracidn de crotoxina. De manera que podria ser posible establecer un
valor de DLso, por debajo del cual, sea posible suponer la presencia de crotoxina en el
veneno de las serpientes de cascabel; segln este trabajo, esa cantidad podria encontrarse

entre 37.8 y 65 pg/raton.

En el trabajo desarrollado por Calvete y colaboradores (2010), donde se hizo un analisis
protedmico y bioldgico del veneno de las subespecies C. s. simus y C. d. terrificus,

distribuidas en Centro y Sudamérica, respectivamente, se propuso que la concentracion
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de crotoxina en el veneno esta directamente relacionada con la actividad letal, lo cual, en

este trabajo se observa entre los ejemplares de la especie C. simus distribuida en México.

Es importante resaltar que el valor de DLsg del veneno de los ejemplares de C. s. simus es
muy cercano uno con otro, incluso, en algunos casos se traslapa, mientras que el
porcentaje de crotoxina obtenido fue muy diverso, como ejemplo se tiene al veneno de
los ejemplares H225 y HKO085, ambos con DLsg de 5 pg/ratén, los cuales tuvieron
porcentajes de crotoxina muy diferentes entre si, 44.3% y 7.6%, respectivamente. Existen
diferentes razones por las cuales puede estar ocurriendo tal situacidn, una de ellas tiene
gue ver con la relacién entre la cantidad de subunidad acida (CA) y basica (CB) de la
crotoxina; Canziani y colaboradores en 1983, encontraron que CA aumenta hasta diez
veces la potencia letal de CB, y que a su vez, inhibe su actividad fosfolipasa. Por tanto, ha
sido postulado que la toxicidad del veneno correlaciona con la concentraciéon de CA, la
cual aumenta la potencia neurotéxica de la PLA, (Calvete et al., 2012) y que ademas, varia
incluso de individuo a individuo. Otra de las posibles razones, son las isoformas que
contiene cada uno de los venenos; dichas isoformas difieren ligeramente en su estructura
molecular, asi como también, en sus propiedades cromatograficas y movilidad
electroforética. La composicion aminoacidica de las isoformas, indica que difieren en un
pequefio numero de residuos de aminodcidos, tipicamente de 4 a 8, y en algunos casos,
estas diferencias resultan en modificaciones de las propiedades enzimaticas y

farmacoldgicas de la toxina (Faure y Bon, 1988).

Actualmente, se han encontrado cuatro isoformas de cada una de las subunidades de la
crotoxina del veneno de C. durissus terrificus. Faure et al., 1991, reportan que la isoforma
CBc se asocia con una alta afinidad a cualquier isoforma CA haciendo mas todxico al
complejo crotoxina, mientras que el complejo menos estable es el obtenido por la
asociacion de cualquier isoforma de CA con la isoforma CBa2 (Faure et al., 1994). Si bien,
se desconocen las isoformas de CA y CB en el veneno de C. simus, una probable
explicacion de la variacidn en la toxicidad de los venenos puede ser la estabilidad de la

interaccion entre las subunidades de la neurotoxina.
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Otro de los resultados obtenidos en el presente trabajo, es que la letalidad del veneno de
las serpientes que no contienen crotoxina (C. s. culminatus y cuatro ejemplares de C. s.
tzabcan), es de 26 a 100 veces menor con respecto a la DLsg de los individuos que si
poseen dicha proteina. Anteriormente, ya se habia reportado el mismo comportamiento
en poblaciones de la serpiente Crotalus scutulatus, donde el veneno tipo B (que no
contiene crotoxina) tiene una letalidad 20 veces menor en comparacion al veneno tipo A
(con Mojave toxina en su composicion -Glenn et al., 1983-). Las causas de este fendmeno
nunca han sido explicadas, Durban et al.,, 2013 y Daltry et al., 1996, atribuyen las
variaciones en la composicidon del veneno a adaptaciones locales, las cuales confirieren
ventajas como la especializacidon en diferentes presas. Sin embargo, la informacién de la
habitos alimenticios de los adultos de las subespecies de C. simus, indica que tienen una

dieta similar, basada en mamiferos.

