UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas

Caracterizacion funcional del veneno de la serpiente de coral mexicana Micrurus
diastema.

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
Maestro en Ciencias

PRESENTA:
Yanez Mendoza Manuel Francisco

TUTOR PRINCIPAL
Dr. Alejandro Alagén Cano IBt-UNAM
MIEMBROS DEL COMITE TUTOR
Dra. Rita Restano Cassulini IBt-UNAM
Dr. Manuel Benigno Aguilar INB-UNAM

Cuernavaca, Morelos. Mayo 2024



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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






El presente trabajo para obtener el grado de Maestro en Ciencias Bioquimicas se
realiz6 bajo la tutoria del Dr. Alejandro Alagébn Cano, en el laboratorio que
pertenece al departamento de Medicina Molecular y Bioprocesos del Instituto de

Biotecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México.

Agradezco el financiamiento otorgado por parte del Consejo de Ciencia y
Tecnologia (CONACyT) como beca de maestria a nombre de Manuel Francisco
Yafiez Mendoza y a el proyecto CONACyYT-FORDECyYT # 303045 “Venenos y

antivenenos” a nombre del Dr. Alejandro Alagén Cano.



Agradecimientos

Al Doctor Alejandro Alagon Cano por brindarme la oportunidad de realizar el
proyecto en su laboratorio. Grandes ensefianzas tanto académicas como
personales adquiri durante mi estadia.

A la Doctora Melisa Bénard Valle, quien me brindd sus conocimientos, pacienciay
amistad. Agradezco que siempre encontrara tiempo para apoyarme y ensefiarme,
no hay duda de que su amistad es invaluable.

A mi comité sinodal, la Dra. Rita Restano por todo el apoyo brindado no solo a mi
sino a todo el equipo de trabajo de coralillos, y al Dr. Manuel Benigno por todo su
apoyo académico.

A la M\V.Z. Maria Elena Elizabeth Mata Moreno y a todo su equipo, por el
invaluable trabajo que desempefian en el bioterio del Instituto de Biotecnologia
UNAM.

Personalmente a mis padres Elizabeth y Francisco quienes me han brindado todo
su amor y apoyo desde el momento en que llegue a esta vida, con palabras no
lograria expresar lo agradecido que estoy con ellos.

A mi hermana Nef, por todas las risas, peleas, platicas y experiencias. Que
divertido ha sido crecer juntos.

A mis abuelos Pina, Gloria y Ramiro de quienes he aprendido algunas de las
cosas que considero mas valiosas en la vida. Especialmente a mi abuelo José
Cruz, agradezco todas las platicas y toda la sabiduria que compartié conmigo.

A mis hermanos hijos de otros fulanos: Mitzi, Blanca y Garley. Que seria de esta
vida sin amistad.

A mis amigos de generacion: Juan, Raziel, Indra, Cesar y los que me faltaron.

A mis amigos del laboratorio: Sam, Mike, Gibran, Cris, Vane, Dr. Simio, Alid y
todos los integrantes del consorcio Alagon-Corzo, son brillantes muchachos.

Al M. en C. Alejandro Olvera Rodriguez (A.K.A. Pichdon) por todo el apoyo técnico,
académico y personal, muchas gracias por la amistad brindada y la confianza.

Al Dr. Edgar Neri Castro por su apoyo durante el proceso de este proyecto.

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

A La M. en C. Herlinda Catalina Clement por su atencién y apoyo académico.

Al Bidl. Felipe Olvera Rodriguez por todo el apoyo técnico y consejos, asi como al
auxiliar de laboratorio Ricardo Mondragén Cortés.

A la secretaria del laboratorio Angélica Linares Labastida por todo su apoyo en las
cuestiones administrativas.

A Manuela Avila por su calidez humanay su valioso trabajo en el laboratorio, que
sin ella seria un desastre.

Al Instituto de Biotecnologia de la UNAM jGOYA!.



Contenido

IO 1 o o (0T o [ ] o SRR 11
1.2 ANIMAIES VENENOSOS......ceeiiiiiiiieeeiiieeeeaiitee e e aibe e e e s sbe e e e s sabsee e e e asnbeeeesabaeeeesannneeeeensees 11
1.2 EIVENENO Y SU IMPOIANCIA ....uvvviierieeeiiiciiiieeiee e e e e e e e ceree e e e e e e s esarrre e e e e e e e e e s s ennrrrneeeaens 13
1.3 SEIPIENTES VENENOSAS ...eeeieiiuiiiiieiitieeeeisiieeeeeeassteeeesstteeeessnsseeesasssseeeesanssseeesansneeesssnsees 15
R @ ] T £ o o SRR 17
1.5 Serpientes e COTAl.......cocuuiiiiiii it ee e 18
1.6 MICTUIUS QIASTEIMAL ......iviiee et e e e e e e e e e e s era e e e e e anneeaeeennes 21
1.7 Venenos de serpientes de COral .........oooiiiiiiiei e 22
1.8 TOXINAS A 3 UEUODS ...ttt s e e e e e e e e e 24
e I 0 1S3 L] [ o= TS T= LS A SRR 27

P Y 1 (=T oT =T [T ] (=S PER 29
2.1 Investigacion de los venenos de serpientes de COoral .........cooevvieeriiieeniiieesiie e, 29
2.2 Venenos mexicanos de serpientes de COral ..........cccoveeiiiieiiieeiniiee e 30
2.3 Letalidad y NeurotoXiCidad ..............ueeieeeeiiiiiiiiiiiieiee e e e e e e 31

G TN £ 1o > Yo (o ] o SR 33

4. Hipotesis 33

5. ODJELIVO GENEIAL ... iieiieie ettt e et sib e ab e e s b e e snbe e nes 33

6. ODJEtIVOS PArTICUIAIES ......eiiiiiie ittt sb e e e e snb e e nnneeennes 33

7. Estrategia @XPerimental.............cooviiciiiiiiie e 34

S \Y =1 (oo (o] [0 7= LRSS RR 35
S T V= T T LSRR 35
8.2 Cuantificacion de ProteiNAS ..........ceeeiieieiiiieiiee e 36
8.3 SDIS—PAGE. ... ettt sb et e e ane e e ree 37
SRR e 1 X PR 37
8.5 Determinacion de Masa Molecular por espectrometria de masas con ionizacién por
€leCtrOSPray (ESI-MS)......coo ittt e e e e e et e e e e e e e e nreeeeeanrreeeeeans 38
8.6 Fraccionamiento del veneno por intercambio catiOniCo............ccoccveeriieeiiieeeiiieennen. 38
8.7 Actividad fOSTOlIPASA ......ceiveieiiiieiiii et 39
8.8 Permisos de DIOBLICA ........eeeiiiiiiei it e e e e enne s 40
8.9 Determinacion de Dosis Letal Media (DL50) .........ceeiiiueeeeiiiiiee e 40
8.10. Preparacion neuromuscular de nervio frénico y hemidiafragma de raton.............. 41

9. RESUIAAOS Y AISCUSION ...ttt ettt et sae e e e b e et e e sne e enaeeennas 44
9.1 Analisis protedmico de la mezcla COrdoba/ACtOpan ..........cccueeereeeriieesiiieeenieeenne 44
9.2 Caracterizacion funcional de la mezcla empleada en el analisis protedmico........... 46
9.3 Evaluacion de letalidad ............c.oooueieiiiieiiiie e 46

9.4 Preparacion de nervio frénico-diafragma (NFD) de raton...........cccevvveeiiieeiiieeennnen. 47



9.5 Fraccionamiento en condiciones no desnaturalizantes ..........coeveeeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeennnn, 50

9.6 Caracterizacion de las fracciones de intercambio cationico............cccccveeeeeciieeeeeenee. 50
9.7 Actividad letal de 1as fraCCIONES .........cccoviuiiiei i 54
9.8 ActiVidad ENZIMALICA .......cccueieiiiieiiie e e ae s 55
9.9 Andlisis de fracciones con actividad letal .............ccceviiieiiii i 57
LS T o = o7 o1 T ) o 1 SR 57
S I B - Vo] o 1o G SRR 58
9.9.3 FTACCION 8.ttt et e e e s e e e et e e e s anae e e e e anae e e e e ennrraeeeans 60
SR I e - (ol o (o] 1 TSR 61
SR TN o = Tod o 1o ) o 1 O TR 63
10. Micrurus diaStema €N VEIACTUZ ........uueeeiiiiieeeaiiiiee e s eiieee e s sttee e e siatea e s sntee e e e s snsaeeessnseeees 65
10.1 Perfiles electroforéticos de individuos Micrurus diastema de Veracruz................... 65
10.2 Perfiles cromatograficos de Micrurus diastema en Veracruz...........ccccceeevcvvveeennnee. 67
10.3 Dosis letales de mezclas por localidad ............cceeviiieiiiiiiiiiee e 68
10.3 Variaciones en la letalidad y composicion del veneno de M. diastema .................. 69
3 R O 0 T 115570 = PR 72
12, PEISPECTIVAS .....eeeiueiieitiee ettt ettt ettt ettt et e st e e e st e e e kbt e e amb e e e be e e eans e e e anneeeanneeeanes 73
G T B LT =TT o = T TSRS 74
14. AANEXOS . 82
ANALISIS PrOtEOMICO ....ceiiieieiiee ettt ettt e et e e e st e e e snb e e s anee e e nbeee e anneeennes 82
Tabla suplementaria de la identificacion protedmica de los péptidos presentes en el
LVZ=] 1] T T PP T TP TP PP 84
Extracciones de veneno y mantenimiento de 1as Serpientes ..........cocceevveriieeeiniieesiinens 88
Primer reporte de nacimiento de serpientes de coral mexicanas en cautiverio.............. 90
Perfiles cromatograficos por RP-HPLC de los neonatos M. diastema..............cccoee...e.e. 93
LT o (0] (o Lo o] [0 1 RSP 95

indice de Figuras

Figura 1. Arbol esquematico de la vida venenosa en el reino animal. ...............c.ccccevveeee.. 12
Figura 2. Tipo de denticion de 1as SErpIENtES. ..........eveeiiiiiee i i 17
Figura 3. Géneros que constituyen al grupo de las serpientes de coral. ............cccceevvveenee. 19
Figura 4. Patrones de coloracion de MICIUIUS. .........cccveiiireiiiee e see e see e 20
Figura 5. MIiCrurus QiaStEMa ........ccuueeiiieieiiiee ettt 22
Figura 6. Aparato venenoso de Micrurus sp. (fotografias de Neri-Castro) ..........ccccceueennee. 22

Figura 7. Patron divergente de composicion del veneno del género Micrurus en América.
24

Figura 8. Estructura del receptor nicotinico muscular y ejemplo de toxina de 3 dedos......26



Figura 9. Efecto de neurotoxinas presinapticas y postsinapticas en la union

NEUFOMUSCUIAN. ...ttt n e e nneesnneenee s 26
Figura 10 Estructura de un fosfolipido y el sitio de accion de las fosfolipasas................... 27
Figura 11. Patrones divergentes de composicién en los venenos de Micrurus.................. 30
Figura 12. Composicién proteica del veneno de Micrurus browni y Micrurus tener. ......... 31
Figura 13. Efecto del veneno de Micrurus browni y Micrurus laticollaris sobre

preparaciones NeuromMuSsCUlares de ratOn. ..........cccceeeeiiiieeeiiiee e 32
Figura 14. Estrategia eXperimental ............cccooiiiiiiiiiee e 34
Figura 15. Ensayo titulométrico de actividad PLAz. .........c.cccccoiiiiieiiiiiee e 40

Figura 16.Esquematizacion de la preparaciéon de nervio frénico-hemidiafragma de ratén.43
Figura 17. Fraccionamiento por RP-HPLC de la mezcla Micrurus diastema y SDS-PAGE

de las fracCionNes ODLENIAAS. .........ccoiiiiiiie i e e e e e e erreeeeanns 44
Figura 18. Composicion del veneno de Micrurus diastema..........c.cccccveeeeiieeeeeiicineeeeesnnen. 45
Figura 19. Dosis letal MiCrurus didStema...........eueiiuiiieiiiiiiee e eeiiiee e siee e sieee e 47
Figura 20. Registro de la fuerza de contraccion del diafragma...........ccccoeeveeiniieeiieennnns 48
Figura 21. Grafica del porcentaje de inhibicion de la contraccion muscular en la

preparacion neuromuscular con diferentes dosis de VENENO. ..........cccceeeeviieeeeeiciieeee e e, 49
Figura 22. Registro de la fuerza de contraccion del diafragma..........cccceeeeeveeiiieecscieeenne, 49
Figura 23. Intercambio cationico fuerte. (CH2CH2CH2SO03--). .....cccvvieiviiee e 50

Figura 24.Perfiles electroforéticos de las fracciones obtenidas por intercambio cationico. 51
Figura 25. Perfiles cromatogréaficos del sub-fraccionamiento por RP-HPLC de las

fracciones obtenidas del intercambio CatiONICO. .........ccovuieiiiieiiiie e 53
Figura 26. Gréfica de las unidades especfficas de actividad fosfolipasa. ..............cccccuu.e... 56
L0 0T A o = Tod o1 To ) o 1 SR 58
FIQUIra 28. FIaCCION B.....cooueiiiiiiieiiiee ettt be e e nne e e enes 59
Figura 29. Grafica del porcentaje de inhibicion de la contraccion muscular por actividad de
r.D.HYy F6 a diferentes CONCENITaCIONES. ...........c.cuuiieiiiei it 60
o 0T e = To o1 To o X S SR 61
o 0T e I = To o1 To o 1 OSSR 62

Figura 32. Grafica del porcentaje de inhibicion de la contraccion muscular por actividad de
Fo. 63

[ To U= eSS T = Totod (o] o 1 0 TSRS 63

Figura 34. Grafica del porcentaje de inhibicion de la contraccion muscular por actividad de
F10. 64

Figura 35. Perfiles electroforéticos de M. diastema provenientes de diferentes localidades
de Veracruz. 66

Figura 36. Gel en condiciones reductoras del individuo IBt-138 y los 11 neonatos (Los
Tuxtlas). 67

Figura 37. Perfiles cromatogréficos de los individuos de las 5 localidades ........................ 68



indice de Tablas

Tabla 1. Lealidad de algunos venenos de coralillos de género Micrurus...........cccccceeeivenns 31
Tabla 2. Tabla de los individuos Micrurus diastema que se ocuparon para la

(o= 1= (o] (=] - o] | o PR 35
Tabla 3. Gradiente utilizado en RP-HPLC ...........cooiiiiiiiiee e 38
Tabla 4. Gradiente utilizado en intercambio catiOniCO............cccvveviiieiiie e 39
Tabla 5. Condiciones de eStMUIACION ...........coouiiiiiii e 41
Tabla 6. Tabla de letalidad de diferentes especies de MICIUIUS. .........ccccovueerrieeinieessiieens 47
Tabla 7. Contribucion de las fracciones a la actividad letal del veneno completo .............. 54
Tabla 8. Unidades especfficas de actividad PLAz y su contribucién enzimética. ............... 56

Tabla 9. Tabla de resumen de actividades de las fracciones obtenidas por intercambio
cationico 64

Tabla 10. Dosis letales de las mezclas de veneno provenientes de diferentes localidades
de Veracruz 69

Tabla 11. Porcentajes de abundancia de PLA2 y 3FTx y potencias letales..............cc........ 70






Resumen

En el presente trabajo se presenta la composicion proted6mica del veneno de la
serpiente de coral Micrurus diastema (realizado en colaboracién con el grupo de
trabajo del laboratorio de Dr. Bruno Lomonte Vigliotti del Instituto Clodomiro
Picado, Costa Rica), asi como la caracterizacion de sus actividades biologicas y

bioquimicas (Instituto de Biotecnologia UNAM).

El veneno de Micrurus diastema esta mayormente compuesto por fosfolipasas tipo
Az (PLA2) y toxinas de 3 dedos (3FTx), representando el 62.6% y 22.3%
respectivamente del veneno total. Estas familias proteicas son relevantes en la
actividad letal/neurotdxica del veneno completo, el cual posee una potencia letal
alta (6.5 pg/ratéon), comparable a la de otras serpientes de coral mexicanas.

Se identificaron cuatro PLA2 con alta actividad enzimética, sugiriendo una funcién
pre digestiva enfocada hacia las presas. La actividad neurotéxica proviene de una
3FTx con actividad a neurotoxica identificada como D.H., la cual ya se ha
encontrado presente en venenos de otros coralillos mexicanos, actuando a nivel
postsinaptico en la union neuromuscular. Y al menos 2 PLA2 con actividad B-
neurotodxica, las cuales actian a nivel presinaptico en launién neuromuscular. Las
actividades neurotoxicas de estos componentes, asi como del veneno completo
fueron caracterizadas a través de una preparacion de nervio frénico-

hemidiafragma de raton.

Se encontré que el veneno de Micrurus diastema posee mayor potencia letal en
individuos crias o juveniles (DLso= 2.2 y 4.2 ug/raton respectivamente) en
comparacion con las potencias letales reportadas para individuos adultos (DLso= 6

y 6.5 pg/raton), indicando una clara variacion ontogenética.

Los accidentes ofidicos ocasionados por estas serpientes hacia humanos suelen

ser escasos, aunque pueden llegar a ser severos por su alta actividad neurotéxica.
Por lo que el estudio de sus venenos no solo ayuda a la comprension, desarrollo
y/o mejora de tratamientos médicos, sino que también presenta una oportunidad
para la comprension de sus mecanismos de accion, diversidad y evolucion. Este
proyecto representa una contribucion significativa en el conocimiento actual de los
venenos de coralillos norteamericanos.



1. Introduccidén

1.1 Animales venenosos

La aparicion de venenos y el desarrollo de toxinas ha sido una estrategia
ampliamente utilizada en la historia evolutiva de los organismos en general (Figura
1). Es importante destacar la importancia que tiene el estudio de esta rama de la
toxicologia, que no solo ha sido reconocida con premios Nobel, sino que también
ha dado origen a terapias clinicas cruciales para abordar diversas problematicas
de salud. Ademas los sistemas venenosos proporcionan modelos valiosos para
investigar interacciones ecoldgicas, la influencia de la seleccién natural, casos
extremos de evolucion molecular y neofuncionalizacién de proteinas (Casewell et
al., 2013; Mackessy, 2020; Fry, 2015; Zhang, 2015)

Los animales toxicos a grandes rasgos se clasifican en 2 tipos: aquellos que
acumulan metabolitos y toxinas provenientes de una fuente externa como el
alimento (ranas dardo, aves Pitohui, ratas crestadas) y aquellos con sistemas
especializados para la produccion de toxinas, en donde las serpientes son los
maestros de los sistemas especializados en términos de sofisticacion, eficienciay
diversidad (Atractaspidos, Viperidos y Elapidos). (Zhang et al, 2015; Casewell et
al, 2013).

