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RESUMEN

Los accidentes ofidicos son un problema en zonas tropicales de todo el mundo, registrandose
por afio mas de dos millones de mordeduras. México cuenta con 70 especies venenosas, de las
cuales 50 son del grupo de los viperidos. C. aquilus y C. polystictus pertenecen a este grupo y
presentan venenos citotoxicos que causan efecto sobre el sistema hemostatico. Estas dos
especies habitan en zonas similares del centro de México, lo que podria llevar a hibridismo de
manera natural, como ya se ha reportado en cautiverio; sin embargo, no existen suficientes
estudios al respecto. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue determinar la
actividad proteolitica y toxicidad del veneno de individuos de ambas especies y sus hibridos
en cautiverio, asi como un andlisis comparativo de escamas. Se determino la actividad tipo
tripsina, quimotripsina y un analisis del efecto de inhibidores de proteasas sobre dichas
actividades. Las actividades tipo tripsina fueron las més altas en todos los casos, aunque no se
observé un patron especifico de acuerdo a los individuos estudiados. De forma similar, no se
observé inhibicidn de la actividad proteolitica con los inhibidores de proteasas utilizados. Al
llevar a cabo el estudio de toxicidad aguda se encontrd que los hibridos hembras presentaron
un veneno mas toxico, con una DLsg de 1.02 pg de proteina de veneno/g de peso, mientras
que en el parental C. aquilus se obtuvo una DLsp de 2.04 pg de proteina de veneno/g de peso.
Valores de la relacion Q/T podrian estar relacionados con la letalidad de las mezclas de
veneno de hibridos hembra y parental C. aquilus, ya que organismos de estas mezclas
mostraron valores mas altos en esta relacion Q/T. El analisis morfoldgico de escamas mostré
que organismos hibridos poseen caracteristicas intermedias entre las presentadas por las
especies parentales y una mezcla de los patrones de coloracion de ambas especies, teniendo
los hibridos una mayor similitud con la especie parental C. polystictus. Los resultados
obtenidos muestran que existen diferencias entre los hibridos, asi como entre los hibridos y las
especies parentales, tanto en el nUmero de escamas, como en la letalidad de sus venenos.

Palabras clave: enzimas en venenos de serpientes, tripsina, quimotripsina, aspartico proteasas,
C. aquilus, C. polystictus, hibridos.

Vi



l. INTRODUCCION

El accidente ofidico (mordedura de serpiente) es un problema importante de salud publica en
las zonas tropicales, subtropicales y rurales a nivel mundial. Se estima que, a lo largo del
mundo, cada afio mas de 2.5 millones de personas son mordidas por serpientes venenosas,
resultando alrededor de 120.000 muertes en las regiones tropicales de Asia, Africa y América
Latina (Pirela de las Salas et al., 2006). En México, los estados con mayor indice de
mordeduras de serpiente son; Veracruz, Oaxaca, San Luis Potosi, Hidalgo, Puebla. Hasta
mediados de esta década se tenian registradas aproximadamente 70 especies catalogadas
como venenosas, de las cuales 50 pertenecen al grupo de los vipéridos. Entre ellas Crotalus

aquilus y Crotalus polystictus las cuales son especies endémicas del centro de México.

Los efectos causados por el veneno de las serpientes se clasifican clinicamente en sistémicos
y locales (Gallacciet al., 2002), es decir, acttan de manera directa o local sobre el sitio de la
mordida o a nivel general o sistémico sobre otros 6rganos del cuerpo. Los venenos se dividen
en dos grupos; neurotoxicos, que se caracterizan por afectar al sistema nervioso,
particularmente a los centros respiratorios, provocando muerte por asfixia; y hemotoxicos,
que afectan al sistema circulatorio rompiendo las paredes de los capilares (Duefias, 1992).
Las serpientes de cascabel (viperidos) son sobre todo hemotoxicos, debido principalmente, a
las proteasas presentes en el veneno. Algunas de ellas causan dafio considerable sobre el
tejido a nivel local como edema, formacion de ampollas, hemorragias y mionecrosis tisular
(Tu, 1976). El grupo de los crotalidos es sobretodo hemotoxico, actuando sobre las células y
el sistema hemostatico por contener componentes procoagulantes y anticoagulantes (Marufiak
etal., 2005).