Por otro lado, uno de los pardmetros que afecta la toxicidad del veneno y causa resultados
variables es la distribucién geografica de las serpientes (Salazar et al., 2006). En torno a
esto, se obtuvo que al Este de México, en el estado de Veracruz, se encuentran los
ejemplares de Crotalus simus con mayor concentracion de crotoxina; en el sureste del
pais, algunos ejemplares de C. s. simus y seis de diez individuos de C. s. tzabcan tuvieron
baja concentracion de crotoxina; mientras que al sur de México, en los estados de
Morelos y Guerrero, la neurotoxina no fue hallada en ninguno de los ejemplares
pertenecientes a C. s. culminatus, dicha subespecie tiene poblaciones en el estado de
Oaxaca, donde se traslapa con la distribucién de C. s. simus, debido a esto, es importante
ampliar el muestreo de ambas subespecies, para asi, determinar si existen poblaciones de
C. s. simus sin crotoxina, asi como ejemplares de C. s. culminatus con veneno neurotoxico.
Este fendmeno, como ha sido anteriormente mencionado, se ha reportado en la
subespecie C. scutulatus scutulatus, donde se encontrd variacidn geografica en Ia

composicidn del veneno.

Hay dos posibles situaciones donde se puede observar la variacidon de veneno a causa de

la distribucion geografica. La primera se da en poblaciones cercanas o simpatricas, como
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es el caso mencionado de C. scutulatus, en donde hay dos poblaciones divergentes sin
diferencias morfolégicas significativas, pero que difieren en la presencia o ausencia de la
toxina Mojave; hay evidencia de que poblaciones con el veneno tipo A y tipo B estaban
histéricamente aisladas, sin embargo, no hay una barrera fisica entre estas poblaciones, y
de hecho, se ha descrito una poblacién intermedia (Wilkinson et al., 1991). La segunda
forma de variacién de veneno se ha visto en poblaciones aisladas: poblaciones pequeiias y
aisladas, tienden a una produccién homogénea del veneno, mientras que el aislamiento
de poblaciones grandes, muestra conservacién de muchos de sus componentes, pero
también muestra variacién en el espectro total del veneno en relacién al tiempo de
aislamiento (Chippaux et al., 1991). El caso particular del complejo C. simus no ha sido
estudiado. Sin embargo, se ha propuesto que en algun lugar en México se encuentra el
centro de diversificacion de las serpientes de cascabel, y que dicha diversidad, también
reflejada en la composicién y toxicidad del veneno, puede haber sido consecuencia de
fluctuaciones fisiograficas y climaticas ocurridas en los ultimos 50 millones de afos
(Flores-Villela, 1993; Wister et al., 2005). Adicionalmente, ha sido planteado que hay una
tendencia a incrementar la concentracidon de crotoxina de norte a sur a través del
continente Americano (Calvete et al., 2010). No obstante, los resultados reportados en
este trabajo al igual que los obtenidos a partir del proteoma de la serpiente
norteamericana Crotalus tigris (Tabla 1) (Calvete et al.,, 2012), muestran que existen
venenos de serpientes de cascabel en Norteamérica cuyas composiciones poseen altas
concentraciones de crotoxina, comparables con las de la cascabel sudamericana C.

durissus terrificus.

Tipicamente, la obtencién del proteoma del veneno de serpientes, se realiza por medio de
la técnica de MALDI-TOF SM, la cual, es una herramienta util para conocer la composicién
de los venenos, pero dicho método tiene ciertas desventajas que pueden conducir a una
estimacion incorrecta de la cantidad de proteinas en el veneno. Algunas de las desventajas
son las siguientes: baja reproducibilidad, baja resolucion de masas para moléculas largas,
pobre deteccion de moléculas pequefias y la necesidad de fraccionar las muestras (Chen,

2008; Engwegen et al., 2006), ademas, la estimacion de la cantidad de las proteinas en el
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veneno se lleva a cabo mediante la medicién del area bajo la curva de las fracciones
obtenidas por medio de HPLC, mientras que las proteinas que se encuentran en una
misma fraccion, son cuantificadas por densitometria, que si bien es un método aceptado,
tiene algunas desventajas dependiendo del colorante que se utiliza (Medugorac, 1979). A
diferencia de los métodos protedmicos, el uso de ELISA, es una técnica sensible y
reproducible que en este trabajo, sirvié para detectar y cuantificar a la crotoxina en el
veneno de la serpientes de cascabel Crotalus simus, lo cual permitird seleccionar
adecuadamente los venenos con los que se inmunizara a los animales para la produccién
de antiveneno. Asi como también, se obtuvieron datos importantes acerca de la

presencia/ausencia de crotoxina de acuerdo a la distribucion geografica de la especie.
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X. Conclusiones

* Ningun anticuerpo monoclonal presenté reactividad cruzada con fosfolipasas no
neurotdxicas, mientras que el anticuerpo policlonal tuvo baja reactividad cruzada

(en condiciones nativas de veneno).