Actualmente se estima que existen mas de 170,000 especies de animales
conocidos por ser venenosos (Calvete, 2013), esto representa aproximadamente
el 10% de la diversidad animal conocida del planeta. En consecuencia, han
evolucionado una amplia gama de estructuras innovadoras para facilitar la
administracion de venenos, incluidas puas, picos, colmillos o dientes modificados,
arpones, nematocistos, pinzas, probdscides, espinas, espuelas y aguijones. Ya
que la respuesta evolutiva a la produccién de veneno es unha estrategia
ampliamente distribuida por su eficacia, la diversidad biol6gica de nuestro planeta
ofrece un enorme conjunto de moléculas con potencial aprovechable para el
humano (Casewell, et al 2013; Fry, 2015).
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Figura 1. Arbol esquemético de la vida venenosa en el reino animal.

El arbol representa las relaciones evolutivas entre linajes animales y destaca la frecuencia con la
gque se encuentran sistemas venenosos en el reino animal. Las ramas coloreadas destacan los
principales linajes animales que incluyen miembros con sistemas venenosos. Las ramas rojas
indican un papel depredador del veneno, las azules un papel defensivo y las verdes un papel en la

competicién intraespecifica. Tomado de (Casewell et al., 2013).

Los sistemas venenosos evolucionaron para competir por la supervivencia y
desempefian funciones vitales como depredacion; esta estrategia favorece a los
venenos de accion rapida, como los neurotoxicos y hemotoxicos, aunque también
pueden optar por una estrategia que provoque una excesiva e incontrolable
reaccion proinflamatoria. Defensa; la cual estd enfocada principalmente en causar
dolor intenso e incapacitante a los depredadores, ejemplos de esta funcion serian
los venenos del monstruo de Gila (Heloderma suspectum) y el de las abejas (Apis

sp.). Existen casos extraordinarios como el de algunos conos marinos capaces de



modificar la composicion de su veneno segun el estimulo recibido, ya sea en
situaciones de depredacién o como medida defensiva. Y en competencias; esta
funcidon tiene diferentes usos ecologicos dependiendo de la especie, se ha
observado en hormigas compitiendo por territorio, 0 en ornitorrincos en situaciones
de competencia sexual. Estas estrategias de supervivencia por parte de los

venenos se comparten por los diferentes grupos de animales venenosos (Brodie,
2009; B. G. Fry et al., 2009; Zhang, 2015).

La composicion y destino del veneno estan intrinsecamente vinculados a su
funcién. Se ha observado que los venenos defensivos tienden a ser relativamente
simples y altamente conservados en su composicion. (Church & Hodgson, 2002;
Casewell et al., 2013; Fry et al., 2009; Peiren et al., 2005). Por el contrario, los
venenos utilizados por depredadores tienden a ser mas complejos y exhiben una
considerable variabilidad en composicién y efectos. Tal diversidad puede resultar
en unavariacion extrema en la toxicidad del veneno entre poblaciones de una sola
especie (Calvete et al., 2010; Glenn & Straight, 1978), diferencias relacionadas
con el sexo (Menezes et al., 2006), variaciones ontogenéticas y entre taxones
estrechamente relacionados (Andrade et al., 1999; Casewell et al., 2013). Los
procesos por los cuales se ha dado la diversificacion de la composicion de los
venenos, sus actividades especificas, la relacion entre estos y la historia natural
de los venenos se encuentra en debate (Barlow et al., 2009). Algunos sostienen
que esta diversificacién se debe a procesos de evolucion neutral, mientras que
otros asignan una mayor importancia a procesos adaptativos. La comprensién de
estos procesos y sus interacciones es esencial para desentrafiar los mecanismos
evolutivos que han dado forma a la rica diversidad de venenos observada en la
naturaleza (Casewell et al., 2013; Mebs, 2001; Sasa, 1999).

1.2 El veneno y su importancia

El veneno en este contexto se define como: secrecién producida en células
especializadas, administrada a un animal diana mediante la infliccion de una
herida, que altera los procesos fisiolégicos o bioquimicos del animal receptor,

facilitando la alimentacion, la defensa o la competencia del animal productor (Fry,
2015)



La mayoria de los venenos de animales son cocteles muy complejos de
compuestos bioactivos, generalmente comprenden una mezcla de proteinas (con
o0 sin actividad enzimatica), péptidos, aminoacidos, neurotransmisores, iones
metalicos, sales, entre otros, siendo los componentes proteicos los mas
abundantes. El proceso de coevoluciéon de los organismos ha creado toxinas
peptidicas diversas que actian especificamente sobre elementos fisiolégicos clave
de los organismos objetivo. Este proceso junto con la presion selectiva dot6 a las
toxinas animales de una fuerte actividad, especificidad y una enorme diversidad
molecular. (Casewell et al.,, 2013; Fry et al., 2015; Fry et al.,, 2012). Estas
caracteristicas han hecho de ellas una fuente valiosa de productos naturales para
el descubrimiento de farmacos (Harvey, 2014; King, 2011).

El estudio de los venenos de animales nos ha llevado al entendimiento de
componentes fisiolégicos clave tanto para humanos como para otros organismos.
Un ejemplo de esto es el descubrimiento de los factores de crecimiento nervioso,
reconocido con el premio nobel en 1986 (Cohen, S., Levi-Montalcini, R., 1956). De
manera similar el esclarecimiento de la arquitectura y los mecanismos de acciéon
de los canales ionicos de potasio (K*), merecedor del premio Nobel en 2003, ha
representado un hito en nuestra comprension de la fisiologia celular (MacKinnon,
2003). En este contexto, el estudio de neurotoxinas provenientes de serpientes ha
sido fundamental para entender la estructura y funcion de los canales idénicos
sensibles al pH (ASIC). Especificamente, el andlisis de venenos que contienen
péptidos como MitTx, capaz de desencadenar sefiales de dolor, y las
mambalginas, que inhiben estos canales para suprimir el dolor, ha destacado la
importancia de los canales ASIC en la nocicepcién (Bohlen etal., 2011; Bohlen &
Julius, 2012; Diochot et al., 2012). Este conocimiento no solo contribuye a la
comprension fundamental de los mecanismos de sefializacion del dolor, sino que

también sugiere nuevas dianas terapéuticas para abordar el tratamiento del dolor.

Aunado a lo anterior existen diversos farmacos desarrollados gracias al estudio de
venenos. En 1977 el farmaco antihipertensivo captopril se desarroll6 a partir de un
péptido potenciador de la bradiquinina hallado en el veneno de la vibora brasilefia
Bothrops jararaca (Cushman & Ondetti, 1991). La eptifibatida, empleada en
cardiopatias, se disefi0 a partir de una desintegrina descubierta en el veneno de la

vibora Sistrurus miliarus (Scarborough et al., 1993; Scarborough, 1999). La



ziconotida (prialt), polipéptido proveniente de conos marinos que fue desarrollado
a partir de un bloqueador selectivo de los canales de Ca* tipo N, se utiliza para el
tratamiento de pacientes con dolor cronico (Pope & Deer, 2013). Por otro lado, la
aparicién de cepas de bacterias resistentes a los antibiéticos en todo el mundo ha
abierto la puerta a la busqueda de nuevas terapias como los péptidos

antimicrobianos catelicidinas, encontrados en venenos de serpientes elapidas
(Zhao etal., 2008).

1.3 Serpientes venenosas

Las serpientes son depredadores agiles pero carentes de extremidades, porlo que
utilizan sus venenos para ampliar significativamente la gama de presas a las que
pueden acceder. Esta capacidad no solo les permite alimentarse de presas mas
diversas, sino que también constituye un mecanismo eficaz de defensa contra
animales que, de lo contrario, podrian representar una amenaza para ellas. La
sorprendente convergencia entre diversos linajes venenosos se manifiesta en el
reclutamiento de toxinas y su evolucion funcional. En el caso de las serpientes,
este fendmeno se destaca, especialmente en la seleccién de toxinas que atacan
los sistemas hemostéatico y neuroldégico como dianas principales. Este enfoque
selectivo permite a las serpientes no solo asegurar presas de manera eficiente
sino también defenderse de amenazas potenciales de manera efectiva,
contribuyendo asi a su éxito en los ecosistemas en los que se desarrollan (Fry et
al., 2012; Fry, 2015).

Se han descrito alrededor de 4000 especies de serpientes en el mundo (reptile
data base, 2024) de las cuales aproximadamente el 20% poseen secreciones
toxicas para los humanos. Las especies de serpientes venenosas se clasifican
dentro de la superfamilia Caenophidia, este grupo incluye a las familias
Atractaspididae (distribuidas en Africa y medio oriente), Colubridae, Viperidae y
Elapidae, siendo las dos ultimas familias las mas importantes en cuanto a
relevancia médica en el mundo, aunque como consideracion existen algunos
integrantes de la familia Colubridae que producen ciertas enzimas y toxinas que

pueden ocasionar algunos dafios a personas mordidas. Sin embargo, sus venenos
no son considerados de relevancia médica (Campbell and Lamar, 2004).

En México existen taxones provenientes de 3 familias



Colubridae, familia de serpientes que encontramos en todo el pais, algunas
especies poseen denticion aglifa (sin dientes inoculadores de veneno) y
otras con denticion opistoglifa (Figura 2), es decir, con dientes inoculadores
situados en la parte posterior de la mandibula superior, son pequefios y se
encuentran conectados por un pequefio conducto a las glandulas salivales
modificadas, éstas producen ciertas enzimas y toxinas que van dirigidas

a sus presas naturales (Campbell and Lamar, 2004; Lawson et al., 2005).

Viperidae, familia de serpientes venenosas, representada por 73 especies.
Poseen denticion solenoglifa (Figura 2), es decir, un par de dientes
inoculadores de veneno situados en la parte anterior de la mandibula
superior, éstos se mueven de manera independiente y se conectan por
medio de un pequefio conducto a la glandula venenosa (Campbell and
Lamar, 2004).

Elapidae, comunmente conocidas como serpientes de coral o “coralillos. Se
distribuyen principalmente en el centro y sur del pais, todas las especies de
esta familia son venenosas y poseen una denticion proteroglifa (Figura 2),

en la siguiente seccion se profundizara mas al respecto.
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Figura 2. Tipo de denticion de las serpientes.
Fondo negro: vistas laterales de crdneos de adultos; fondo blanco: esquemas del paladar, vista
ventral. Tomado de (Vonk et al., 2008) modificado por (Fry, 2015).

1.4 Ofidismo

Los accidentes ocasionados por mordeduras de serpientes Ilamado ofidismo,
representan un problema de salud publica el cual varia de gravedad de acuerdo
con la region geografica. En América el mayor porcentaje de accidentes ofidicos
(mordeduras ocasionadas por serpientes) es provocado por viboras (familia
Viperidae), ocasionando aproximadamente el 95% de ellos anualmente (Gutiérrez
et al., 2010). En contraste, los accidentes ocasionados por serpientes de coral,
pertenecientes a los géneros Micrurus y Micruroides, son relativamente raros

debido a los habitos y conducta de estas serpientes (Roze, 1996). Para Estados



Unidos, los casos de envenenamiento por corales representan un 3.6% de los
accidentes anuales y en Sudameérica el 2% (Manock et al., 2008).

Para el caso de México se reportaron un promedio de 3,712 accidentes ofidicos
anuales durante los afios 2018, 2019 y 2020 (1,237 mordeduras anuales en
promedio), segun el boletin epidemiolégico del Sistema Nacional de Vigilancia y
Epidemiologia. En este tipo de bases de datos no se reporta la especie causante
del accidente; sin embargo, por las observaciones realizadas en cuanto a
epidemiologia en América y a la experiencia de médicos colaboradores del grupo
de trabajo del Dr. Alejandro Alagén Cano (IBt-UNAM), se estima que menos del
2% de los accidentes ofidicos anuales es causado por serpientes de coral en
México (Bénard-Valle, 2020).

1.5 Serpientes de coral

Las serpientes de coral pertenecen a la familia Elapidae, esta familia abarca tanto
serpientes marinas como terrestres (406 especies en el mundo) y se encuentran
divididas en las subfamilias Hydrophiinae (especies marinas) y Elapinae (especies
terrestres). El grupo de las serpientes de coral, representan una radiacion de la
subfamilia Elapinae, este grupo visualmente llamativo comprende 4 géneros
(Figura 3), 2 distribuidos en Asia (Calliophis y Sinomicrurus) y 2 en América
(Micruroides y Micrurus) (Castoe et al., 2007; reptile data base, 2024).

La longitud de las serpientes de coral americanas varia considerablemente
dependiendo de la especie, pero la mayoria pueden medir desde los 50
centimetros hasta 1 metro (se han encontrado organismos de 150 cm de longitud
en coralillos sudamericanos). En su mayoria tienen habitos semifosoriales,
crepusculares y algunos pueden presentar habitos diurnos, en consecuencia, la
seleccién de sus presas se hadirigido hacia animales con habitos similares, por lo
qgue tienen dietas restringidas y especializadas a los microambientes donde se

desarrollan (Roze, 1996).

Existen pocos analisis de las relaciones evolutivas de las serpientes de coral
Americanas, lo cual impide una completa reconstruccion de su historia evolutiva.
Sin embargo Gutberlet y Harvey (2004) presentaron una filogenia consenso en la
gue se identifica a Micruroides euryxanthus (Unico taxon representante del género)

como el elapido mas primitivo del nuevo mundo y se establece como el taxén



hermano del género Micrurus y la conexion filogenética con los corales asiaticos
(Figura 3). Es probable que las serpientes de coral invadieran América desde Asia
a traves del estrecho de Bering durante la era glacial a finales del oligoceno
(aproximadamente hace 23 millones de afios) (Kelly et al., 2009), similar a otros
linajes importantes de serpientes del Nuevo Mundo (Castoe et al., 2007; Guo et
al., 2012).

Calliophis bivirgatus
Maxwell Hill, Perak, Malaysia

Calliophis bivirgatus Sinomicrurus japonicus

Micruroides euryxanthus Micrurus sp.

Figura 3. Géneros que constituyen al grupo de las serpientes de coral.

En América el género Micrurus es el mas diverso en cuanto a serpientes de coral,
este género se encuentra constituido por 84 especies reconocidas hasta la fecha,
las cuales se distribuyen desde el sur de Estados Unidos, México, Centroamérica
y Sudameérica (Campbell y Lamar, 2004; reptile data base, 2024).

La clasificacion taxonOmica de estas serpientes a lo largo del tiempo ha dependido
principalmente de caracteristicas fenotipicas, como variaciones de color, patrones
en el mismo, tipo de escamas y morfologia de hemipenes. De acuerdo a esta
clasificacién se reconocen 2 grupos. El primer grupo se denomida de triadas con
cola corta, presentan un patron de anillos en triadas (3 anillos negros intercalados

por 2 anillos de color claro) y su distribucién se restringe a sudamérica (Figura 4).



El segundo es el grupo monadal de cola larga, presentan un patrén tricolor (tipica
coloracion asociada a estas serpientes) y anillos dispuestos en ménadas (Figura
4) se distribuyen por la zona centro y norte de Ameérica (Campbell y Lamar, 2004;
Streicheretal., 2016; Roze, 1996).

Hay que tener en cuenta que tanto los colores como los patrones de coloracién
muestran gran variabilidad, tanto entre diferentes taxones como entre poblaciones
de una misma especie (Figura 4). Esto ha ocasionado complicaciones en su
clasificacion e identificacion, lo que destaca la necesidad de integrar estudios
moleculares para lograr una comprensién mas completa de su diversidad.
Lamentablemente esto se vuelve dificil en la practica ya que los muestreos
muchas veces se ven limitados.

Figura 4. Patrones de coloracion de Micrurus.
Representacién de los patrones de coloraciéon en ménadas (arriba) y en triadas (abajo). Tomado de
(Roze, 1996).

En México se distribuyen de entre 15 a 17 especies de Elapidos, incluida la
serpiente marina Hydrophis platurus y Micruroides euryxanthus. EI numero de
especies del género Micrurus presentes en México varia dependiendo la fuente
consultada, existen reportes de 14 especies (Campbell y Lamar, 2004), y otros de
16 especies segun el Sistema Nacional de Informacion sobre Biodiversidad SNIB-
CONABIO (https:/www.snib.mx/ejemplares/descarga/). Por otro lado, Reyes
Velasco y colaboradores (2020), propusieron un arreglo taxonémico en el que se
reconocen unicamente 10 especies del género Micrurus en México. La propuesta

filogenética modifica considerablemente la taxonomia de varias localidades de



comunidades de Micrurus, evidenciando la importancia de algunas barreras
biogeogréaficas. El estudio evidencia que, como se menciond anteriormente, la
clasificacion basada en coloracion ha desorientado los esfuerzos para estimar la

diversidad de las serpientes de coral y sus relaciones filogenéticas.

1.6 Micrurus diastema

La especie M. diastema (Figura 5) es un taxdn, que se creia constituido por 7
subespecies (M. d. diastema, M. d. aglaeope, M. d. alienus, M. d. affinis, M. d.
apiatus, M. d. macdougalli y M. d. sapperi) (Uetz, 2019), la especie poseia una
amplia distribucion abarcando los estados de Puebla, Veracruz, Oaxaca, Yucatan,
Quintana Roo, Chiapas y parte de Centro Ameérica (Belice, Guatemala y

Honduras) (Campbell y Lamar, 2004; Uetz, 2024). Alcanzan tallas maximas de
hasta 80 a 90 centimetros de longitud (Roze, 1996).

El trabajo de Reyes Velasco sugiere una modificacion considerable para M.
diastema, quitando todas las designaciones de subespecies y dividendo a M.
diastema en dos taxones diferentes. Las subespecies que se distribuian al oeste
del Istmo de Tehuantepec (M.d. diastema, M.d.affinis, M.d. macdougalli) ahora
representan un solo taxén y conservan la designacion de Micrurus diastema. Y se
propone Micrurus apiatus como nueva designacion para aquellas subespecies que

se distribuian al este del Istmo (M.d. apiatus, M.d. aglaope, M.d. alineus, M.d.

sapperi ademas de la especie Micururs hippocrepis).




Figura 5. Micrurus diastema
Se pueden observar dos patrones diferentes de coloracién en individuos provenientes de

Veracruz.

1.7 Venenos de serpientes de coral

Los venenos de las serpientes de coral son mezclas complejas de proteinas,
péptidos, carbohidratos, lipidos, iones metalicos y otros compuestos organicos,
siendo proteinas y péptidos los que representan alrededor del 90% de su peso
seco. Estos componentes son producidos, almacenados e inoculados por el
aparato venenoso, el cual consta de una denticion de tipo proteroglifa, masculos
compresores y glandulas de veneno (Figura 6) situadas hacia atras y por debajo
de los ojos (Aird, 2002; Roze, 1996).

Los mecanismos de accion de sus venenos se pueden agrupar en 2 estrategias
fundamentales. La primera esta dirigida a la inmovilizacién y captura de la presa
por pardlisis, la segunda estrategia es digestiva y comienza una degradacién

interna de la presa aun antes de ser engullida (Aird, 2002).