El principal problema con los venenos de serpiente es la velocidad con que se desencadena
el proceso del envenenamiento. Se debe tener presente que la entrada masiva al organismo de
agentes toxicos como los venenos de serpientes, no le permiten al sistema inmune de un
individuo desarrollar una respuesta rapida y protectora. De ahi que el tratamiento con sueros
antiofidicos es la Unica alternativa eficaz para atender las mordeduras de serpientes
venenosas (Hardy, 1994). Pruebas de dosis letales medias (DLso) son utilizadas para
cuantificar el efecto toxico de alguna sustancia sobre un organismo, entre méas baja es la DLso,
1



mayor la letalidad y por lo tanto son méas peligrosos. Para la determinacion de la DLsg se
utilizan roedores y las vias de inoculacibn mas comunes son la intraperitoneal y la
intravenosa, siendo la primera la que presenta mayor susceptibilidad al efecto toxico del

veneno (Bolafios, 1984).

Las especies C. aquilus y C. polystictus habitan zonas y ambientes similares en el centro del
pais, siendo filogenéticamente cercanas, lo que podria dar como resultado procesos de
hibridacion, ya que se ha reportado que en algunos casos la fragmentacion del habitat, aunado
a otros factores poblacionales puede dar como resultado la hibridacion entre especies. El
hibridismo puede generar una combinacion de veneno de ambas partes de los parentales
pudiendo afectar el grado de letalidad del mismo, y como se sabe existen una gran cantidad
de variables que afectan el grado de letalidad de los venenos en cada organismo, como
factores de alimentacion, grado de estrés o la edad. Asi como factores que hacen variar de
forma intraespecifica los venenos, como son la ubicacion geografica, el tipo de presas de cada
especie, y el tipo de proteasas presentes en los venenos de serpientes. Por estas razones los
casos de hibridacion resultan importantes, ya que la mezcla genética de las especies puede
generar organismos hibridos que, debido a la combinacion de proteasas, de codmo resultado un
veneno mas letal que en las especies parentales. La hibridacion de C. aquilus y C. polystictus
se ha presentado en cautiverio, tal es el caso de el herpetario de la Universidad Autonoma de
Querétaro, donde se dio el nacimiento de 7 crias. Por lo anterior, el objetivo del presente
trabajo fue determinar los cambios presentes en las serin proteasas y la DLso de los venenos
de los hibridos producidos en cautiverio, asi como llevar a cabo un analisis fenético para
establecer la similitud de los hibridos con los parentales, y describir el numero de escamas en
estos organismos hibridos, ya que este es un caracter importante en la identificacion de

serpientes.



I. ANTECEDENTES

2.1 Clasificacion de serpientes

Las serpientes se clasifican en cinco grandes familias que son:

a)

b)

d)

Familia Hidrophiidae (serpientes de mar). Cuerpo lateralmente comprimido y con
una cola caudal bien desarrollada. Escamas ventrales reducidas o ausentes, valvulares
y nasales estan colocadas dorsalmente. Poseen denticion proteroglifa. Los colmillos
estan estaticos y no pueden ser retraidos hacia la parte prefrontal de la maxila como en
los viperidos (Bolafos, 1984).