* El anticuerpo monoclonal 4F6 y el anticuerpo policlonal de conejo reconocen a

ambas subunidades de crotoxina.

* Se detecté crotoxina en el veneno de los once ejemplares de C. simus simus y en
seis de diez individuos de C. simus tzabcan, mientras que ningun ejemplar de C.

simus culminatus tuvo dicha neurotoxina

* El veneno de los ejemplares distribuidos en el estado de Veracruz,
correspondientes a C. s. simus, tuvieron altas concentraciones de crotoxina. Por
otro lado, los ejemplares de C. s. culminatus, distribuidos en el estado de Morelos,
no tuvieron crotoxina en su veneno mientras el veneno de C. s. tzabcan tuvo baja

cantidad de la misma.

* Se encontrd una relacion inversa entre la dosis letal media y el porcentaje de

crotoxina contenido en el veneno de las tres subespecies de C. simus.
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XI. Perspectivas

Considerando los resultados obtenidos en este trabajo y haciendo uso del

inmunoensayo enzimatico descrito, se propone:

e Analizar el veneno de ejemplares de C. s. culminatus de los estados de
Guerrero y Oaxaca, para aumentar el analisis geografico de crotoxina en el

veneno de C. simus.

e Realizar un analisis ontogénico con respecto a la cantidad de crotoxina en el

veneno de la serpiente de cascabel C. simus en México.

e Evaluar la presencia de crotoxina en el veneno de otras especies de serpientes

de cascabel.
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XIII. Anexos

Anexo 1. Sitios de colecta de los ejemplares de Crotalus simus ordefiados

Ejemplar Estado Localidad Latitud Longitud
HK270 Veracruz Actopan 19°30'11" 96°36'08.87"
HK268 Veracruz Actopan 19°30'42" 96°36'34.02"
HK267 Veracruz Puente Nacional 19°21'14.37" 96°34'30.52"
HK226 Veracruz La Tinaja 18°56'45.44" 96°19'51.51"
HK225 Veracruz Tinajas 19°10'18.10" 96°07'23.23"
HK224 Veracruz Playas del Conchal 19°10'14.62" 96°07'18.26"
HKO085 Chiapas Chiapa de Corzo 16°33'02.64" 93°0049.58"
HK084 Chiapas Chiapa de Corzo 16°35'26.90" 93°00'16.90"
HKO066 Chiapas Chiapa de Corzo 16°39'06.72" 93°00'52.27"
HKO065 Chiapas Copainala 17°04'52.09" 93°12'22.66"
HK176 Oaxaca Oaxaca 16°37'37.35" 94°44'16.41"
HK204 Morelos Tlaltizapan 18°41'22.37" 99°07'01.94"
HK203 Morelos Tlaltizapan 18°41'23.26" 99°07'01.32"
HK169 Morelos Tepalcingo 18°35'19.99" 98°50'24.28"
HK168 Morelos Tepalcingo 18°35'14.87" 98°50'24.28"
HK150 Morelos Puente de Ixtla 18°37'10.09" 99°19'08.41"
HK133 Morelos Alpuyeca 18°44'19.75" 99°15'52.74"
Csim2A Morelos Villa de Ayala 18°42'28.24" 98°59'25.17"
Csim2B Morelos Villa de Ayala 18°42'21.21" 98°59'00.66"
HK205 Guerrero Chilpancingo 17°19'47.13" 100°33'15.72"
HK218 Quintana Roo Chetumal 18°43'56.37" 88°16'36.59"
HK217 Quintana Roo Chetumal 18°39'34.18" 88°18'00.62"
HK216 Quintana Roo Chetumal 18°39'12.66" 88°19'12.13"
HK214 Quintana Roo Solidaridad 20°34'05.19" 87°20'52.30"
HK212 Quintana Roo Solidaridad 20°45'10.47" 87°28'58.32"
HK211 Quintana Roo Solidaridad 20°42'50.55" 87°21'06.60"
HK207 Quintana Roo Solidaridad 20°35'42.57" 87°26'09.86"
HK255 Yucatén Mérida 20°58'45.59" 89°37'39.36"
HK254 Yucatén Mérida 21°04'46.47" 89°30'58.21"
HK253 Yucatén Mérida 20°58'23.10" 89°38'00.46"