Figura 6. Aparato venenoso de Micrurus sp. (fotografias de Neri-Castro)

Los venenos de las serpientes de coral estan compuestos en promedio por 6 a 8
familias proteicas relevantes, entre las cuales se encuentran metaloproteasas
(MP), L- amino oxidasas (LAO), Inhibidores de serino proteasas tipo kunitz (Kun),
serino proteinasas (SP), fosfolipasas tipo A2 (PLA2) y toxinas de tres dedos (3FTx)
(Harris & Scott-Davey, 2013; Lomonte, Rey-Suérez, et al., 2016).



A través de analisis protedmicos y transcriptomicos de las glandulas venenosas de
estas serpientes, se han identificado dos patrones divergentes en cuanto a la
composicion de sus venenos, destacando las familias proteicas de 3FTx y PLA2
como los componentes dominantes. Esta dicotomia muestra una relacién con su
patron de distribucion geografica (Figura 7). Se observa que las especies con
venenos ricos en PLA2 tienden a concentrarse en el Norte y Centro de América,
mientras que aquellas con venenos predominantemente compuestos por 3FTx se
encuentran mas presentes en el Sur de América (Lomonte, Rey-Suéarez, et al.,
2016).

A pesar de estos hallazgos, se carece aun de estudios exhaustivos sobre especies
norteamericanas, lo que subraya la necesidad de investigaciones adicionales para
comprender completamente la variabilidad en la composicién de los venenos de
las serpientes de coral. Este aspecto pendiente representa una oportunidad para
profundizar en el conocimiento de estos fascinantes organismos y sus
adaptaciones locales.




Figura 7. Patrén divergente de composicién del veneno del género Micrurus en América.

Representado de acuerdo con la predominancia de PLA2 (morado) y 3Ftx (haranja) (Tomado de
Lomonte et al., 2016).

Como es de esperarse algunos integrantes de la familia de las 3FTx como de las
PLA2 son fundamentales para comprender el cuadro clinico asociado al
envenenamiento por serpientes de coral. La sintomatologia observada
mayormente refleja problemas neurotoxicos, manifestandose con pérdida de
fuerza muscular que comienza en los masculos faciales. Entre los sintomas mas
comunes se destacan la ptosis palpebral, vision doble, disartria (dificultad del
habla) y disfagia (dificultad al deglutir), con sialorrea siendo la afeccién mas
frecuente. En casos graves, la afectacion alcanza al diafragma y los musculos
intercostales, provocando insuficiencia respiratoria que puede llevar a la muerte
(De Roodt et al., 2012; Manock et al.,, 2008; Wood et al., 2013). Estas

manifestaciones resultan de la paralisis a nivel pre o post sinaptico en la placa
neuromuscular.

Los informes meédicos indican que el inicio de los sintomas puede variar, desde
una hora después de la mordedura hasta cinco o mas horas después (Bucaretchi
et al., 2006). Estudios en animales experimentales han observado que los
venenos de coralillos también pueden causar disminucién de la presién sanguinea
(Vital Brazil et al., 1987), actividad hemorragica leve, mioglobinuria y actividad
miotoxica (De Roodt et al., 2012). Sin embargo, estos efectos no son clinicamente
relevantes.

1.8 Toxinas de 3 dedos

Las 3FTx son una familia de proteinas sin actividad enzimatica, relativamente
pequefias (60 a 75 residuos de aminoacidos) con 4-5 puentes disulfuro los cuales
conforman un nucleo hidrofébico que les confiere estabilidad. De este nucleo
sobresalen 3 asas (dedos) conformadas por laminas beta, que les otorgan el
nombre a estas toxinas (V. Tsetlin, 1999; V. |. Tsetlin & Hucho, 2004).

Un gran numero de miembros de esta familia proteica son neurotoxinas que

interfieren con la transmision colinérgica a nivel postsinaptico tanto en el sistema



nervioso periférico como central. Basandose en su selectividad, esta familia
incluye a-neurotoxinas (curaremiméticas), k-toxinas y toxinas muscarinicas, que
tienen sus sitios blancos en los receptores de acetilcolina nicotinicos (NnAChR)
musculares, neuronales y diversos subtipos de receptores muscarinicos,
respectivamente (Kini, 2002). Ademas, las 3FTx son capaces de ejercer una
amplia gama de actividades farmacolégicas como, inhibidores de
acetilcolinesterasas, inhibidoras de agregacion plaquetaria, toxinas que bloquean
canales de Ca?" y cardiotoxinas (Casewell et al., 2013; V. I. Tsetlin & Hucho,
2004).

Las a-neurotoxinas (curaremimeéticas) pueden subclasificarse en 3 grupos. 1.)
Toxinas de cadena corta que contienen de 60 a 62 residuos de aminoacidos y 4
puentes disulfuro, de las cuales se ha visto tienen una alta capacidad de
asociacion y disociacion hacia nAChRs musculares (Figura 8). Il.) Toxinas de
cadena larga (66 a 75 residuos de aminoéacidos), éstas ademas de unirse (con
menor afinidad) alos nAChRs musculares son capaces de unirse con alta afinidad
a los receptores nicotinicos neuronales y lll.) Toxinas atipicas que comparten
homologia con las toxinas de cadenas larga en cuanto a secuencia. También
denominadas neurotoxinas débiles debido a su baja afinidad por nAChRs
musculares. Sin embargo, se propone que en este grupo de toxinas se podrian
encontrar aquellas con especificidad hacia presas naturales, debido a que ya se
ha encontrado, en experimentos de preparaciones neuromusculares, afinidad de
toxinas por preparaciones de ave y rana. Sin embargo, aun se desconoce

bastante sobre este grupo de toxinas (Nirthanan & Gwee, 2004; Pawlak et al.,
2006; Fry, 2015).
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Figura 8. Estructura del receptor nicotinico muscular y ejemplo de toxina de 3 dedos.

A: el receptor nicotinico de acetilcolina es un pentamero compuesto de 5 subunidades homélogas.
La estequiometria (a1)281y® se representa en este modelo. B: vista superior del receptor
pentamerico, el dominio extracelular del amino terminal de la subunidad a1 y la subyacente (y o d)
cooperan para formar dos sitios de unién distintos para acetilcolina (u otros agonistas y
antagonistas competitivos). C: 3FTx de cadena corta (Erabutoxina a). Tomado de (Nirthanan &

Gwee, 2004; V. I. Tsetlin & Hucho, 2004)

Las a-neurotoxinas de cadena corta, son las que han sido mas comunmente
descritas en venenos de coralillos. Estas toxinas, como se menciond, bloquean
eficientemente los canales nicotinicos de acetilcolina de la uniéon neuromuscular,
imitando los efectos de bloqueo neuromuscular del alcaloide vegetal tubocurarina
al actuar como antagonistas de la acetilcolina es sus sitios alostéricos. Pero con
aproximadamente 15 a 20 veces mayor afinidad y escasa reversibilidad de accion,
lo que impide la generacién del potencial de accion en la placa muscular

inhibiendo la contraccion (Figura 9), lo que a su vez provoca una paralisis flacida
de los musculos (Nirthanan & Gwee, 2004; V. I. Tsetlin & Hucho, 2004).
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Figura 9. Efecto de neurotoxinas presinapticas y postsinapticas en la unién neuromuscular.

Esquema de unién neuromuscular mostrando la liberacién de ACh mediante vesiculas sinapticas y
su posterior unién a receptores nicotinicos de Ach en la placa neuromuscular; esta unién ocasiona
la entrada de iones, que a su vez generan la contraccién muscular.



1.9 Fosfolipasas A2

Las fosfolipasas son un grupo de enzimas cuya actividad enzimatica consiste en
catalizar la hidrdlisis de diversos fosfolipidos y se clasifican de acuerdo con el sitio
en el que actian. Las fosfolipasas A1 actian en el enlace éster sn-1, el tipo A2
actian sobre el enlace sn-2, las fosfolipasas B actian en ambos sitios, las C
actian sobre el enlace glicerofosfato y las D eliminan el grupo polar de la cabeza
(Figura 10). Las fosfolipasas que se encuentran en los venenos de las serpientes
son de tipo A2 (Harris & Scott-Davey, 2013).
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Figura 10. Estructura de un fosfolipido y el sitio de accién de las fosfolipasas

(Harris y Scott- Davey, 2013).

Las fosfolipasas derivadas de los venenos se dividen en 4 subtipos principales,
siendo los tipos 1 y 2 las que se encuentran presentes en los venenos de
serpientes. Estas se caracterizan por estar conformadas por 115 a 125 residuos
de aminoacidos y por tener un sitio de unién a Ca?', que es un cofactor
indispensable para la activacion de estas enzimas. Las PLA2 tipo 1 estan
presentes en los eldpidos; la mayoria de ellas poseen actividad enzimética
mientras que el tipo 2 se encuentran principalmente en vipéridos y pueden tener o
no actividad enzimatica. Estas enzimas presentan una gran diversidad de efectos
farmacoldgicos como miotoxicidad, efectos anticoagulantes y neurotoxicidad (Kini,
2003; Rigoni et al., 2007).

Las PLA2 con actividad neurotoxica denominadas B-neurotoxinas, pueden
encontrarse en ambos grupos de serpientes y se caracterizan por inhibir la

liberacion de acetilcolina del boton presinaptico en la placa neuromuscular y



eventualmente generando una lisis del boton (Figura 9). Sin embargo, aun se
desconoce con exactitud que les confiere su alta afinidad hacia la membrana de la
neurona presinaptica, aunque se ha hipotetizado sobre su unién a uno o diversos

receptores celulares.

Las B-neurotoxinas, al unirse a la membrana celular, desencadenan un aumento
notable en la exocitosis de acetilcolina almacenada en las vesiculas sinapticas de
la terminal nerviosa (Montecucco et al., 2008; Rowan, 2001). Este fendmeno
resulta probablemente de la alteracion de la membrana celular debido a la
actividad enzimatica de las B-neurotoxinas sobre los fosfolipidos de la membrana.
Esta perturbacion en la membrana conllevaa un incremento en la permeabilidad a
iones, elevando asi la concentracion intracelular de calcio. Este aumento
desencadena una serie de eventos degenerativos, entre los cuales se destaca el
dafio a las mitocondrias, culminando eventualmente en la destruccién del botén
presinaptico. Es importante destacar que este dafio no alcanza el cuerpo celular
de la motoneurona. Por consiguiente, una vez inactivada la B-neurotoxina, se abre
la posibilidad de reinervacion y regeneracion del musculo afectado (Harris & Scott-
Davey, 2013).

A partir de experimentos de electrofisiologia se observé el mecanismo de accion
de estas toxinas, las cuales generan un efecto trifasico sobre la liberacion del
neurotransmisor, el cual durante un primer evento genera una inhibicion de la
liberacion de acetilcolina, seguida de un breve aumento de este neurotransmisor y
posteriormente en la dltima fase hay una disminucién progresiva que continda
hasta su ausencia. Es importante mencionar que estas fases no son distinguibles
en cuadros de envenenamiento (Caccin et al., 2006).



2. Antecedentes

2.1 Investigacion de los venenos de serpientes de coral

La investigacion de los venenos de las serpientes de coral inici6 hace
aproximadamente 40 afios y aunque se han utilizado diferentes estrategias,
tradicionalmente se realiza aislando toxinas individuales para su posterior
caracterizacion funcional (Gutierrez, 2002). Sin embargo, en la ultima década los
analisis protedmicosy transcriptomicos han brindado unavision mas amplia de las
proteinas presentes en los venenos y proporciona una estimacion de la
abundancia relativa que representa cada familia proteica, asi como de las
relaciones moleculares desde ARN a proteina (Calvete, 2014). Actualmente se
han caracterizado con estrategias protedmicas los venenos de 22 especies de
coralillos (Aird et al., 2017; Bénard-Valle et al., 2020; Lomonte, Rey-Suarez, et al.,
2016).

Se ha realizado el transcriptoma de 10 especies de Micrurus (Aird et al., 2017,
Bénard-Valle et al., 2020; Fernandez et al., 2011; Leéo et al., 2009; Margres et al.,
2013b). Como es de esperarse, el patron dicotomico en las familias de mayor
abundancia es correlativo entre los analisis prote6micos y transcriptdmicos, siendo
las familias predominantes las 3FTx y PLA2, éstas representan mas del 85% de

los transcritos. Aunque se han identificado mas de 20 familias proteicas presentes
en los transcritos.
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Figura 11. Patrones divergentes de composicién en los venenos de Micrurus.

Las barras representan abundancia de PLA2 (naranja) y 3FTx (azul). Sus porcentajes estan en la
Tabla. El grupo abundante en PLA2 se distribuye en el centro, Norte del continente americano,
mientras que el grupo abundante en 3FTx se distribuye en el sur. Tomado de Lomonte, 2016.

Gracias a andlisis prote6micos y transcriptomicos fue como se logré identificar el
patron de predominancia en las familias proteicas de 3FTx y PLA2 (Figura 11) en
los venenos de las serpientes de coral (Lomonte, Rey-Suarez, et al., 2016).

Por otro lado, este enfoque también ha permitido encontrar variaciones
intraespecificas, ontogenéticas y ligadas al sexo, en serpientes de la familia
viperidae (Alape-Girdn et al., 2008; Calvete, 2014; Calvete et al., 2010; Menezes
et al., 2006). Sin embargo, se desconoce si existe este tipo de variaciones en los
venenos los Elapidos americanos.

2.2 Venenos mexicanos de serpientes de coral

A pesar de los avances que ha habido en el estudio de los venenos de las
serpientes de coral americanas, solo algunos de ellos se han enfocado en
especies con distribucion en Meéxico: Micrurus fulvius (Vergara et al., 2014),
Micrurus laticollaris (Carbajal, 2014), Micrurus tener (Bénard-Valle et al., 2014)
(Bénard-Valle et al., 2014), Micrurus browni (Bénard-Valle et al., 2020) y
Micruroides euryxanthus ( Bénard-Valle et al., 2021). A partir de caracterizaciones
proteGmicas se han caracterizado Unicamente 2 especies con distribucién en
México (Figura 12), Micrurus tener y Micrurus browni (Bénard-Valle et al., 2014,
2020).
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Figura 12. Composicién proteica del veneno de Micrurus browni y Micrurus tener.

(Tomado de Bénard-Valle et al., 2014, 2020).

De igual manera solo se cuenta con 3 analisis transcriptomicos de especies con
distribucion en el Norte del continente; Micrurus fulvius, Micrurus tener y Micrurus
browni (Bénard-Valle et al., 2014, 2020; Margres et al., 2013a). Lo anterior hace
evidente la falta de conocimiento en la compresion de la composicion de los

venenos de coralillos mexicanos.

Particularmente se secuenciaron treinta ARNm codificantes de 3FTx diferentes a
partir de las glandulas venenosas de cuatro especies de serpientes de coral (M.
diastema, M. laticollaris, M. browni y M. tener). También cabe destacar que
secuencias idénticas se encontraron presentes en mas de una de las cuatro
especies estudiadas; por ejemplo, las 3Ftx D.M (M. diastema) y T.E (M. tener)
eran idénticas, asi como D.J (M. diastema). y B.l (M. browni) (Guerrero-Garzon et
al., 2018).

2.3 Letalidad y neurotoxicidad

La letalidad de estos venenos esta dada por la actividad neurotéxica, por lo que
suelen ser particularmente potentes presentando DLso bajas, en comparacion con
venenos no neurotoxicos (Tabla 1).

Tabla 1. Letalidad de algunos venenos de coralillos de género Micrurus
Especie DLso (M9/Q) Cita
M. fulvius 0.3 (Vergara et al., 2014)
M. tener 1.2 (Bénard-Valle et al., 2014)
M. laticollaris 0.6 (Carbajal, 2014)
M. browni 0.16 (Bénard-Valle et al., 2020)
M. euryxanthus 131 (Bénard-Valle et al., 2021)
M. mosquitensis 0.4 (Fernandez et al., 2015)

M. clarki 0.7 (Lomonte, Sasa, et al., 2016)




Tradicionalmente el andlisis de venenos neurotoxicos se evalla mediante
experimentos electrofisioldgicos por medio de preparaciones de tejidos
neuromusculares o de células aisladas (Caccin et al., 2006; Olamendi-Portugal et
al., 2008). Lo anterior ha permitido comprender sus mecanismos de accion dentro
del sistema nervioso de mamiferos, reptiles, anfibios y aves (Bénard-Valle et al.,
2020; Caccin et al., 2006; Moreira et al., 2010). Particularmente en mamiferos este
conocimiento permite tratar de manera eficaz un envenenamiento.

Se han realizado algunas caracterizaciones dirigidas a la neurotoxicidad de sus
venenos, utilizando preparaciones neuromusculares la mayoria con distribucion en
Sudamérica. A la fecha las Unicas especies de serpientes de coral mexicanas
analizadas son Micrurus laticollaris y Micrurus browni (Bénard-Valle et al., 2020;
Carbajal-Saucedo et al., 2013), venenos que mostraron tener una combinaciéon de
efectos neurotdxicos a nivel presinaptico y postsinaptico, evidenciando la
importancia clinica de las familias de PLA2y 3FTx.
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Figura 13. Efecto del veneno de Micrurus browni y Micrurus laticollaris sobre preparaciones

neuromusculares de ratén.

Twicht tensién (%): Fuerza de tensién expresada en porcentaje. Tomado de (Bénard-Valle et al.,
2020; Carbajal-Saucedo et al., 2013).



3. Justificacion

La investigacion de venenos de coralillos mexicanos es escasa, por lo que realizar
caracterizaciones lo mas completas posibles en cuanto a la diversidad,
abundancia, variabilidad y funcionamiento, de los venenos y sus componentes ya
sea entre diferentes taxones 0 poblaciones de una misma especie, se vuelve
relevante para la comprensién de las funciones biolégicas que desempefia el
veneno y como es gque actian aquellos componentes que pudieran ser de
importancia médica.

Este trabajo representa un gran aporte al conocimiento de los venenos de las
serpientes mexicanas.

4. Hipotesis
Los componentes mas abundantes en el veneno seran PLA2 seguido de 3FTx. La

potencia letal, asi como la neurotoxicidad serdn producto de integrantes de estas
dos familias.

Por otro lado, los venenos provenientes de diferentes localidades no mostraran
diferencias significativas en perfiles electroforéticos, cromatograficos o en su
letalidad.

5. Objetivo general

Realizar una caracterizacion funcional del veneno de Micrurus diastema con el fin
de identificar y evaluar sus componentes neurotéxicos.

6. Objetivos particulares

1. Realizar un fraccionamiento del veneno en condiciones no desnaturalizantes.
2. Caracterizar funciones biolégicas del veneno y las fracciones obtenidas.
3. Evaluar la neurotoxicidad de aquellos componentes relevantes.

4. Analizar la composicion del veneno y letalidad en muestras de M. diastema
provenientes de diferentes localidades del estado de Veracruz.



7. Estrategia experimental

El presente trabajo parte de la iniciativa de realizar la caracterizacion prote6mica
del veneno de Micrurus diastema, el cual se realizdé en el Instituto Clodomiro
Picado, por el Dr. Bruno Lomonte Vigliotti y su equipo de trabajo en Costa Rica

(datos en preparacion).