Familia Elapidae (serpientes corales). Poseen cabeza pequefia y cuerpos cilindricos
con cola relativamente pequefia. Por lo general sin escamas loreales. Poseen los
venenos mas toxicos de las serpientes terrestres, cuerpo uniformemente cilindrico,
cola corta y gruesa. Poseen denticion proteroglifa, patrén de coloracion variado, el
mas usual es rojo-amarillo-negro-amarillo (Campbell y Lamar, 2004)

Familia Boidae (serpientes constrictoras). Serpientes muy grandes, con cuerpo
cubierto ventralmente por escamas transversales cortas en el vientre y pequefias y
circulares en el dorso. A los lados de la cloaca se observa un espoldn. (Alvarez, 2005).
Famila Colubridae. Serpientes de cuerpo robusto, cabeza pequefia, con el craneo
redondeado numerosas escamas en la parte superior de la cabeza. Escamas dorsales
lisas. Con espolones en la base de la cola. La mayoria poseen denticion aglifa (sin

canales para inyectar veneno) (Gutiérrez, 1980).

2.2 Familia Viperidae (serpientes de cascabel).

Son todas venenosas, los rasgos anatdmicos mas importantes son cabeza bien delimitada del

resto del cuerpo, generalmente de forma triangular y acorazonada, lleva en la region dorsal

varias escamas quilladas, el ojo es grande y la pupila eliptica y vertical, poseen denticién

solenoglifa, pudiendo retraer los dientes al descansar, presentan dientes de repuesto que van

reemplazando a los viejos. Presentan una glandula de veneno y poseen el aparato venenoso

mejor desarrollado, por lo tanto son las mayores productoras de veneno. Su cuerpo en la parte

3



distal se adelgaza para dar lugar a la cola, que es de escasa longitud con relacion al cuerpo, es
gruesa y termina en punta. Esta familia tiene incluye los géneros; Bothrocophias,
Bothriechis, Bothriopsis, Porthidium, Bothrops, Crotalus y Lachesis (Campbell y Lamar,

2004), el género crotalus incluye a las especies Crotalus aquilus y Crotalus polystictus.

2.2.1Crotalus aquilus y Crotalus polystictus

En México existen especies de serpientes que han sido poco estudiadas. Tal es el caso de
Crotalus aquilus (Klaubler, 1952) y Crotalus polystictus (Cope, 1865), ambas especies
endémicas de México que habitan en regiones templadas del centro del Pais (Figura 1).

Figura 1. Fotografias de C. polystictus (izquierda), hibrido (centro) y C. aquilus derecha. Fotos

de Octavio Roldan.



2.2.2 Crotalus aquilus

Los machos adultos son grandes, generalmente exceden los 600 mm de longitud total, y las
hembras un poco mas pequefias. El espécimen mas grande reportado fue de 683 mm de
longitud total (Campbell y Lamar, 1989). La forma del cuerpo es robusta y de talla grande; las
escamas de la region dorsal de la cabeza, cuerpo y cola son aquilladas. El color de esta
especie es café grisaceo, con parches dorsales café oscuro a lo largo del cuerpo. En la cabeza
se presenta un par de manchas café oscuro en la region de la nuca, asi como franjas laterales
café oscuro bordeadas de blanco que inician en la region preocular y supraocular, y terminan
en las escamas supralabiales. La region ventral del cuerpo es de color crema y la zona caudal

es crema con anillos café oscuro (Ramirez-Bautista et al., 2004).

Crotalus aquilus es de habitos diurnos y crepusculares, habita en areas pedregosas, pastizales,
bosque de encino y mezquitales, y altitudes que van de los 1500 a los 4300 m (Ramirez-
Bautista y Arizmendi, 2004). Se le puede encontrar en distintos tipos de vegetacién como
pastizal, bosque de coniferas y bosque de quercus. El rango de distribucién para Crotalus
aquilus es la meseta central y partes de la Sierra Madre Oriental en Hidalgo y San Luis Potosi
(Campbell y Lamar, 1989).

2.2.3 Crotalus polystictus

Es una serpiente de cascabel de tamafio medio, generalmente con adultos de 700 a 800 mm de
longitud. EI patron de coloracion es color café ante, café palido o gris palido acercandose al
color blanco, a menudo presenta tonalidades de oro palido a café rojizo en la parte
mediodorsal y presenta una serie de parches café oscuro distintivo y unico de esta serpiente de

cascabel (Campbell y Lamar, 1989; Ramirez-Bautista et al., 2004b).