Anexo 2a. Dosis letal media (pg/ratén) y porcentaje de crotoxina de los venenos
correspondientes a Crotalus simus simus, t intervalos de confianza al 95%

Ejemplar Localidad DLso (ug/raton) % Crotoxina
HK226 La Tinaja, Veracruz 3.4+0.6 38.5+0.7
HK270 Actopan, Veracruz 3.8+£0.3 21.6+£0.73
HK267 Puente Nacional, Veracruz 3.9+0.04 26.3+0.88
HK176 Santo Domingo, Oaxaca 4.0 +£0.002 145+04
HK268 Actopan, Veracruz 49+0.01 26.2+04
HK225 Tinajas, Veracruz 5.0+£0.05 443 £0.24
HKO085 Chiapa de Corzo, Chiapas 5.0£0.8 7.6+0.5
HK084 Chiapa de Corzo, Chiapas 57+ 0.3 6.3+0.42
HK065 Copainala, Chiapas 5.9+0.03 8.4+0.8
HK224 Playas del Conchal, Veracruz 6.0 £0.003 39.7+0.8
HKO066 Chiapa de Corzo, Chiapas 12.3+0.6 8.5+0.4
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Anexo 2b. Dosis letal media (pg/ratén) y porcentaje de crotoxina de los venenos
correspondientes a Crotalus simus tzabcan, * intervalos de confianza al 95%

Ejemplar Localidad DLso (ug/ratén) % Crotoxina
HK212 Solidaridad, Quintana Roo 15.3+1.8 7.7 £0.45
HK218 Chetumal, Quintana Roo 17.3+0.3 4.4 +0.34
HK217 Chetumal, Quintana Roo 20.5+2.2 3.0+0.16
HK211 Solidaridad, Quintana Roo 226121 46+0.74
HK216 Chetumal, Quintana Roo 340+1.4 5.0+£0.43
HK207 Solidaridad, Quintana Roo 37.8+£2.8 7.3+£0.45
HK255 Meérida, Yucatan 89.3+5.3 0
HK254 Meérida, Yucatan 137.0x 25 0
HK214 Solidaridad, Quintana Roo 150.2+7.8 0
HK253 Meérida, Yucatan 155.9+3.9 0

Anexo 2c. Dosis letal media (pg/ratén) y porcentaje de crotoxina de los
correspondientes a Crotalus simus culminatus, * intervalos de confianza al 95%

venenos

Ejemplar Localidad DLsg (ng/ratén) % Crotoxina
HK150 Puente de Ixtla, Morelos 65+1.0 0
HK205 Chilpancingo, Guerrero 66.5+2.3 0
HK168 Tepalcingo, Morelos 151.3+3.3 0
HK133 Alpuyeca, Morelos 162.4+2.4 0
HK204 Tlaltizapan, Morelos 177.4+4.4 0
HK169 Tepalcingo, Morelos 187.4+3.4 0
Csim2A Villa de Ayala, Morelos 285.7+14.7 0
HK203 Tlaltizapan, Morelos 294.6 £ 8.6 0
Csim2B Villa de Ayala, Morelos 303.3+24.3 0

Anexo 3. Soluciones

OPI 100X

0.15 g de oxaloacetato, 0.05 g de acido pirdvico y 200 Ul de Insulina en 10 mL de agua

destilada.

Glutamina 100X

200 mM de L-glutamina en 10 mL de agua destilada.
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Medio de cultivo DMEM
Disolver el contenido de un sobre de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) en un
litro de agua destilada estéril, adicionar 3.7 g de bicarbonato de sodio, ajustar pH a 7.0

burbujeando CO,.

Medio de cultivo completo A
889 mL de DMEM, 100 mL de suero fetal bovino, 10 mL de Glutamina 100X un 1 mL de
antibiético 1000X.

Medio de cultivo completo B
779 mL DMEM, 200 mL suero fetal bovino, 10 mL OPI 100X, 10 mL Glutamina 100Xy 1 mL
antibidtico 1000X.

Medio de cultivo HAT

77 mL DMEM, 20 mL suero fetal bovino, 1 mL OPI 100X, 1 mL Glutamina 100X, 1 mL HAT
(100X Gibco) y 100 puL de antibidtico 1000X.
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