Este trabajo se divide en 2 secciones, la primera abarca la caracterizacion
bioquimica y biolégica de la mezcla de venenos empleada en la realizacién del
proteoma. En la segunda seccion se realizé la caracterizacion de perfiles
cromatograficos, electroforéticos y de letalidad de diferentes localidades que
abarcan la distribucion de Micrurus diastema en el estado de Veracruz, México
(Figura 14).
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Figura 14. Estrategia experimental



8. Metodologia
8.1 Venenos

Se emplearon venenos individuales de 5 localidades del municipio de Veracruz
(Tuxpan, Cdérdoba, Actopan, Zongolicay los Tuxtlas) y 1 mezcla de venenos de las
localidades de Coérdoba y Actopan. Las muestras de la localidad de Cordoba y
Actopan se obtuvieron del banco de venenos del laboratorio del Dr. Alejandro
Alagon Cano. Los individuos fueron catalogados como crias, juveniles y adultos,
de acuerdo con las tallas maximas reportadas para M. diastema (Roze, 1996),
catalogando como adultos a aquellos individuos que tuvieran tallas mayores a 50
cm de longitud total, juveniles aquellos con tallas menores a 50 cmy crias nacidas
en el herpetario (Tabla 2).

Tabla 2. Tabla de los individuos Micrurus diastema que se ocuparon para la caracterizacion
Clave Localidad Cria Juvenil Adulto Talla (LT)
IBt-032 Coérdoba X ND
IBt-061 Cérdoba X ND
IBt-093 Cérdoba X 79 cm
IBt-140 Actopan X 68 cm
IBt-141 Actopan X 59 cm
IBt-142 Actopan X 80 cm
IBt-128 Zongolica X 59 cm
IBt-129 Zongolica X 63 cm
IBt-124 Tuxpan X 28 cm
IBt-125 Tuxpan X 30 cm
IBt-138 Los Tuxtlas X 99 cm

N1 Los Tuxtlas X 18 cm
N2 Los Tuxtlas X 21 cm
N3 Los Tuxtlas X 23 cm
N4 Los Tuxtlas X 19 cm
N5 Los Tuxtlas X 18 cm
N6 Los Tuxtlas X 23 cm
N7 Los Tuxtlas X 21 cm
N8 Los Tuxtlas X 23 cm
N9 Los Tuxtlas X 20 cm
N10 Los Tuxtlas X 22 cm
N1l Los Tuxtlas X ND

ND. No disponible
LT. Longitud total

Los 12 individuos provenientes de los Tuxtlas fue un caso especial, ya que llegé

un individuo adulto (IBt-138) proveniente de colecta en campo (julio 2021) y



aproximadamente a la semanapuso 11 huevos (anexos). A los 11 neonatos se les
realizaron extracciones de veneno aproximadamente a los 5 dias de nacidos.

Para la obtencion de muestras del resto de las localidades se realizaron
extracciones de manera manual por un afio y medio. Los individuos fueron
obtenidos de colecta en campo y se mantuvieron en el herpetario “Cantil” del
Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Lo anterior se realizo sujetando al ejemplar
por la cabeza y permitiéndole morder una cuchara cubierta por Parafilm (anexos).
La cuchara era lavada con acetato de amonio 20 mM (pH 4.7) para recuperar el
veneno que generalmente suele ser un volumen pequefio (10 yl a 100 pl).
Posteriormente se centrifugaron a 14,000 rpm durante 5 minutos. Después se
recuperaba la fraccion soluble y congelada a -70 °C para su posterior liofilizacion.
Posteriormente se obtenia el peso seco del veneno obtenido (balanza granataria;

Adventurer ™ OHAUS) y se almacenaban individualmente.

8.2 Cuantificacién de proteinas

Para conocer la cantidad de proteina presente en las muestras de veneno, se
determind por absorbancia a 280 nm (A280) y el método del acido bicinconinico
(BCA).

La cuantificacion por medio del método BCA se llevé a cabo utilizando un paquete
comercial para reacciones de BCA de la marca Pierce™ (protocolos). La técnica
se basa en la cuantificacion de la interaccion del acido bicinconinico con iones de
Cul* generados a partir de la reaccion entre la proteina y Cu?* (proteina + Cu?* =
Cul* + proteina). Esta reaccion proporciona un color purpura a la muestra. El
resultado de la reaccion exhibe una absorbancia a 570 nm. La concentracién se

obtiene interpolandolos datos de una curva estandar de albumina de suero bovino
de concentraciones conocidas.

La cuantificacion proteica por Azgsose llevo a cabo utilizando un espectrofotdmetro
(Thermo scientific) y una celda de cuarzo con longitud (I) de 1 cm. La
concentracion se obtuvo asumiendo un coeficiente de extincion (g) igual a uno
([C]=A280/el). Por lo que una unidad de absorbancia es equivalente a una

concentracion de proteina de 1 mg/ml.



La cuantificacion por medio del método BCA se llevé a cabo utilizando un paquete
comercial para reacciones de BCA de la marca Pierce™ (protocolos).

8.3 SDS-PAGE

La electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil-sulfato de sodio
(SDS-PAGE) es una de las metodologias mas utilizadas para el analisis de
mezclas proteicas complejas. Permite estimar la masa molecular de proteinas a
través de su migracion en un campo eléctrico empleando una matriz de

acrilamida-bisacrilamida.

Se ocupd el método descrito por Laemmli (1970), con el fin de analizar los
componentes presentes tanto en el veneno completo como en las fracciones que
se obtengan de los analisis cromatograficos. Los geles emplean una matriz de
acrilamida al 15% para en gel separador y una matriz al 4% en el gel
concentrador. Las muestras se prepararon en condiciones reductoras y no
reductoras con bufferde corrida desnaturalizante 5X (10% glicerol, SDS 2.5%, tris-
HCI 50 mM pH 6.8, azul de bromofenol 0.002% y en el caso de las condiciones
reductoras 2-mercaptoetanol 5%). Las muestras con 2-mercaptoetanol se hirvien
por 5 minutos. Se emplearon los kits BIO-RAD, Mini PROTEAN® System Glass
Plates, corriendo a 60 Volts por 15 minutos e incrementando a 120 Volts por
aproximadamente 90 minutos. Terminada la electroforesis, los geles se tifieron
con solucion de tincion (50% metanol, 10% &acido acético y 0.2% de azul brillante
de coomassie R-250) en agitacion constante. Finalmente se destifien con solucién

de destincion (10% metanol + 10% acido acético).

8.4 RP-HPLC

La técnica de RP-HPLC (reverse phase high performance liquid cromatography,
por sus siglas en inglés) se emplea con el fin de analizar los perfiles
cromatograficos de los venenos individuales y de la mezcla de ellos. En esta
técnica los componentes presentes en la muestra que se desea separar o
purificar, son selectivamente retenidos por una fase estacionaria en la columna,
que esta conformada por cadenas de hidrocarburos. La fuerza de las interacciones

hidrofébicas que formen los componentes de la muestra con la fase estacionaria
de la columna determinara su separacion.



Se utilizé una columna Cis (GraceVydac) analitica con dimensiones de 250 x 4.6
mm, y tamafio de particula de 5um. En la fase movil se ocupé una solucion A
(polar) H20 + 0.1% TFA (acido trifluoroacético) y solucién B (apolar) acetonitrilo +

0.1%TFA. Se ocup6 un gradiente hacia 70 % solucién B con un flujo constante de
1ml/min (Tabla 3).

Tabla 3. Gradiente utilizado en RP-HPLC

Tiempo (min) % solucion B
0 0
5 0
15 15
75 45
85 70
94 70

8.5 Determinacién de Masa Molecular por espectrometria de masas con
ionizacion por electrospray (ESI-MS)

Las determinaciones de masa fueron realizadas por el Dr. Fernando Zamudio en
el laboratorio de Dr. Lourival Possani. Las fracciones obtenidas por RP-HPLC se
analizaron en un espectrometro de masas LCQ-Fleet (Thermo-Fischer) con
sistema de ionizacion tipo nano-electrospray (ESI). Cada muestra fue inyectada
por infusion directa utilizando como fase movil acetonitrilo 60% con 0.1% de acido
acético con un flujo de 10uL/min. EL voltaje del aerosol fue de 2.1 kV y la
deteccion idnica realizada en modo positivo. Los datos espectrométricos fueron
adquiridos manualmente mediante el programa Tune Plus y la deconvolucién se
realizd utilizando el programa Xtract. Las masas moleculares se determinaron
como masas medianas contemplando la contribucién de los isétopos pesados y no
coOmo masas monoisotopicas.

8.6 Fraccionamiento del veneno por intercambio catidnico

Se empleo el intercambio catiénico en un equipo de FPLC (Cromatografia liquida

de rapida resoluciéon; GE, AKTA Pure). El intercambio cationico permite mantener



una conformacion tridimensional muy cercana a la original, la cual se ve afectada
en otros métodos de separaciéon como el caso de RP-HPLC.

En la fase estacionaria se ocup6 una columna de intercambio catiénico (HiPrep™,
SPHP 16/10) con volumen de 20 ml, dimensiones de 16x100 mm y tamafo de
particula de 34 um, con grupos sulfopropil en ella (CH2CH2CH2S03™).

Como buffer A se utiliz6 acetato de amonio 20 mM pH 4.7-5 y como buffer B,
acetato de amonio 20 mM pH 5-7.7 con 2 M de NaCl. Se lava y equilibra la
columna antes de iniciar el método (Tabla 3). El gradiente empleado fue deOal

M de NaCl en 80 minutos, con un flujo constante de 5 mililitros por minuto.

Tabla 4. Gradiente utilizado en intercambio catiénico
Tiempo (min) Molaridad NaCl
0 0
80 50
90 50
95 0

8.7 Actividad fosfolipasa

Este experimento proporciona una medicion de la actividad enzimatica de las
fosfolipasas A2 presentes en el veneno empleando un ensayo titulométrico en el
gue se emplea como sustrato una preparacion de yema de huevo al 10% en buffer
estandar (NaCl 0.1 M. CaCl2 0.01 M. 0.1% de triton X-100) y NaOH 50 mM para
titular (Shiloah, 1973). Para esto se adicionan en un tubo 500 pl de solucion de
yema de huevo y se estabiliza el pH a 8.0 con NaOH. La solucion se mantiene en
agitacion constante y bajo burbujeo de N2. La actividad generada por la reaccion
enzimatica se reporta en unidades especificas (U/mg) en donde las unidades (U)
son definidas como ymolas de NaOH consumidas en un minuto por miligramo de
veneno. Las pymolas de NaOH degradadas durante el ensayo son directamente

proporcionales a la cantidad de &cidos grasos liberados por accion de las
fosfolipasas A2del veneno (Figura 15).
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Figura 15. Ensayo titulométrico de actividad PLA..
A) Actividad enzimética PLA2. B) Efecto de la actividad PLA2 y la titulacion con NaOH (tomado de

Bénard Valle, 2009).

8.8 Permisos de bioética

Los experimentos con animales fueron aprobados por el comité de bioética del

Instituto de Biotecnologia de la UNAM, con el proyecto # 385 “Caracterizacion
funcional y analisis de especificidad de venenos de coralillos norteamericanos”.

8.9 Determinacién de Dosis Letal Media (DL so)

La DLso se define como la cantidad de veneno necesaria para matar a la mitad de
una poblacion de animales envenenados experimentalmente (Casasola et al.,
2009).

En todos los experimentos se utilizaron grupos de 3 individuos. La administracion
se realiz6é por via intravenosa, la cantidad de veneno por dosis se diluyo en un
volumen total de 500 pl de solucion salina isotonica (NaCl 150 mM) por raton,

realizando las lecturas de mortalidad a las 48 horas.



8.10. Preparacién neuromuscular de nervio frénico y hemidiafragma de raton

La muestra bioldgica se obtuvo de ratones de la cepa CD1 en un peso de 30-35
gramos, que se sacrificaron para extraer el nervio frénico izquierdo y el masculo
del diafragma al que esta adherido (Bénard-Valle et al., 2020; BULBRING, 1946).
El tejido se mantendra aislado y se realizaran diversas estimulaciones eléctricas

en presencia y ausencia de las toxinas a estudiar.

El nervio frénico izquierdo con su mitad adherida del musculo del diafragma se
monté dentro de un bafio de solucién Tyrode (NaH2POs4 0.4 mM, KCI 2.7 mM,
CaCl2 1.8 mM, MgCl2 1.0 mM, NaCl 137 mM y NaHCOz 11.9 mM) con glucosa 11
mM, a 37 °C, bajo burbujeo constante (95% 02, 5% CO2). Se estimul6é de forma
indirecta (nerviosas) y directa (musculares) con pulsos de voltaje supramaximal.
La preparacién se estabilizd bajo estimulacion nerviosa durante 20 minutos.
Posteriormente se afiadi6 un bloqueador reversible de la transmisién
neuromuscular a la solucién, se incub6 durante 5 minutos y posteriormente se
realizaron lavados. Esto para asegurar que la estimulacién del nervio y el misculo
sean completamente independientes una de otra. Finalmente, se evalu6 el efecto
del veneno de Micrurus diastema en diferentes concentraciones, asi como
fracciones (con actividad letal y que hayan mostrado efectos neurotéxicos) a la
solucién hasta que se observe una inhibicién del 100% de las contracciones
musculares. Se calcularon los valores de Too, definidos como el tiempo desde la

adicién de la toxina hasta el momento en que la fuerza de las contracciones
provocadas indirectamente alcance el 10% del total.

Tabla5. Condiciones de estimulacion

Condiciones de estimulacion
E. directa (musculo) E. indirecta (nervio)
Voltaje Supra maximo (>70 V) Supra maximo (>70 V)
Duracion 1ms 0.1 ms
Frecuencia 0.2 pps 0.2 pps

ms: milisegundos

pps: pulsos por segundo



El laboratorio del Dr. Alejandro Alagén Cano ya contaba con experiencia utilizando
esta metodologia. Sin embargo, dependia de colaboraciones externas para poder
realizar este experimento. Para la realizacién del presente trabajo y futuras
caracterizaciones de actividades neurotéxicas que se realicen en el laboratorio se
montd un equipo transductor de fuerza modelo FT-302 de la marca iWorx®. Que
cuenta con un estimulador de corriente multicanal, el cual se emple6 para la
estimulacion directa al nervio. Ya que la estimulacion al masculo requeria voltajes
mayores a los que el equipo lograba suministrar, se necesit6 utilizar un equipo de
mayor potencia de la marca Grass Stimulator modelo S88. Las lecturas se
realizaron con el software del equipo (LabScribe).

El bafio de tejido se mantenia en temperatura 6ptima con el uso de una bomba
con termostato que permite al agua circular de manera constante por todo el

circuito de la tuberia del equipo. Y la cAmara en la que se coloca el tejido se
mantuvo conectada a un tanque de oxigeno de 40 litros (Figura 16).
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Figura 16. Esquematizacion de la preparacion de nervio frénico-hemidiafragma de ratén.

Se ensamblaron estimuladores que fueran eficientes para el tejido utilizado. Esto se logro
utilizando un popote de acrilico en el que se introdujeron dos lineas dobles de alambre de
platino (dimensiones de 0.5 mm), material inerte resistente a la oxidacion. Esto para las
estimulaciones directa e indirecta. El popote se rellend con resina epoxica para evitar
cualquier dispersion de corriente. Tomado y modificado de (Bénard-Valle et al., 2020).



9. Resultados y discusion

9.1 Analisis proteémico de la mezcla Cérdoba/Actopan

La caracterizacion protedmica se llevo a cabo con el fin de analizar la composicion
del veneno, identificar las familias proteicas a las que pertenecen sus
componentes y obtener un panorama general de su abundancia. En el
fraccionamiento por RP-HPLC se obtuvieron 38 fracciones (Figura 17), cada una
de las cuales al examinar por electroforesis (SDS-PAGE) muestran entre una y
cuatro bandas. Este numero de fracciones es similar al reportado en otros

venenos de coralillos con predominancia de PLA2 (Bénard-Valle et al., 2020;
Lomonte, Rey-Suarez, etal., 2016).

Proteoma Micrurus diastema
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Figura 17. Fraccionamiento por RP-HPLC de la mezcla Micrurus diastema y SDS-PAGE de las fracciones

obtenidas.

A: Dos miligramos de venenos disuelto en agua con 0.1% de acido tricloroacético (TFA) fueron
aplicados a una columna analitica Cis a un flujo de 1 ml/min (linea roja) de acetonitrilo con 0.1%
TFA, como se describe en los métodos. La elucién fue monitoreada a 215 nm y las fracciones
fueron colectadas de manera manual. B: SDS-PAGE (15%) en condiciones reductoras de las
fracciones colectadas, tefiidas con azul de coomassie R-250. Las bandas proteicas de los geles
fueron extraidas y sometidas a digestion por tripsina para su identificacion en nLC-MS/MS. Las
bandas multiples en un mismo carril se identificaron como “a”, “b”, “c”, etc. De arriba abajo.



De acuerdo con la integracién del cromatograma de RP-HPLC (Figura 17) la
familia con mayor abundancia son las PLA2, constituyendo el 62.6% del veneno,
estas proteinas en su mayoria se identificaron entre las fracciones 14 a 31
seguidas de las 3FTx representando el 22.3%, y eluyendo entre las fracciones 3 a
14. Posteriormente entre las fracciones 35, 36 y 37 se encuentran la mayoria de
las metaloproteasas, representado un 3.6% vy al final de perfil cromatografico las L-
aminoacido oxidasas con un 2.3% del total del veneno. También se identificaron
otras familias proteicas ya reportadas en venenos de serpientes de coral, como
inhibidores de proteasas tipo Kunitz (2.2%), factores de crecimiento nervioso
(0.9%), entre otras, sin embargo, su representatividad dentro del veneno es menor
al 1% (anexos)
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Figura 18. Composicion del veneno de Micrurus diastema.

PLA2: fosfolipasas Az; 3FTx: toxinas de 3 dedos; PNP: péptidos o componentes no proteicos; KUN:
inhibidor tipo Kunitz; VEGF: factor de crecimiento vascular de endotelio; CNP: péptidos
SP: PLB:
hialuronidasas; CGY: glutaminylcyclasas; NUC: nucleotidasas; BDF: factor de crecimiento derivado
PDE: CTL: lectinas C; OHA:

natriurétucos; MP: metaloproteinasas; serinoproteasas; fosfolipasas B; HYA:

de cerebro; LAO: L-aminooxidasas; fosfodiesterasas; tipo

ohanin/vespryn; NGF: factor de crecimiento nervioso.

En términos de composicion, el veneno de Micrurus diastema es similar al

reportado para M. tener y M. browni, con abundancia de PLA2, seguida de 3FTx.