Habita climas de tipo templado, semicalido y templado-subhiimedo. Esta especie se distribuye
verticalmente en el altiplano mexicano, en altitudes que van de los 1450 a los 2600 m de la
franja central de México. Frecuentemente es hallada en las reas abiertas de los bosques en
zonas rocosas; especialmente aparece en regiones pedregosas 0 en &reas con numerosas
cuevas 0 madrigueras de tortugas en las cuales puede encontrar refugio facilmente. Se ha

observado que esta especie es activa durante el dia y la noche (Campbell y Lamar, 1989).
2.3 Caracteristicas del veneno de serpientes

El veneno es considerado como una secrecion que puede ser simple o muy compleja. Es
producida en una glandula especializada que forma parte de un sistema de envenenamiento
que incluye una glandula de secrecién y una denticién especializada (Figura 1) (Vonk et al.,
2008). Una propiedad de los venenos de las serpientes es la de iniciar la digestion extracelular
de sus presas (Campbell, 2000). Los venenos de las serpientes contienen alrededor de un 25 %
de solidos totales de los cuales entre un 70 a 90% estan constituidos por proteinas y
polipéptidos de alta masa molecular, responsables de la mayoria de los efectos
farmacoldgicos. El resto de los componentes (10 a 30%) lo forman sustancias organicas de
baja masa molecular, tales como carbohidratos, lipidos, péptidos pequefios, aminoacidos
libres y nucledtidos, riboflavinas, acidos organicos como también compuestos inorganicos y

elementos, tanto anidnicos como cationicos (Beiber ,1979).

En las serpientes el aparato de envenenamiento consiste en un par de glandulas bilaterales
especializadas (glandula de Duvernoy) localizadas en la parte media superior de las escamas
labiales, en la parte posterior a las escamas nasales y por debajo de los ojos. En las serpientes
de foseta (familias Atractaspididae, Elapidae y Viperidae) este aparato consiste en una
glandula larga de veneno con un largo lumen basal, lo que permite el almacenamiento del
veneno para su secrecion inmediata a menudo por un conducto primario que se conecta una
glandula accesoria y un conducto secundario que conecta la glandula con el colmillo
hipodérmico. La contraccién de un musculo compresor presuriza la glandula especializada y
proporciona el envio de veneno bajo una presion moderada en los tejidos del receptor
(Mackessy, 1991). (Fig.2)



Glandulade
veneno Ducto

I secundario
Glandula Pucto primario

principal de
veneno

Musculo
compresor de
la glandulade
veneno

Glandulade

Veneno Veneno accesoria
principal

Figura 2.Glandula de veneno de viperidos. ElI veneno se almacena en el lumen, los musculos
compresores presionan la glandula de veneno para suinoculaciéna través de de los colmillos
(Mackessy, 2010).

El veneno de la familia Viperidae, subfamilia Crotalinae, en el cual se incluyen las dos
especies C. aquilus y C. polystictus, es sobre todo hemotoxico es decir, actta sobre las células
y el sistema hemostatico causando extensas lesiones locales, hemorragias y una variedad de
alteraciones sobre la coagulacion sanguinea por contener componentes procoagulantes y
anticoagulantes (Marufiak et al., 2005). EIl envenenamiento se caracteriza por prominentes
alteraciones a nivel local, incluyendo edema y necrosis; efectos que pueden resultar en
secuelas permanentes desarrollandose muy rapidamente (Gutiérrez et al., 2000). Las
fracciones del veneno que alteran el mecanismo de la hemostasia han sido clasificadas en
cinco grupos diferentes dependiendo de su efecto general: a) fracciones del tipo coagulante
que incluyen las enzimas similares a la trombina 6 trombino similares y las activadoras de la
protrombina; b) fracciones anticoagulantes como las activadoras de la proteina C; c)
fracciones que inhiben la funcién plaquetaria como la familia de las proteinas RGD (Arg-Gly-
Asp), las desintegrinas (actuan sobre las glicoproteinas de integrina, que median procesos de
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adhesion celular, impidiendo la agregacion plaquetaria y generando hemorragias); d)

fracciones activadoras de la fibrinolisis y e) las hemorraginas (Huang, 1998).
2.4 Proteasas presentes en venenos de serpientes