Estos venenos junto con el de M. diastema pueden considerarse predominantes
en PLA2, lo cual concuerda con el patron dicotobmico previamente descrito
(Lomonte, Rey-Suarez, et al., 2016). Esto no significa que las 3FTx no participen
activamente en el funcionamiento de los venenos, ya que se han encontrado a-
neurotoxinas con altas potencial letales en mamiferos, ademas de algunas con

actividad Unica en sus presas naturales (Bénard-Valle et al., 2014, 2020).

9.2 Caracterizaciéon funcional de la mezcla empleada en el anélisis
protedomico

Se obtuvo un total de 30 miligramos (peso seco) al mezclar los venenos de los 6
individuos provenientes de Cordoba y Actopan en cantidades iguales (5
miligramos por individuo) para tener una representatividad equivalente en la
mezcla final, la cual se resuspendio en 5 ml de acetato de amonio 20 mM pH 4.7.
Posteriormente se cuantificd por el método de BCA, obteniendo una concentracion
de 6.5 mg/ml.

9.3 Evaluacion de letalidad

La determinacion de letalidad brind6 informacién béasica sobre la severidad del
envenenamiento en ratones, asi como una base para determinar y estudiar los
mecanismos de accion de las toxinas que conforman el veneno. Se determino la
DLso en ratones de la cepa CD1 en un peso de entre 18 y 20 gramos, por via
intravenosa. Dando un valor de 6.5 pg/raton (ICes= 6.2 a 6.8), equivalente a 0.4
Mg/g (Figura 18). Lo anterior muestra que el veneno de Micrurus diastema posee
alta potencia letal, comparable con la letalidad de otras serpientes de coral

norteamericanas (Tabla 5).

Durante el envenenamiento los ratones presentaron como signo principal paralisis
flacida de las patas traseras y la causa de muerte fue una evidente insuficiencia
respiratoria. Lo anterior es indicativo de que algunos integrantes de PLA2 0 3FTx
actlan como neurotoxinas presinapticas y/o postsinapticas respectivamente.



Tabla 6. Tabla de letalidad de diferentes especies de Micrurus.

Micrurus diastema

Especie DLso (pg/g) Cita
100
M. fulvius 0.3 (Vergara et al., 2014)
E M. tener 12 (Bénard-Valle etal., 2014)
g 50—
§ M. laticollaris 0.6 (Carbajal, 2014)
DLgo= 6.5 pg/raton
ICgs0o= 6.2 a 6.8 M. browni 0.17 (Bénard-Valle etal., 2020)
0 T o T 1
0 2 4 6 8 10 .
Dosis (ug/ratén) M. diastema 0.34

Figura 19. Dosis letal Micrurus diastema

9.4 Preparacion de nervio frénico-diafragma (NFD) de raton

En cada ensayo se verifico la independencia entre las estimulaciones al nervio
(estimulacion indirecta) y el musculo (estimulacién indirecta), afiadiendo ©-
tubocurarina 20 uM (antagonista competitivo del receptor de acetilcolina), la cual
generd un 100% de inhibicidén de la contraccion bajo estimulacion indirecta, pero
sin afectar la estimulacion directa al musculo, después se realizaron lavados con
solucién Tyrode hasta recuperar en su totalidad la fuerza de contraccién (Figura
20). Posteriormente se permitio que el tejido se estabilizara por 10 minutos antes
de agregar veneno de Micrurus diastema en distintas concentraciones (10 ug/ml, 5

pg/ml, 2.5 pg/mly 1 pg/ml).

Una vez agregado el veneno al bafio de tejido, se empezd a observar una
disminucién de la contraccion muscularalos 5y 10 minutos aproximadamente con
10 pg/ml y 5 pg/ml respectivamente (Figura 21) estos tiempos de latencia
posteriores a la adicion de veneno ya han sido reportados en la evaluacion de

otros venenos y se han atribuido a una predominancia en la actividad de PLA2 3-
neurotoxicas (Bénard-Valle et al., 2020; Carbajal-Saucedo et al., 2013).
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Figura 20. Registro de la fuerza de contraccion del diafragma

El tejido se expuso a d-tubocurarina 20 pM. Nétese la recuperacion de la fuerza de contraccién al
retirar la &-tubocurarina con 3 lavados de solucion Tyrode. E.D.: estimulacion directa (musculo).
E.l.: estimulacién indirecta (nervio).

La inhibicion aumentd progresivamente hasta generar un bloqueo completo de la
contraccion. Posteriormente se realizaron lavados con solucién Tyrode para
comprobar si existia recuperacién de la contraccién muscular, y al no observar
recuperacion a través de estimulacion indirecta, se puede atribuir el efecto a una
actividad presindptica (PLA2 con actividad neurotdxica). Sin embargo, no se puede
descartar la contribucién de a-neurotoxinas como D.H., anteriormente descrita y
que ha mostrado una fuerte afinidad por los nAChR (Bénard-Valle et al., 2014,
2020; Guerrero-Garzon et al., 2018). Se determiné el valor de Teo en 24.5 minutos
con 10 ug/ml. Y para el caso de 5 ug/ml el valor determinado fue Too= 36.7

minutos.

Se probaron también dosis de 2.5 ug/ml y 1 pg/ml, en el caso de 2.5 yg/ml se
determin6 un valor de Teo= 115 minutos. Por otro lado, con 1 pg/ml jamas se
observo unareduccion del 100 % de la contraccion muscular transcurridas 2 horas
(Figura 21).

La normalizacion de los datos se realiz6 tomando como 100% de la fuerza de
contraccion al promedio de la tensidén en gramos 5 minutos previos a la adicién del
veneno, calculando posteriormente los cambios en el porcentaje de la fuerza de
contraccion durante el tiempo, los valores se ajustaron a una curva sigmoidea de

dosis-respuesta (Figura 21).
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Figura 21. Grafica del porcentaje de inhibicidn de la contraccion muscular en la preparacion
neuromuscular con diferentes dosis de veneno.

Datos normalizados. Las barras de error representan desviacion estandar de tres experimentos.
Blanco. 200 ul de solucién Tyrode.

También se observo la actividad motora al ser sometida bajo estimulacién directa
(previa a los lavados) para verificar que la integridad del mdsculo no hubiera sido
afectada por actividad miotoxica, como se ve en la Figura 22 al aplicar
estimulacion directa el musculo responde correctamente, por lo que se descarta

dafio ocasionado por miotoxicidad.
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Figura 22. Registro de la fuerza de contraccion del diafragma

Se expuso a 5 ug/ml de veneno completo de M. diastema. E.D. Estimulacion directa al musculo.
E.l. Estimulacion indirecta al mdsculo. L. Lavados.



9.5 Fraccionamiento en condiciones no desnaturalizantes

Anteriormente en el analisis del veneno de Micrurus browni (Bénard-Valle et al.,
2020) se observé que el fraccionamiento del veneno utilizando RP-HPLC,
disociaba posibles interacciones de los componentes del veneno que resultaban
ser relevantes en la actividad letal del veneno completo, por lo que el uso de
fraccionamientos en condiciones no desnaturalizantes como el intercambio
cationico fuerte permite realizar una mejor caracterizacion en cuanto a

funcionalidad de sus componentes y su contribucién en la actividad letal.

Se fraccion6 la mezcla de M. diastema mediante intercambio catidénico fuerte,
utilizando un equipo de FPLC (fast protein liquid cromatography). De este Gltimo
se obtuvieron 10 fracciones (Figura 23), éstas se colectaron, dializaron, liofilizaron,

resuspendieron en acetato de amonio 20mM (pH 4.7) y finalmente cuantificaron
por el método de BCA.

Intercambio cationico Micrurus diastema
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Figura 23. Intercambio catiénico fuerte. (CH2CH2CH2SO3--).

Se cargaron 20 mg totales. 0 -1M NaCl en 80 min. Porcentajes de representatividad obtenidos por
area bajo la curva a 214 nm. Las fracciones en fuente color rojo indican actividad letal.

9.6 Caracterizacion de las fracciones de intercambio catidnico

Las fracciones obtenidas durante el intercambio catiébnico fueron separadas en
geles SDS-PAGE al 15% en condiciones reductoras y no reductoras. Los perfiles
electroforéticos en ambas condiciones nos permiten realizar una identificacién

parcial de los componentes de cada fraccion.
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Figura 24. Perfiles electroforéticos de las fracciones obtenidas por intercambio cationico.

Se cargaron 5 pg por fraccion y 20 yg de la mezcla M. diastema.

En los perfiles electroforéticos (Figura 24) podemos observar que todas las
fracciones muestran bandas cercanas a los marcadores de 17 y 11 kDa
(condiciones reductoras), que corresponden a integrantes de PLA2 y 3FTx
respectivamente. En los perfiles de las fracciones en condiciones no reductoras se
puede observar que a partir de la fraccion 7 la migracion de sus componentes
aparece en pesos moleculares aparentes mucho mayores a los presentes en
condiciones reductoras. Esto podria deberse a la presencia de interacciones entre
sus componentes, lo que indicaria que dichas interacciones serian de naturaleza
covalente (Bénard-Valle et al., 2020). Sin embargo, también podria ser producto
de la migracién andémala dada por la estructura terciaria de las proteinas, que
puede generar variaciones en términos de la interaccién con el detergente SDS,
modificando significativamente su migracion en la matriz de poliacrilamida (Rath et
al., 2009). Posteriormente se obtuvieron los pesos moleculares de algunas de las
fracciones por medio de ESI-MS, y no se encontré evidencia de algun tipo de

asociacion covalente entre proteinas.

Todas las fracciones obtenidas del intercambio cationico posteriormente se sub
fraccionaron mediante fase reversa, cargando 200 ug de cada fraccion para
observar la composicibn de sus perfiles cromatograficos y la posterior

caracterizacion de aquellas fracciones mas relevantes.
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Figura 25. Perfiles cromatograficos del sub-fraccionamiento por RP-HPLC de las fracciones

obtenidas del intercambio catiénico.

Columna C18 analitica. Dimensiones 250 x 4.6 mm, 5um. Flujo 1 ml/min. Se cargaron 200 ug de
veneno completo de los individuos



9.7 Actividad letal de las fracciones

También se evalud la presencia de actividad letal en las 10 fracciones obtenidas
del intercambio catidnico, inyectando 40 ug de cada una a ratones de la cepa
CD1. Posteriormente se determin6 su contribucidon e importancia en la actividad
letal, utilizando el valor del toxicity score (Laustsen et al., 2015), el cual se obtiene
considerando la DLso de cada fraccién y la abundancia relativa en el veneno total.
De las 10 fracciones, F1, F6, F8, F9 y F10 presentaron actividad letal.

Posteriormente se realizaron las determinaciones de letalidad de las fracciones:
F6. DLso= 4.2 pg/ratdn; F9. DLso= 5 pg/ratén; y F10. DLso= 9.2 ug/raton. Mientras
que para F1 y F8 se obtuvo un rango de sus potencias letales (F1=>39 pg/raton y
F8= 6.8 a 14.8 pg/ratén). En conjunto estas DLso's solo explican al alrededor del
32% de la letalidad del veneno completo, tomando el valor de toxicity score del
veneno completo como el 100% de la actividad letal (Tabla 6), ésto indica que
probablemente existan interacciones entre los diferentes componentes del veneno

gue aumenten la potencia letal.

Tabla 7. Contribucidn de las fracciones a la actividad letal del veneno completo
DLso DLso Porcentaje de Toxicity
(Hg/g) (Mg/ratén) representatividad Score
(%)
M. 0.34 100 294.1
diastema

F1 >2.1 >40 11.7 <55

F3 - 51

F4 R 2.3

E5 5 19.4

F6 0.22 4.2 8.3 37.7

F7 - 30.9

F8 ~ 0.57 ~10.3 4.6 -8

F9 0.28 5 9 321

F10 0.48 9.2 4.7 9.7

De acuerdo al toxicity score (Laustsen et al., 2015), se tom6 como 100% de letalidad a la DLso de
M. diastema. (%). Porcentaje de representatividad de cada fraccion de FPLC tomando en cuenta el

area bajo la curva a 214 nm.



9.8 Actividad enziméatica

La caracterizacion de la actividad enzimatica utilizando como sustrato yema de
huevo nos brinda una observacion mas cercana a lo que pasaria en un modelo in
vivo ya que el sustrato posee una alta abundancia de glicerofosfolipidos,
fosfolipidos que se encuentran en abundancia en las membranas celulares
(Mathews et al., 2002; Abousalham & Verger, 2000). Por otro lado, ya se ha
observado que las fosfolipasas de venenos de coralillos poseen cierta selectividad
hacia el tipo de sustrato empleado en su caracterizacion, como en el caso del
sustrato 4-NOBA, que al poseer una estructura mas simple se ve afectada por
esterasas en general y no solo por fosfolipasas. Para fines comparativos este
método es eficiente, pero si se quiere tener una aproximacion mejor a su funcion

bioldgica, el uso de yema de huevo es una mejor opcién (Yafiez-Mendoza, 2019).

Se realiz6 la determinacion de la actividad enzimatica de la mezcla M. diastema'y
sus fracciones. Todas las fracciones presentaron actividad PLA2 cuantificable con

excepcion de F4 probando un maximo de 10 ug.

Ajustando la actividad individual de las fracciones con su porcentaje de
representatividad (de acuerdo con el area bajo la curva del perfil cromatografico de
intercambio catibnico a 214 nm), la actividad individual de las fracciones explica el
100% de la actividad enzimatica total. Lo anterior sugiere que las PLA2 del veneno

no sufrieron pérdida de actividad durante el proceso de fraccionamiento y
procesamiento posterior al intercambio (Tabla 8).



Tabla 8. Unidades especificas de actividad PLA> y su contribucién enzimética.

Porcentaje de Contribucién

U/mg representatividad  enzimatica
(%) (%)
M. diastema 263+ 10 100
F1 556 + 41 11.7 24.7
F3 529 +50.7 5 10.2
F4 ND 2.3 0
F5 141 +£21.9 19.4 10.4
F6 26.5+5.9 8.3 0.8
F7 281+ 10 30.9 33
F8 978 + 100 4.6 17.1
F9 120 £ 16.9 9 4.1
F10 248=+2 4.7 0.4

Se identific6 que, con respecto a la actividad enzimatica media de todas las
muestras analizadas y la actividad total del veneno, las fracciones F1, F3 y F8
muestran actividad significativamente mayor (one way ANOVA a=0.05; p=<0.05),
mientras que el resto de las fracciones no presentan actividades enzimaticas
relevantes. Con excepcion de F7 que muestra una actividad enzimatica igual a la

que exhibe el veneno completo (Figura 26).
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Figura 26. Grafica de las unidades especificas de actividad fosfolipasa.



Lo anterior comprueba la presencia de PLA2 enzimaticamente activas que
representan el 52.2 % del veneno total (Tabla 8). Tomando en cuenta su
porcentaje de representatividad, la contribucion de la actividad enziméatica de las
fracciones F1, F3, F7 y F8 al veneno completo, en conjunto es del 85 %. Se ha
sugerido que PLA2 con actividad enzimatica influyen en la lisis de tejido muscular
(Lomonte et al.,, 2009; Van der Laat et al., 2013). Por lo que las fosfolipasas
responsables de esta actividad podrian estar jugando un papel pre digestivo de las

presas.

9.9 Andlisis de fracciones con actividad letal
9.9.1 Fracci6én 1

Esta fraccion no resulté ser de importancia en la actividad letal del veneno (Tabla
6), a pesar de ser la tercera fraccion mas abundante (11 %). En su perfil
electroforético y cromatografico podemos observar que muestra al menos un
componente mayoritariamente abundante, para el cual se reportd una masa de
13,137.9 Da. En la determinacién de actividad PLA2 la fraccion mostré alta

actividad (556 U/mg) siendo la segunda fraccién con mayor actividad enziméatica.

Se realiz6 una comparacion de la secuencia parcial de amino terminal para lograr
una identificacion parcial de la toxina encontrada mediante BLAST, el cudl arrojé
una identificacion por similitud del 95 % con la PLA2 miotdxica descrita en el
veneno de Micrurus dumerilli (MdumPLA2) (Rey-Suérez et al., 2017). Esta PLA2
también se reporta enzimaticamente activa y con actividad letal muy baja (>50
Mg/ratén). Este reporte coincide con las identificaciones obtenidas en el analisis
proteGmico (anexos).

La falta de actividad letal/neurotoxica en MdumPLA2, explicaria la ineficacia en los
intentos de caracterizar la actividad de la fraccidén en la preparacién neuromuscular
aun probando concentraciones de 24 ug/ml en el bafio de tejido (datos no
mostrados), por lo que la actividad de esta PLA2 esta mas enfocada en la
predigestion de las presas.
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Figura 27. Fraccion 1

Perfiles electroforéticos en condiciones reductoras, cromatografico (RP-HPLC) y masa reportada
(ESI-MS) de la fraccion 1 obtenida de intercambio catiénico

9.9.2 Fraccién 6

Esta fraccion presenta la mayor potencia letal de todas con una DLso= 4.18
Mg/raton (0.22 pg/g), ocasionando en el envenenamiento a ratones una notable
paralisis flacida. No representa un alto porcentaje dentro del veneno (8.3 %). Sin
embargo, de acuerdo con su toxicity score (Tabla 6) es la fraccion que desempefia

el papel mas relevante dentro de la actividad letal del veneno.

La fraccion se encuentra compuesta por 8 sub-fracciones principales, entre las
cuales se idéntificd a la a-neurotoxina de cadena corta D.H., la cual ya se habia
descrito como neurotoxina presente en el veneno de Micrurus diastema (Guerrero-
Garzon et al., 2018), asi como en el veneno de Micrurus tener y Micrurus browni
(Bénard-Valle et al., 2014, 2020). La identificacion se bas6 de acuerdo con lo
observado en su perfil electroforético, perfil cromatografico, masa reportada de
6615.6 Da, secuencia parcial obtenida de amino terminal y su comparacion con las

secuencias obtenidas en la identificacion protedmica (datos en preparacion).

De acuerdo con el resto de las masas reportadas, dos 3FTx mas y al menos dos

PLA2 no presentan actividad enzimatica relevante dentro de la fraccién (26.5



U/mg). Sin embargo, no se puede descartar la influencia de éstas en la actividad

letal de la fraccion
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Figura 28. Fraccién 6
Perfiles electroforéticos en condiciones reductoras, cromatografico (RP-HPLC) y masas reportadas

(ESI-MS) de la fraccion 6 obtenida de intercambio cationico. En rojo se marca la a-neurotoxina de

cadena corta D.H.

Para la caracterizacion de la actividad neurotéxica de la fraccién se ocup6 como
control a la toxina recombinante r.D.H. expresada a partir de los transcritos
obtenidos de glandulas de veneno de un individuo de Micrurus diastema, para
poder observar la actividad de una a-neurotoxina pura (Guerrero-Garzon et al.,
2018). Como se observa en la Figura 28, la r.D.H (1 pyg/ml) comienza a generar
unainhibicion de la contraccion muscular en los primeros 3 minutos después de la
adicién de la toxina al bafio de tejido. La contraccion muscular no se recuperé
después de los lavados con solucién Tyrode, por lo que se puede concluir que la
toxina posee una fuerte afinidad por los canales nicotinicos de acetil colina
presentes en la placa neuromuscular. Esta afinidad ya habia sido reportada en la
misma toxina encontrada en el veneno de Micrurus browni (Bénard-Valle et al.,

2020), donde la r.D.H obtuvo un valor Teo= 22.5 minutos.

Para la evaluacion de F6 (1 pg/ml) se obtuvo un valor Teo= 52.5 minutos,
generando una inhibicion del 100 % de la contraccibn muscular (Figura 25).
Posteriormente se aumenté la cantidad evaluada de F6 a 2DLso (4.1 pg/ml)
tomando en cuenta la concentracion (mg/ml) de toxina que habria en el volumen
sanguineo de un ratén de 20 gramos de peso (2 ml de sangre) al ser inyectada por

via intravenosa. Esto con el fin de comparar la actividad observada por r.D.H.,



obteniendo asi una Teo= 23 minutos. La falta de recuperacién posterior a los
lavados coincide con la actividad generada por la r.D.H.
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Figura 29. Grafica del porcentaje de inhibicion de la contraccién muscular por actividad de r.D.H

y F6 a diferentes concentraciones.

En el estudio del veneno de Micrurus browni se observé que D.H. solo tiene
actividad en ratones y no presenta actividad en serpientes, las cuales forman parte
de su dieta natural (Roze, 1996). Otras a-neurotoxinas como a-cobrotoxina y a-
bungarotoxina han presentado baja toxicidad en modelos de presas naturales
(Burden et al., 1975; Liu & Xu (Ke Hsu), 1990) por lo que haria falta evaluar la
actividad letal de D.H. encontrada en este trabajo, en algin modelo de presa

natural para corroborar si se comporta de la misma manera.

9.9.3 Fracci6én 8

La fraccion 8 mostro ser letal. Sin embargo, no se logro realizar la determinacién
de letalidad (0.36 — 0.78 ug/g o 6.8- 14.8 pg/ratén), y segln su toxicity score
(Tabla 6) esta fraccién no contribuye de manera considerable a la actividad letal
del veneno. De acuerdo con sus perfiles electroforético y cromatografico, alta
actividad enzimética (978 U/mg), y las masas reportadas (7465.8 Da y 13133.7
Da) (Figura 30), sus actividades son consecuencia de una PLA2, aunque su

funcion podria ser principalmente pre digestiva ya que su actividad PLA2 es la mas



alta reportada para todas las fracciones, a pesar de representar Gnicamente el
4.6% del veneno (area bajo la curva) su actividad enziméatica contribuye en un 17
% a la actividad total del veneno. Sin embargo, podemos observar otros
componentes en la fraccion, por lo que no se podria descartar su participacion en

la actividad.

Por falta de disponibilidad no fue posible realizar su caracterizacién en el ensayo

de unidon neuromuscular.
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Figura 30. Fraccion 8
Perfiles electroforéticos en condiciones reductoras, cromatografico (RP-HPLC) y masas reportadas

(ESI-MS) de la fraccion 8 obtenida de intercambio catidnico.

9.9.4 Fraccién 9

De acuerdo con el toxicity score, esta fraccion presenta la segunda actividad letal
mas relevante dentro del veneno DLso= 0.28 ug/g (5.32 pg/raton), a pesar de
representar unicamente el 9 % del veneno (porcentaje de area bajo la curva). La
F9 presenta un perfil electroforético con una banda por debajo del marcador de 17
kDa y una masa reportada de 13476.7 Da. Sin embargo, en su perfil
cromatografico se puede observar que es una fraccion compleja en composicién
(Figura 30).
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Figura 31. Fraccion 9

Perfiles electroforéticos en condiciones reductoras, cromatografico (RP-HPLC) y masa reportada

de la sub-fraccion mas abundante de la fraccién 9 obtenida de intercambio catidnico.

La caracterizacién en el ensayo de uniéon neuromuscular se realizé probando una
concentracion equivalente a 2DLso de F9 (5.3 pg/ml), tomando en cuenta la
concentracion (mg/ml) de toxina que habria en el volumen sanguineo de un ratén

de 20 gramos de peso (2 ml de sangre) al ser inyectada por via intravenosa. Se
logré una inhibicion del 100% de la contraccion muscular obteniendo un Teo= 40

minutos. Posterior a los lavados con soluciéon Tyrode, no se logré la recuperaciéon
de la contraccidon por lo que se atribuye la actividad letal de la fracciéon a una o

varias fosfolipasas A2 con actividad B-neurotoxica.

FO 2DLs,

M0~ 1 =

a0 —

% contraccion

0 T
0 20

|
0

|
HUHIH

Tiempo (min)



Figura 32. Gréfica del porcentaje de inhibicién de la contraccion muscular por actividad de
Fo.

9.9.5 Fracciéon 10

Esta fraccion representa Gnicamente el 4.7 % del veneno (porcentaje de area bajo
la curva) y no posee alta actividad letal de acuerdo con el toxicity score (Tabla 7)
(DLso= 0.48 ug/g / 9.12 pg/ratdn). El perfil electroforético presenta una banda por
debajo del marcador de 17 kDa y se reportan masas de 6813.7 Da. Y 13476.7 Da.,
que podrian corresponder a una 3FTx y una PLA2, esta Ultima no presenta una

actividad enzimatica relevante (25 U/mg).

Se obtuvé una secuencia parcial, la cual mediante Blast arroj6 una identidad del
85% con un transcrito de a-neurotoxina descrita en el trabajo de Guerrero-Garzon
2018 y a un péptido con afinidad a AchR encontrado en el veneno de Micrurus

nigrocinctus.
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Figura 33. Fraccién 10

Perfiles electroforéticos, cromatografico (RP-HPLC) y masas reportadas de la fraccidon 10 obtenida
de intercambio catiénico. 200 ug por fraccién. RP-HPLC.

La caracterizacion de la actividad neurotdxica se realizé con una concentracion
equivalente a 2DLso (9.1 pg/ml) tomando en cuenta la concentracién (mg/ml) de
toxina que habria en el volumen sanguineo de un ratén de 20 gramos de peso (2
ml de sangre) al ser inyectada por via intravenosa. Se logré una total inhibicién de
la contracciébn muscular reportando un Teo= 28 minutos, posterior a los lavados

con solucion Tyrode no se logré la recuperacion de la contraccién muscular.



Queda inconcluso cual es el componente responsable de esta actividad
neurotdxica o si es producto de una actividad conjuntaentre una 3FTx y una PLA2.
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Figura 34. Gréfica del porcentaje de inhibicién de la contraccién muscular por actividad de F10.

Tabla 9. Tabla de resumen de actividades de las fracciones obtenidas por intercambio catiénico

% en el PLA; PM (ESI-MS) DLso Toxicity Too
veneno U/mg £ DE Da Hglg score minutos
M. diastema 100 263+ 10 0.34 294.1

F1 11.7 556 + 41 13,137.9 >2.1 -~ 55 ND
F3 5 529 +50.7 ND - - -
F4 2.3 ND ND - - -
F5 19.4 141 +21.9 6773.8 - - -
F6 8.3 26.5+5.9 6615.6 0.22 37.7 23
F7 30.9 281+10 15631 - - -
F8 4.6 978 + 100 7465.8/13133.7 0.36 - 0.78 ~8 ND
F9 9 120 £ 16.9 13476.7 0.28 32.1 33
F10 4.7 248=+2 6813.7/13476.7 0.48 9.7 28

Too reportada con concentraciones equivalentes a 2 DLso.




10. Micrurus diastema en Veracruz

De los individuos de todas las 5 localidades se analizaron sus perfiles
electroforéticos y cromatograficos, y se realizaron determinaciones de sus dosis
letales por localidad (con excepcién de la mezcla Cérdoba/Actopan por ser la

mezcla empleada en el analisis prote6mico).

Tomando en cuenta el arreglo taxonémico que se propone en el trabajo de Reyes-
Velazco, el presente trabajo se realizé con individuos que representa gran parte de
la distribucién actual de M. diastema.

10.1 Perfiles electroforéticos de individuos Micrurus diastema de Veracruz

Los perfiles electroforéticos en condiciones reductoras de todos los individuos
muestran presencia de bandas entre los marcadores de 63 y 48 kDa (Figura 33),
estos pesos moleculares corresponden a metaloproteasas y L-aminooxidasas, las
cuales representa el 3.6% y 2.3 % respectivamente (seccion 9.1). Esto ya se ha

observado en el veneno de otras serpientes de coral (Aird et al., 2017; Bénard-
Valle et al., 2020; Lomonte, Rey-Suéarez, et al., 2016).

Las bandas mas abundantes en todos los perfiles aparecen cerca de los
marcadores de 17 kDa y 11kDa, lo que corresponde a las familias de PLA2y
3FTx respectivamente. Sin embargo, se pueden observar diferencias en la
abundancia de estas bandas

Por otro lado, en los perfiles electroforéticos en condiciones no reductoras se
observan bandas que migran en marcadores con pesos moleculares por arriba de
17 kDa y por debajo de 48 kDa, esto debido a que tanto las 3Ftx como PLA:2
poseen puentes disulfuro que no son reducidos en estas condiciones
electroforéticas, por lo que su estructura terciaria, asi como la interaccion con el

SDS modifica considerablemente la migracion de las proteinas (Rath et al., 2009).
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Figura 35. Perfiles electroforéticos de M. diastema provenientes de diferentes localidades de
Veracruz.

Geles en condiciones reductoras (izquierda) y no reductoras (derecha) de los individuos de las
localidades de Tuxpan (rojo), Zongolica (verde), Los Tuxtlas (azul), Cérdoba (amarillo) y Actopan

(negro) del estado de Veracruz. Se cargaron 20 ug de cada muestra.

En la Figura 34 se muestra el perfil electroforético en condiciones reductoras de
las 11 crias provenientes de Los Tuxtlas, asi como el perfil del veneno de la madre
(IBt-138). De la misma manera que en los perfiles de los individuos de las demas
localidades, aqui también se pueden observar bandas cerca de los marcadores de
63 y 48 kDa. Observando la mayor abundancia de bandas presentes por debajo

de los 11 kDa y hasta los 17 kDa. Los perfiles electroforéticos de las crias no



parecen mostrar diferencias evidentes en su composicion. Sin embargo, en el
caso del individuo IBt-138 se observa una banda bastante abundante justo por

debajo del marcador de 17 kDa.
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Figura 36. Gel en condiciones reductoras del individuo IBt-138y los 11 neonatos (Los Tuxtlas).

Por la cantidad de veneno en las ordefias solo se pudo realizar el andlisis en condiciones

reductoras. Se corrieron 20 ug de cada muestra.

10.2 Perfiles cromatograficos de Micrurus diastema en Veracruz

En la Figura 35 se observan los perfiles cromatograficos de los individuos por
localidad (perfiles sobrepuestos). Las fracciones observadas en los perfiles van
desde las 20 fracciones hasta las 31 fracciones. Los perfiles de los individuos
adultos muestran el menor namero de fracciones (entre 20 y 24 fracciones),
siendo los perfiles de la mezcla de neonatos (Los Tuxtlas) y de los juveniles
(Tuxpan) aquellos con mas namero de fracciones (30y 31). Aunque los perfiles de
los individuos de Zongolica catalogados como adultos (por talla) muestran también
un alto namero de fracciones (26 y 29). Ningun individuo mostro en sus perfiles el
numero de fracciones reportadas para la mezcla Cordoba/Actopan utilizada en el
analisis proteémico (38 fracciones), esto podria deberse a la cantidad analizada
que fue mayor para el proteoma, por lo que algunas fracciones no serian lo

suficientemente abundantes para ser observadas.
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Perfiles cromatogréficos de los individuos de las 5 localidades

Con excepcidn de la muestra de los neonatos, que en este caso se muestra el analisis de la

mezcla de los 11 individuos (anexos). Se analizaron 200 ug por muestra.

10.3 Dosis letales de mezclas por localidad

Para realizar las determinaciones de letalidad de las diferentes localidades y con

el fin de poder comparar estos resultados con los obtenidos de la mezcla

empleada en el proteoma, se realizaron mezclas de las localidades de Tuxpan y
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Zongolica. Para el caso de las potencias letales de la localidad de los Tuxtlas se
evaluo la potencia letal del individuo IBt-138 (Unico disponible) y de la mezcla de

los 11 neonatos provenientes de este individuo.

Tabla 10. Dosis letales de las mezclas de veneno provenientes de diferentes localidades de Veracruz

Localidad DL 50 (ugiratén) DL 5o (ugrg)
Mezcla Cérdoba/Actopan (proteoma) 6.5 0.34
Mezcla Zongolica 4.2 0.22
Mezcla Tuxpan 4.2 0.22
Los Tuxtlas / IBt-38 (adulto) 6 0.31
Mezcla de neonatos los Tuxtlas 2.8 0.14

10.3 Variaciones en la letalidad y composicion del veneno de M. diastema

De acuerdo con la identificacion de las familias proteicas en el anélisis protedmico,
el veneno de Micrurus diastema presenta la mayor proporcion de integrantes de la
familia de las 3FTx en las primeras fracciones de sus perfiles cromatograficos por
RP-HPLC (entre el 20% a 30 % de acetonitrilo). Posterior a esto, la mayoria de las
PLA2 (entre 30% a 40% de acetonitrilo), integrantes de estas dos familias
proteicas se identificaron como componentes neurotdéxicos fundamentales en la
actividad letal del veneno de Micrurus diastema. Basandose en lo anterior y
tomando en cuenta los porcentajes de area bajo la curva (A214) de los perfiles
cromatograficos individuales, los venenos muestran diferencias en las
abundancias relativas de las dos secciones identificadas como ricas en PLA2 y
3FTx (Tabla 10).

Las diferencias observadas en la actividad letal parecen estar ligadas a la etapa
de desarrollo de los individuos y a la composicién diferencial que presumiblemente
presentan. Aquellos venenos con las potencias letales mas bajas, mezcla
proteoma e individuo IBT-138 (DLso= 6.5 y 6 pug/raton respectivamente), presentan
altos porcentajes de PLA2 y menores de 3FTx, en comparacion con la mezcla de
neonatos, la cual presentd el mayor porcentaje de 3FTx y el menor porcentaje de
PLA2, exhibiendo la mayor potencia letal reportada hasta la fecha para serpientes

de coral mexicanas, con una DLso= 2.8 ug/raton (Bénard-Valle et al., 2014, 2020;



Carbajal-Saucedo et al., 2013; Neri-castro et al., 2021). De acuerdo con lo
reportado, la toxina D.H. aporta la mayor influencia sobre la actividad letal del
veneno y es la unica toxina de esta familia identificada como activa dentro del
veneno de Micrurus diastema, por lo que sus porcentajes de abundancia dentro de
los venenos podria estar influenciando fuertemente estas diferencias observadas

en letalidad.

Tabla11l. Porcentajes de abundancia de PLA; y 3FTx y potencias letales

% de % de DLso
Individuo Localidad dEet::r?o?leo abundancia abundancia (uglratén)
3FTx PLA>
IBt-124 Tuxpan Juvenil 17 72 42
IBt-125 Tuxpan Juvenil 20 76 '
IBt-128 Zongolica Adulto 25 69 1%
IBt-129 Zongolica Adulto 29 60 '
IBt-140 Actopan Adulto 11 63
IBt-141 Actopan Adulto 13 62
IBt-142 Actopan Adulto 15 66 6.5
IBt-032 Cérdoba Adulto 26 65 '
IBt-061 Coérdoba Adulto 22 68
IBt-093 Coérdoba Adulto 38 58
IBt-138 Los Tuxtlas Adulto 17 79 6
Mezcla
Los Tuxtlas Neonatos 45 47 2.8
Neonatos

Porcentajes de abundancia relativa estimados mediante el area bajo la curva A214 nm.

Las potencias letales reportadas para las localidades de Tuxpan y Zongolica
fueron iguales con una DLso=4.2 ug /ratbn para ambas. En comparacion con el
resto, su letalidad se encuentra en un punto medio, lo cual podria atribuirse a que
todos los individuos se encontraban en una etapa juvenil. Particularmente los
individuos de Zongolica a pesar de su talla aun no habrian alcanzado la fase
adulta.

La variaciones intraespecificas en venenos de serpientes han sido reportadas y
descritas en veneno de diferentes especies de Vipéridos mexicanos (Borja et al.,
2018; Castro et al., 2013; Durban et al., 2013). Se desconoce cual es el factor

ecoldgico y/o evolutivo que provoca estos cambios en composicién. Sin embargo,




parecen estar asociados con la dieta, edad y/o distribucion (Chippaux, 1991). El
veneno de Micrurus diastema presenta variacién ontogenética en la actividad letal
del veneno, lacual parece estar asociada a la abundancia diferencial de miembros
de las familias proteicas de 3FTx y PLA2. Se ha observado que la variacién
ontogenética de componentes especificos (como PLA2), se da de manera
gradual, esto significa que los cambios en la expresion de las proteinas presentes
en los venenos se dan a lo largo del crecimiento del individuo (Schonour et al.,
2020). Esta variacion ontogenética no habia sido reportada hasta la fecha en

venenos de serpientes de coral mexicanas.

La variacion en los venenos podria estar mediada por diferentes mecanismos
moleculares, como la presencia de polimorfismos genéticos en donde la presencia
o ausencia de genes en ciertos linajes determine la composicion del veneno
(Dagda et al., 2013). Asimismo, podria relacionarse a la intervencién de procesos
de modulacion en la expresion de las diferentes proteinas, como accesibilidad a la

cromatina y niveles de metilacion (Margres et al., 2021).



11. Conclusiones

El analisis protebmico mostré que el veneno de Micrurus diastema es similar en
cuanto a composicién de familias proteicas reportadas en venenos de otras
serpientes de coral, destacando la mayor abundancia de PLA2, seguidas de 3FTx.
Se realiz6 una caracterizacion completay detallada de las actividades bioquimicas
y biolégicas del veneno de Micrurus diastema y de las fracciones obtenidas

mediante intercambio catiénico.

Micrurus diastema posee un veneno con gran potencia letal, asociada a la
actividad neurotoxica, tanto a nivel presinaptico como postsinaptico; sin embargo,
no se logra recuperar el 100% de la potencialetal del veneno completo, sugiriendo
gue existen interacciones no identificadas que potencian la letalidad del veneno

completo.

La a neurotoxina D.H (F6) muestra una afinidad muy alta a los receptores
nicotinicos de acetil colina, generando bloqueo postsinaptico irreversible en los
ensayos de unidn neuromuscular. Esta toxina es la mas relevante en cuanto a la
actividad letal. También se identificé una PLA2 la cual es la segunda con mayor

relevancia en la contribucion de la actividad letal.

Se identificaron cuatro PLA2 enzimaticamente activas que pudieran estar
desempefiando un papel en la predigestidon de las presas, ofreciendo un panorama

mas amplio sobre la funcion del veneno en la serpiente.

Finalmente se reportd por primera vez la presencia de variacion intraespecifica
ligada a la edad en el veneno de una serpiente de coral mexicana, en donde los
individuos mas jovenes mostraron los venenos con las potencias letales mas altas

con respecto a los individuos adultos.



12. Perspectivas
Realizar una caracterizacion mas detallada de las fracciones que no pudieron ser

evaluadas a profundidad.

Evaluar la existencia de posibles interacciones entre componentes del veneno que

pudieran potenciar su actividad letal.
Tener una muestra mas robusta de las diferentes localidades.
Analizar el veneno con un enfoque de funcién sobre presas naturales.

Realizar analisis protedmico por lo menos del veneno de los neonatos.
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14. Anexos

Andlisis protedmico

Los experimentos detallados en esta seccidn se llevaron a cabo por el Dr. Bruno
Lomonte en el Instituto Clodomiro Picado, Costa Rica. Los fragmentos proteicos
obtenidos de los geles SDS-PAGE se sometieron a una reduccion de puentes
disulfuro (10 mM ditiotreitol, 30 min, 60 °C) y a unaalquilacién de cisteinas (50 mM
iodacetamida, 1 h, temperatura ambiente), seguido de una digestidon con tripsina
(66 ng/mL en 25 mM de bicarbonato de amonio) (Intavis DigestPro™ MSi
Workstation). Los péptidos resultantes fueron secados por centrifugacion y
resuspendidos en 25 uL de 0.1% de acido férmico, para posteriormente ser
analizados por nano-LC-MS/MS usando un equipo cromatografico EASY-nLC™
1200 acoplado a un espectrémetro de masas Q-Exactive Plus™ (Thermo).
Muestras de 10 pL fueron cargadas en una pre-columna Cis (75 pym x 2 cm, 3 um
particle; PepMap™, Thermo), los lavados se realizaron con acido formico al 0.1%,
y la separacion se realiz6 a un flujo de 200 nL/min en una columna C18
Easyspray™ (75 ym x 15 cm, 3 ym particle; Thermo). Se utiliz6 un gradiente 80%
acetonitrilo/0.1% acido formico (solvente B) en un tiempo total de 35 min (1-5% B
en 1 min, 5-26% B en 25 min, 26-79% B en 4 min, 79-99% B en 1 min,y 99% B 4
min), Los espectros de las masas fueron analizados en modo positivo 1.7 kV, en
un rango de 400-1600 m/z, en un tiempo maximo de inyeccién de 50 msec, Los
espectros de la fragmentacion MS/MS se analizaron frente a la base de datos
UniProt (Serpentes) utilizando Peaks X™ (Bioinformatics Solutions) las

identificaciones se asignaron a familias proteicas conocidas por similitud.

Las abundancias relativas de los picos obtenidos por separacion RP-HPLC del
veneno se calcularon dividiendo el area de cada pico por el area total del
cromatograma utilizando el software ChemStation™ (Agilent). En el caso de los
picos cromatograficos que contienen bandas Unicas, segun se juzga por SDS-
PAGE, esta cifra es una buena estimacion del % en peso (g/100 g) del
componente del veneno. Cuando una fraccion cromatografica contenia mas de
una banda de proteina en SDS-PAGE, sus proporciones se asignaron por
densitometria del correspondiente carril de gel tefiido con Coomassie utilizando el

software ImageLab™ (Bio-Rad). Por ultimo, en el caso de los digestos tripticos de



una banda de proteinas que mostraban la presencia de péptidos pertenecientes a
mas de una familia de proteinas, se estimaron las abundancias relativas
basandose en las areas de los picos ionicos correspondientes. Estos tres niveles
jerarquicos de descomplexacion/andlisis se integraron para generar una
representacion porcentual final de la distribucién de familias de proteinas de los

componentes del veneno.



Tabla suplementaria de la identificacion protedmica de los péptidos presentes en el veneno

Asignacidn familiar de las proteinas del veneno de Micrurus diastema, tras el analisis MS/MS de los péptidos obtenidos por descomplexacion RP-HPLC y SDS-PAGE

Peso Molecular lon
Peak % prot ESI-M3(Da) SDS-PAGE (KDa) mfz z Cov¥% OC.Acceso Proteinarelacionaday especie Supporting unigue peptides
3 12 6583 1.3 72181 4 87  P20543 Three-ingertoxin Mnn |, Micrurus nigrocinctus  MIC{+57.02)HNQ+ 98)0(+ 98 )SSAPPTIKTC(+57 . 02)SEGQC-
4 20 6583 11.4 85036 3 83 P80548 Three-finger toxin Mnn |, Micrurus nigrocinctus — R.GC(+57.02pGC(+57. 02)FTVKPGIHISC(+57.02)C(+57.02)A5
5 21 G583 121 g3g.02 4 83 P20542 Three-ingertoxin Mnn |, Micrurus nigrocinctus  R.GC(+57.02)GC[+5T 02)PTVKPGIHISC(+57.02)C(+57.02)45
1.1 9591 10.0 T0267 3 36  P58370 Alpha-neurotoxin homolog 8, Micrurus corallinus R.GC(+57 .02 AATC(+57 02 )PTWKPGWVHIC[(+57 02)C(+57.02]
7294 461.21 2 28  P25660 Kunitz-type serine protease inhibitor IX, Bungarus K. TIDEC(+57.02)QR.T
6 02 8532 15.0 42754 3 41 Q9PRIM  Alpha-neurotoxin homolog 7, Micrurus corallinus S.RGVKVDC(+57.02)C(+57.02)MR.D
05 3572 131 60755 4 38 QO9PUBY Alpha-neurotoxin homolog 1, Micrurus corallinus RHASDSOTTTC(+57.02)LSGIC(+5T.02)vKKITR.G
0.3 6583 11.5 55175 4 87  P80548 Three-fingertoxin Mnn |, Micrurus nigrocinctus  R.GC(+57.02)GC(+57 02)PTVKPGIHISC(+57 .02)C{+57.02)A5
¥ 13 7038 10.3 6095 3 27 B3EWFS Mipartoxin-1, Micrurus mipartitus C.HRGPYNWC(+57.02)C(+57.02)STDLC(+5T 02 MK
9158 75084 2 17 QO90W99 Kunitz-type serine protease inhibitor textilinin-3, F E.FLYGGC(+57.02)GGNANNFILT
8 09 G583 116 85036 3 82 P20542 Three-ingertoxin Mnn |, Micrurus nigrocinctus  R.GC(+57.02)GC[+5T 02)PTVKPGIHISC(+57.02)C(+57.02)45
10010 50072 2 9  HEBVC0S5 Kunitz-type serine protease inhibitor Drikin-l, Dab 1YY NPDSNK.C
0.4 7038 10.4 61527 3 25 B3EWFS Mipartoxin-1, Micrurus mipartitus H.RGPYNWC(+57.02)C(+57.02)STDLC(+57.02)NK
9158 3 30 QO90W99 Kunitz-type serine protease inhibitor textilinin-3, F F. Y NPROHQ(+. 88)C(+57 02)EFLYGGC(+57.02)GGNANMNF
22548 46824 3 g COK3N4 Vascular endothelial growth factor A, Agkistrodon K HLYKQDPLTC{+57.02)K.C
02 6583 7.9 42085 3 30 QO9PRQ4 Three-finger toxin Mnn |, Micrurus nigrocinctus  K.TC{+57.02)SEGQCI+5T .02 KT
12915 BB3Z6 2 g FSCPEE Matriuretic peptide, Micrurus altirostris RIGDVSGMGCI+5T.02)NAR
0241 461.22 2 8 EVFL12 Kunitz serine protease inhibitor Pr-mulgin 2, Pse KTIDEC(+57.02)KR.T
9 11 2871 10.6 21498 4 92 QOPRO4 Micotinic ACh receptor-binding protein Mnn-4 (Fr 2. SATETMTC(+57.02)PEGKDKE(+5T.02)EK. Y
10 03 3005 10.0 64087 3 69 QOPROZ Micotinic ACh receptor-binding protein Mnn-4 (Frz K C(+57 02)RIGKDGFY SWTC(+57 02)TEK E
B8yTy 431.21 2 10 C1IC50  Protease inhibitor 1, Walterinnesia aegyptia LEFTYGGC(+57.02)K.G
14881 44369 2 ] P78799 Matriuretic peptide Mc-MP, Micrurus corallinus L.GDGC(+57.02)FGQR.|
1 1.3 8623 18.0 f67.31 2 15 KOMCXD Three-finger toxin A2, Micrurus laticollaris PYNWVC(+57.02)C(+57.02)STOLC(+57.02)MK
14881 42753 3 8 P79799 Matriuretic peptide Mc-MP, Micrurus corallinus L.GDGC(+57.02)FGQRIDA.I
08 8623 108 ad44 35 2 18 KOMCKOD Three-fingertoxin A2 Micrurus laticollaris EGPYNWC(+57 02)C(+57 02)STOLC(+57 02 )NK
0.5 8623 10.0 844 34 2 18  KOMCX0D Three-fingertoxin A2, Micrurus laticollaris E.GPYNWC(+57.02)C(+57.02)STOLC(+57 . 02)MK
14881 42753 3 8 P78799 Matriuretic peptide Mc-MP, Micrurus corallinus L.GDGC(+57.02)FGQRIDA.
8iry 431.21 2 10 CAC50  Protease inhibitor 1, Walterinnesia aegyptia LEFTYGGC(+57.02)K.G
12 05 2623 15.2 gesye 2 28  KOMCX0 Three-fingertoxin A2, Micrurus faticollaris . NWC(+57.02)C(+57.02)STDLC(+57 .02 MK
13341 45852 3 15  PB1166 Basic phospholipase A2 nigroxin A, Micrurus nmigr K .Ci+57 02 KDFYC{+57 02)NC{+57 02)DR.T
0.3 8623 10.0 844 35 2 32 KOMCX0D Three-fingertoxin A2, Micrurus laticollaris E.GPYMNWC(+57.02)C(+57.02)STOLC(+57 . 02)MK
Q077 h4823 2 13 Q8AY43 Kunitz-type serine protease inhibitor A, Bungarus v .GGC(+57.02)GGHNANNFK.S
13 03 13312 14.0 54649 4 70 PB1167 Basicphospholipase A2 nigroxin B, Micruris nigh My Sy DC(+57.02)SEGKLTC{+57. 02)KDONNTK.C
9934 a54.38 2 25 CEJUPZ Three-ingertoxin 3FTx-2, Micrurus corallinus T.ANTLFC(+5T.02)DNSNVPSIR.T
0z 13341 117 57188 4 37 PB1166 Basicphospholipase A2 nigroxin A, Micrures migr WV DELDKC{+57.02)C(+57 02)0WHDKC(+57 02)vDTAK H
97T 56928 2 21  QBQGRO Muscarinictoxin 7, Dendroaspis angusticeps P.DGONLC(+57.02)FKR.WW
0y 7038 104 R7TRT3 4 32 B3EWFS Miparoxin-1, Micrurus mipartitus T.SAC(+57 02)HRGPYM(+ 98V C(+57 02)C(+57 02)STDLC(+
9031 G86.31 2 16  B5LAQT Kunitz-type serine protease inhibitor texdilinin-7, F F.YGGC(+57.02)3GHANNFIK.T
14 14 3623 10.3 24435 2 18 KOMCX0 Three-fingertoxin A2, Micrurus faticollaris E.GPYNWC(+57.02)C(+57.02)STOLC(+57 .02 MK
13312 526.24 4 49 PB1167 Basicphospholipase A2 nigroxin B, Micrurus nigny GGSGTPVDELDKC(+57.02)C(+57.02)QVHDK.C
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18
63
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PE1167
COHKBS
COHKBSE
FSCPFO
P81167
P81167
Q5YFa9
P81167
Pa17a2
P81167
D3TTC2
Q3HKZD
COHKBS
Q5YFa9
Pa0543
Q8aGY4
PE1167
91929
P81167
Q3HKZ0
QI3HXY4
CeJUPZ
591929
COHKBS
Q3HXY2
P81167
DaTTC2
QK703
COHKBS
QIaHXY2
Fa1167
Ga1929
CeJUPZ
Ga1929
591930
F82885
FBRKWZ
Q3HXY2
P81167
F81167

g e = e = e ———

Basic phospholipase AZ nigroxin B, Micrurus nigh T.M(+15.99) Sy DC(+57 02)SEGKLTC(+57 . 02)KDNNTK.C
Acidic phospholipase AZ, Micrurus dumerilii N .GOLTC(+57 02)KDNNTKC(+57 02)KDFWC(+57. 02)NC(+57.
Acidic phospholipase A2 Micrurus dumerilii N GOLTC{+57 02)KDONNTKC{+57 02)KDPWVC(+57 02JNC(+57.
Phospholipase A2, Micrurus altirostris F A SYEC(+57.02)SEGKLTC(+57 . 02)KDNNTK.C

Basic phospholipase AZ nigroxin B, Micrurus migr MLIDFKNIM(+15.99)KC(+57.02)THTR.H

Basic phospholipase A2 nigroxin B, Micrurus mige MY GC(+57 02 C{+57.02)5Y GESGTPVDELDKC(+57 . 02)C(-
Venom nerve growth factor 2, Naja sputatrix R EDHPVHNL.G

Basic phospholipaze AZ nigroxin B, Micrurus nigr W DELDKC(+57.02)C(+57.02)QWHDKC(+57 02w DTAK H
Bucandin, Bungarus candidus MEC{+57. 02 RC{+57.02)GWSGC{+57.02)HLK.]

Basic phospholipazse AZ nigroxin B, Micrurus nigr M.y Sy DC{+5T.02)SEGKLTC{+57.02)KDNNTH.C

Zinc metalloproteinase-disintegrin-like atragin, & K. LQHEAQC(+57 02)0SEEC{+57 02)C(+57 02)EKC(+57 02K
Venom nerve growth factor 2, Oxyuranus microle) K.C(+57.02)RNPNPWPSGL{+57.02)R.G

Acidic phospholipase AZ, Micrurus durmerilii ¥ S DC(+57.02)SHGALTC(+57.02)KDNNTK.C

Venom nerve growth factar 2, Maja sputatrix R EDHPWHNLGEHSWC(+57.02)0.5

Three-finger toxin Mnn |, Micrurus nigrocinctus K.TC{+57.02)SEGQC[+57 02 KIK.T

Brain-derived neurotrophic factor, Pyas major  LKQYFYETK.C

Basic phospholipase A2 nigroxin B, Micrurus nigt N.yvGC(+57.02)Y C(+57.02)GY GGSGTPYDELDKC(+57 .02)C(
Kunitz-type neurotoxin MitTx-alpha, Micrurus tener F FYGQAC(+57.02)DVNANHFTTMSEC(+57.02)NR.W

Basic phospholipase A2 nigroxin B, Micrurus migt TMY Sy DC(+57 02)SEGKLTC(+57 02 ) KDNNTK.C

Venom nerve growth factor 2, Oxyuranus microle) K.C(+57.02)RNPNPWPSGC(+57.02)R.G

Yenom nerve growth factor, Pseudechis porphyri: R GIDSSHWNSYC(+57 02)TT.T

Three-finger toxin 3FTx-2, Micrurus corallinus T.ANTLFC{+57.02)DNSHNVPSIR.T

Kunitz-type neurotoxin MitTx-alpha, Micrurus tener C.OWVNONHFTTMSEC(+57.02)NR. W

Acidic phospholipase A2, Micrurus dumerilii W SYDC(+57.02)SNGOLTC(+57.02)K.0

Yenom nerve growth factor 2, Pseudechis austral K.C(+57.02)RNPNPWPSGC(+57.02)R.G

Basic phospholipase A2 nigroxin B, Micruris nigt .5y DC(+57.02)SEGKLTC(+57.02)KDNNTK.C

Zinc metalloproteinase-disintegrin-like atragin, M K LOHEAQC(+57.02)DSEEC(+57.02)C(+5T.02)EK.C
Brain-derived neurotrophic factor (Frag.), Morelia K.OYFYETK.C

Acidic phospholipase A2, Micrurus dumerilii R.C(+5T.02)C(+57 . 02)WHDDC(+57 .02 )Y GEAEKWVHGC [+57.(
Yenom nerve growth factor 2, Pseudechis austral K C(+57 02)RNPNPVYPSGC(+57 02)R.G

Basic phospholipase A2 nigroxin B, Micrurus migh Ny GC(+57 .02 C(+57.02)53Y GGSGTPWDELDKC(+57 . 02)C(-
Kunitz-type neurotoxin MitTx-alpha, Micrurus tener F Y GQC(+57.02)DVNANHFTTMSEC{+57 02)NRW
Three-finger toxin 3FTx-2, Micrurus corallinus T.ANTLFC{+57.02)DNSHNVPSIR.T

Kunitz-type neurotoxin MitTx-alpha, AMicrurus tener Q.C(+57 02)0VNAONHFTTMSEC(+57 02)NRW

Basic phospholipase A2 homolog MitTx-beta, Mic R DSNTPVDDLDRC(+57 .02)C(+57.02)Q40K.Q

Thaicobrin, Maja kaouthia K KTWENWGWSQWAPDNPER.F

Vespryn-21, Drysdalia coroncides K TWVENVGVPOY

Yenom nerve growth factor 2, Pseudechis austral F.FETKC(+57.02)RNPHPVPSGL(+5T 02)R.G

Basic phospholipase A2 nigroxin B, Micruris nigt .5y DC(+57.02)SEGKLTC(+57.02)KDNNTK.C

Basic phospholipaze AZ nigroxin B, Micrurus mige TMY Sy DC(+57.02)SEGKLTC(+57. 02)KDNNTK.C

o
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26753
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13312
63988
27156
16793
68938
16793
63938
27138
13188
13188
13188
13188
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21119
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16793
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7543

16793
7543

27138

18521
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13312

18521
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69181

64434

69181
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14.0
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14.6
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13.3
10.0
19.4
14.3
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62.0
56.6

41.9

127

659.52
549.26
596.27
G74.63
400.20
703.80
471.89
546.49
G654.87
471.89
674.62
443.58
623.78
600.82
549.26
659.52
659.52
659.52
G58.95
565.27
427.70

471.75
456.23
456.23
£59.52
471.75
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67463
£59.52
567.60
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471.89
463.91
421.93
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781.34
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821.00
51372
G72.82
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24

67
59
63
55
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14
73
76
44

74
48
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41
81
15
13
19
47
22
57
28
12
14
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COHKBS
Q3HXY4
591929
G91930
COHKD4
DaTTCZ
P34128
PE1167
ABGL49
Q3HXY3
G91930
AZCL49
591930
AZaL49
Q3HXY1
COHKBS
COHKBS
COHKBS
COHKBE
COHKD4
COK3M5

FERKW2Z
COHKD4
COHKD4
COHKBS
FERKW2Z
COHKD4
91930
COHKBS
COHKD4
591930
COHKD4
Q3HXY
CEJUMS
F81167
CEJUMS
F81167
CBJUMY
FBRKVY
DaTTC2
BEEWWSE
DaTTC2

Acidic phospholipase A2, Micrurus dumerilii R.C{+57.02)C{+57.02)KNVHDDC(+57.02 ) GEAEKWHGC(+57 .(
Venom nerve growth factor, Pseudechis porphyri: R.NPNPWPSGC(+57.02)R.G

Kunitz-type neurotoxin MitTx-alpha, Micrurus tener R.SRITC{+57 02)WHFFY GOC(+57 02)0WNANH F

Basic phospholipase A2 homolog MitTx-beta, Mic R.DSNTPYDDLDRC(+57.02)C(+57.02)0A0K.Q
Clarkitoxin-1, Micrurus clarki KIFKIECT+57.02)C(+57.02)TK.D

Finc metalloproteinase-disintegrin-like atragin, & RAAKDDC(+57 02)0DLPELC(+57 02).T

Venom nerve growth factor, Bungarus multicinctu K.C(+57.02)RNPNPYPSGL(+57.02)R.G

Basic phospholipase AZ nigroxin B, Micrurus nigr My Sy DC(+57.02)SEGKLTC(+57.02 ) KDHNTK.C

Finc metalloproteinase-disintegrin-like BmMP, Bi R KRNDNAQLLTR.I

Venom nerve growth factor 11, Pseudechis austral K.C(+57.02)RNPNPYPSGL(+57.02)R.G

Basic phospholipase A2 homolog MitTx-beta, Mic R.DSNTPVYDDLDRC(+57.02)C(+57.02)Q80K.Q

Zinc metalloproteinase-disintegrin-like BmMP, Bi R.KRANDNAQLLTR.I

Basic phospholipase AZ homolog MitTx-beta, Mic R.DSNTPWVODLDR.C

Zinc metalloproteinase-disintegrin-like BmMP, B K. RNDNAGQLLTR.|

Venom nerve growth factor 3, Pseudechis austral R.NPNPWPSGC(+57.02)R.G

Acidic phospholipase A2, Micrurus dumerilii R.C(+57.02)C(+57. 02} OVHDDC(+57. 02 ) GEAEKWHGC (+57.(
Acidic phospholipase AZ, Micrurus dumerilii R.C{+57.02)C{+57.02)KVHDDC(+57.02 ) GEAEKWHGC(+57 .(
Acidic phospholipase AZ, Micrurus durmerilii R.C(+57.02)C(+57.02)KWHDDC(+57 .02 GEAEKWHGC (+57.(
Acidic phospholipase AZ, Micrurus durmerilii Y SYDC(+57.02)SNGQALTC(+57 .02 )KDNNTK.C
Clarkitoxin-1, Micrurus clarki RTPALC{+57.02)PRGADNVC{+57.02)YK.K

Vascular endothelial growth factor A, Vipera amir Q.SQHHPM(+15.99)SFQOHSK.C

Vespryn-21, Drysdalia coronoides
Clarkitoxin-1, Micrurus clarki R.TPOLC(+57.02)PKGODVC(+57 02 KIK.T

Clarkitoxin-1, Micrurus clarki R.TPQALC{+57.02)PRGADVC{+57 02 KK.T

Acidic phospholipase A2, Micrurus durmerilii R.C(+57.02)C(+57.02)KVHDDC(+57.02) Y GEAEKMHGC(+57.(
Vespryn-21, Drysdalia coronoides K. TWENVGWVPOW

Clarkitoxin-1, Micrurus clarki R.TPOLC{+57.02)PKGADVC(+57 02 KK.T

Basic phospholipase A2 homolog MitTx-beta, Mic R.DSNTPVYDDLDRC(+57.02)C(+57.02)0A0K.Q

Acidic phospholipase A2, Micrurus dumerilii R.C[+57.02)C(+5T. 02 WHDDC(+57 .02 GEAEKWHGC+57.(
Clarkitoxin-1, Micrurus clarki K IFKIEC(+57 02)C(+57 02)TKDNC(+57 02}

Basic phospholipase A2 homolog MitTx-beta, Mic CWVARDSNTPVDOLDRC(+57.02)C(+57.02)QA0K.0Q
Clarkitoxin-1, Micrurus clarki KLFKIEC(+57.02)C{+57.02)TK.D

Yenom nerve growth factor 3, Peeudechis austral K.C(+57.02)RNPNPVPSGC(+57.02)R.G

C-type lectin, Micrurus corallinus W .C(+57.02)VHLLASO(+ S8)GY LI W

Basic phospholipase A2 nigroxin B, Micrurus nigh K.C(+57.02)C(+57.02)QVHDKC(+57.02)vDTAK.H

C-type lectin, Micrurus corallinus W.NEGEPNNSWWNI.E

Basic phospholipase AZ nigroxin B, Micrurus nigr v S DC(+57.02)SEGKLTC(+57.02)KDNNTH.C

C-type lectin, Micrurus corallinus T.SWHNEGEPNNSWNIE

Zinc metalloproteinase-disintegrin-like MTPO, D Q. SAEC(+57.02)PTDSFQR.N

Zinc metalloproteinase-disintegrin-like atragin, & R.DPN{+ 88 GMVEPGTKC(+57.02)GDGM(+15. 99 C(+57.00
Snake venom 5-nuclectidase, Gloydius brevicau G Q+ 328)DC(+57 02 GGVAR R

Zinc metalloproteinase-disintegrin-like atragin, & R.RATKPAYQFSSC(+57.02).5

K.TWVENVGWPONW
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Snake venom 5-nucleotidase, Gloydius brevicau K. QAFEHSWHR.H

Yenom phosphodiesterase 2, Crotalus adamant K LKPAPNN(+ 38)GTHGSLNHLLK N

Snake venom 5-nuclectidase, Gloydius brevicawu E.LTILHTNDVHAR. W

Zinc metalloproteinase-disintegrin-like BmMP, Bi K.RNDMNAQLLTR.I

Snake venom 5-nucleotidase, Gloydius brevicau R.HGQGMGELLOVSGIK. WV

Zinc metalloproteinase-disintegrin-like BmMP, Bi R.KRNDHNAQLLTR.|

Venom phosphodiesterase 2, Crotalus adamarnt LYIEEPDTTGHK. Y

L-amino-acid oxidase, Bungarus multicinctus K.FLTC{+57 02)TQ(+ 98} F

Snake venom 5-nucleotidase, Gloydius brevicau ELTILHTNDWHAR W

Zinc metalloproteinase-disintegrin-like atragin, N K.LQHEAQC(+57.02)DSEEC(+57 02)C(+57.02)EKC(+57.02)K

Serine protease harobin, Hydrophis hardwickii  R.LGVHNVHWHYEDEQIR Y

L-amino-acid oxidase, Demansia vestigiata ¥ FETVAAPVGRH.|

L-amino-acid oxidase, Bungarus multicinctus F.LTC{+57.02)TQ(+ 98)KFWEADGHGGK. S

Snake venom 5-nucleotidase, Gloydius brevicau N FPILSANIRPK G

Zinc metalloproteinase-disintegrin-like MTP9, O E.FSSC(+57.02)SVQEHOR. Y
Q.SAEC(+57.02)PTDSFQR.N

Phospholipase-B 81, Drysdalia coronoides K. QNSGTYMNOY MILDTKE.|

Hyaluronidase-2, Bitis arietans IK.C(+57.02)PDIEMSR.N

Glutaminyl-peptide cyclotransferase, Bothrops jai R.RHPVEDDHIPFLA.R



Extracciones de veneno y mantenimiento de las serpientes

Todas las extracciones de venenos se realizaron de manera manual, tanto a los
individuos adultos como a los neonatos de Micrurus diastema. Para el manejo de
los individuos se utilizé un gancho herpetoldgico, con el cual se introducian en una
bolsa de plastico transparente para su seguridad y la del manejador (A), con
ayuda de una pinza grande se facilitaba sujetar la cabeza del animal (B). Esta se
sostenia de manera firme y se aproximaba a la cuchara cubierta por Parafilm (C).
Una vez las serpientes sentian la cuchara frente a ella, estas mordian (D) y
liberaban el veneno en la cuchara (E), en algunas ocasiones era necesario el
estimular las glandulas con un compresion suave sobre sus cabezas.
Posteriormente el veneno era recuperado y almacenado para su posterior

procesamiento en el laboratorio (F).

https://youtu.be/XA-WfJ0sce0

https://youtube.com/shorts/vbPwo6m A9 w?feature=share



https://youtu.be/XA-WfJ0sce0
https://youtube.com/shorts/vbPwo6mA9_w?feature=share

Los ejemplares de los que se les realizaron las extracciones de veneno fueron
mantenidos en el herpetario “Cantil” del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, se
mantuvieron a temperaturas aproximadas de 25 °C, en encierros con sustrato de
corteza de madera (G), agua ad libitum y se alimentaban con alimento vivo (H) o

de manera forzada mediante sondas con alimento hospitalario de uso veterinario
alto en proteinas (I) Recovery (Hills), cada 15 a 20 dias.




Primer reporte de nacimiento de serpientes de coral mexicanas en cautiverio

En mayo de 2021 llegaron de colecta de campo varios individuos de la especie
Micrurus diastema, entre ellos se encontraba el coralillo adulto IBt-138 proveniente
de Los Tuxtlas, Veracruz. El individuo presenté una longitud hocico-cloaca de 90
cm y unalongitud total de 99 cm (el coral mexicano mas grande reportado hasta la
fecha). Se reporta que las serpientes de coral alcanzan su madurez sexual entre
los primeros 21 a 27 meses de vida, o cuando sus condiciones fisiologicas son
Optimas para el desarrollo de embriones, adelantando este proceso incluso hasta
en sus primeros 15 meses de vida. Por lo que se asume que este individuo tendra
una edad igual a mayor a 2 afos.

Una semana después de la llegada al herpetario, el dia 28 de mayo de 2021 se
encontraron 11 huevos en su habitat. Este reporte de fechas concuerda con la
literatura, ya que segun Roze (1996) las serpientes de coral suelen depositar sus
huevos en periodos préximos a las estaciones de lluvia (dependiendo el lugar del
taxon del que se hable) para alternar la incubacion y desarrollo entre temporadas
secas Y lluviosas. Para el caso de la region de México de donde provienen, la
estacion de lluvias abarca los meses de junio a octubre.

Los huevos presentaban un color blanco con forma elongada y semicilindrica, de
una consistencia suave y elastica. Con medidas promedio de 2.4 cm de largo por
1.4 cm de ancho. El tamafio y nimero de huevos depende totalmente de la talla
de la hembra, por lo que cada caso es muy variable. Los reportes indican que los
huevos a pesar de su coloracion blanca suelen ser transparentes (variando entre
taxones), por lo que se verifico la viabilidad de los huevos a contraluz utilizando
una lampara. Se logré observar a los 11 embriones utilizando esta técnica por lo

gue se comprobd su viabilidad.




Tabla de las medidas obtenidas de los huevos

- Largo del Ancho del
Individuo
huevo (cm) huevo (cm)
c1 2.46 1.43
c2 2.54 1.47
c3 2.52 1.41
C4 2.42 1.42
C5 2.23 1.40
C6 2.47 1.40
c7 2.37 1.45
cs8 2.43 1.47
c9 2.28 1.41
C10 2.42 1.49
Cc11 2.37 1.39

Los huevos en vida libre suelen depositarse en troncos podridos, en restos
organicos bajo piedras, en tuneles poco profundos y en otros lugares
resguardados y ocultos. Ademas de estos datos existe muy poca informacion
sobre el proceso de incubacion y eclosion de los huevos de serpientes de coral,
por lo que lograr esta puesta representaba todo un desafio para el grupo de
trabajo. Debido a esto, para su posterior incubacién, se decidio solicitar ayuda del
Bidlogo Fabricio Varela (experto en reproduccion de reptiles), ya que el laboratorio
no contaba con la experiencia necesaria ni el equipo para lograr el correcto
manejo de los huevos. El proceso se realiz6 en una incubadora Repti Bathor

(Zoomed), a 28 °C, con un sustrato de vermiculita a 80% de humedad.

Transcurridos 47 dias a estas condiciones, se logré la eclosion de los 11
neonatos, logrando el primer registro mexicano de nacimiento de serpientes de
coral en cautiverio. Todos los individuos nacieron sin complicaciones ni ayuda
para sacarlos de los huevos y todos presentaban una morfologia normal, con

excepciéon de C11 que presentd una deformidad en la mandibula inferior.

Llegadas al herpetario “Cantil” se les realiz6 una extraccion de veneno,

sorpresivamente se logré extraer con éxito muestras de los 11 neonatos.



Posteriormente se mantuvieron en el herpetario bajo las mismas condiciones que
el resto de las serpientes de coral.




Perfiles cromatograficos por RP-HPLC de los neonatos M. diastema
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Perfiles cromatograficos por RP-HPLC de 10 neonatos de Micrurus diastema.
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Tabla de recuperacion de fracciones del intercambio catidnico.

3 45-46.7 5.2 2

0.139 15.2 2.1128
4 46.7-50.2 105 2
5 50.2-52.3 6.4 3

0.046 15.6 0.7176
6 52.3-55.3 9 3
7 55.3-57 5 4 0.015 11 0.165
8 57-60.3 9.9 5

0.062 31.7 1.9654
9 60.3-62.4 6.5 5
10 62.4- 15 6

0.062 25.7 1.5934
11 -68.7 4 6
12 68.7-72.7 12 7

0.104 49.6 5.1584
13 72.7-76.6 11.8 7
14 76.6-79.9 10 8 0.095 22 2.09
15 79.9-82.2 7
16 82.2-86.7 135 9

0.015 41.8 0.6
17 86.7-89.3 8.1 9
18 89.3-94.4 15 10 0.05 27.8 1.4

Total= 15.8
Recuperacion=  79%



15.

Protocolos

Cuantificacion de proteinas por BCA

Materiales:

Reactivo A: carbonato de sodio, &cido bicinconinico y tartrato de sodio en
0.01M de hidroxido de sodio.

Reactivo B: 4% de sulfato cuprico.

Albumina sérica bovina (BSA): solucion stock a 2 mg/mL en 0.9% NaCl y
0.05% de azida de sodio.

Lector de Elisa con filtro de 570 nm con software Magallan®.

Microplacas de 96 pozos marca Falcon®.

Preparacion de estandares (ST):

I. Rotular 5 tubos de 2 mL con la siguiente enumeracién (equivalente a la

concentracion de BSA)

ok 0N ke

320 pg/mL
160 pug/mL
80 pg/mL
40 ug/mL
20 pg/mL

Il. Colocar 1 mL de PBS pH 7.2 del tubo 2 al 5.

lll. A partir de una solucion de stock de BSA (2 mg/mL), en el tubo 1 se coloca

320 uL del stock de BSA'y 1680 pL de PBS 1X.

IV. Realizar diluciones seriadas 1:2 partiendo del tubo 1 al 5 (transfiriendo 1 mL

a cada tubo).

Preparacion de la muestra problema:

Decidirla dilucion en que debe preparase la muestra para que se encuentre

dentro del rango de la curva estandar (20 ug/mL a 320 pg/mL).

Preparaciéon de la mezcla de reaccion:



e Determinar el volumen total de muestras, tomando en cuenta muestras,
estandares y blancos, se multiplica ‘por 200 pL y el resultado es el volumen
requerido.

e Preparar la mezcla reaccion con 50 partes del reactivo A y 1 parte del

reactivo B del kit de Pierce®

Procedimiento de lecturas de microplacas:

Anadir 200 yL de la mezcla de reaccion a cada pozo.
Transferir 25 yL de cada muestra, estandary blanco.

Cubrir la placa con una tapa e incubar a 37 °C por dos horas.

P NP

Leer la absorbancia en un lector de ELISA con un filtro de 570 nm
(Wiechelman et al., 1988).

Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
Soluciones:

e Solucién de acrilamida (30% de acrilamida + 0.8% bis-acrilamida). Disolver
49.5 g de acrilamida y 1.32 g de bis-acrilamida en un volumen final de 165
mL, filtrar la solucién en membrana hidrofilica.

e Amortiguador inferior (1.5M Tris + 0.4% SDS): Disolver 18.8 g de Tris en 50
mL de agua desionizada y adicionar 2 mL de SDS 20%. Ajustar pH a 8.8
con HCI concentrada y aforar a 100 mL (filtrar la solucién).

e Amortiguador superior (0.5M de Tris + 0.4% SDS): Disolver 6.06 g de Tris
en 50 mL de agua desionizada y adicionar 2 mL de SDS 20%. Ajustar pH a
6.8% con HCI concentrado y aforar a 100 mL (filtrar la solucidn).

e Amortiguador de corrida desnaturalizante 5X (10% glicerol + 2.5% SDS +
50 mM Tris-HCI, pH 6.8 + 5% 2 B-mercaptoetanol + 0.002% azul de
bromofenol) Mezclar 2.5 mL de glicerol, 3.125 mL SDS 20%, 1.25 mL 1M
Tris-HCL pH6.8, 1.25 mL de 2 B-mercaptoetanol, 0.5 mL de 1% de azul de
bromofenol y aforar a 10 mL con agua desionizada.

e Persulfato de amonio 10%: Disolver 0.1 g de persulfato de amonio en 1 mL

de agua deionizada.



e Solucién de tincion (25% isopropanol + 10% acido acético + 0.2% azul de
Coomasie R-250): Disolver 1 g de azul de Coomasie en 125 mL de
isopropanol, 50 mL de acido acético y aforar a 500 mL de agua
desionizada.

e Solucién para destefiir (10% metanol + 10% acido acético): Mezclar 400 mL

de agua desionizda, 50 mL de metanol y 50 mL de &cido acético.

Geles separadores segun la concentracién deseada.

Reactivos 4% 6% 10% 11% 12% 15% 17% 20%
Low buffer 15 15 15 15 15 15 15 15
(mL)
Acrilamida 08 1.2 1.95 2.2 2.4 3 34 4.05
(mL)
Aguadestilada 37 33 2.55 2.3 2.3 15 11 0.45
(mL)
TEMED (uL) 20 20 20 20 20 20 20 20
10% PSA (uL) 40 40 40 40 40 40 40 40

Gel concentrador.

Reactivos Volimen
Upper buffer 0.63 mL
Agua destilada 1.54 mL
Acrilamida 0.33mL
TEMED 15 UL

10% PSA 30 L




Preparacion de las yemas de huevo para actividad PLA?

4.

Buffer:

Obtener una yema de huevo lo méas limpia posible (sin clara ni chalaza).
Pesarlay diluirla con 0.1M Tris HCI pH 7.95 + 5 mM CaCl2 + 0.5% Triton X-
100 para dar una concentracion final de 10% (P/V). Por ejemplo, si la yema
pesa 10 g hay que aforar a 100 mL.

Agitar muy bien con agitador magnético, durante 10 minutos y centrifugar a
1500 rpm por 5 min.

Rescatar el sobrenadante

200 pL de 1M Tris-HCI pH 7.95.
50 uL de CaClz2 uM.
1 mL de Triton X-100.