Este importante grupo de enzimas constituye aproximadamente un 2% del total del genoma
humano, lo que indica su importancia en las diferentes funciones de la vida. Dentro de este
grupo se encuentran diferentes tipos mecanisticos, distinguiendose cinco grupos generales:
serin proteasas, sulfihidril proteasas, metaloproteasas, carboxipeptidasas y treonin proteasas
(Overal y Kleifeld, 2008).

Las serin proteasas son enzimas caracterizadas por hidrolizar ésteres o enlaces peptidicos y
gue poseen en su centro activo un aminoacido de Serina esencial para la catalisis enzimatica.
Comprenden dos familias distintas: La familia de la quimotripsina que incluye a las enzimas
de los mamiferos como la quimotripsina, tripsina y elastasa; y la familia de la susbtilisina la
cual incluye a las enzimas bacterianas como la substilisina. La estructura tridimensional
general es diferente entre las dos familias, pero poseen la misma geometria de su sitio activo y
su catalisis procede de acuerdo al mismo mecanismo, por lo que se cree que han evolucionado
de un gen comun (Castro Guillen, 2005). Las serin proteasas exhiben diferentes
especificidades de sustratos, las cuales estan relacionadas a las sustituciones de aminoacidos
en los multiples sub-sitios enzimaticos que interacttian con residuos aminoacidos del sustrato.
Las serin proteasas juegan un papel importante en varios procesos, como en el caso de la
digestién de varios organismos pluricelulares, asi como en la coagulacion. Algunas son
responsables de hidrolizar proteinas de vida media corta, como hormonas peptidicas y otras
estan presentes en varias rutas metabolicas de diferenciacion, desarrollo y cascadas de
sefializacién. Su actividad depende en gran medida de un grupo de residuos de aminoécidos
(triada catalitica) presentes en el sitio activo de la enzima compuesto por Aspartato 102,

Histidina 57 y Serina 195 siendo éste ultimo su sitio catalitico (Hedstrom, 2002)


http://es.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido
http://es.wikipedia.org/wiki/Serina
http://es.wikipedia.org/wiki/Cat%C3%A1lisis_enzim%C3%A1tica

a) Serin proteasas tipo tripsina

Las enzimas tipo tripsina (Figura 3) rompen preferencialmente cadenas proteicas en el lado
carboxilo de los residuos de aminoacidos basicos, como la arginina o la lisina. Estas enzimas
poseen caracteristicas especificas, su peso molecular varia alrededor de 20 a 35 kDa y los
valores de su punto isoeléctrico (pl) estan la mayoria de ellos en el rango de 4-5. Los pH’s
Optimos son siempre alcalinos (8-9), las especificidades de estas enzimas son similares (pero
no idénticas) a las tripsinas de los vertebrados, sin embargo, las enzimas de los insectos no
son activadas o estabilizadas con iones de calcio (Levinsky et al., 1977; Jany et al., 1978;
Lemos y Terra, 1992) como las de los vertebrados, en la mayoria de los casos son inestables a

pH &cido y tienen diferente sensibilidad a inhibidores naturales de tripsina (Sakal et al., 1989).

Figura 3: Estructura de tripsina.

PyMOL(TM) Incentive Product - Copyright (C).



b) Serin proteasas tipo quimotripsina

Las enzimas tipo quimotripsina (Figura 4) rompen cadenas proteicas en el lado carboxilo de
un aminoacido aromatico, o hidrofobico (como la fenilalanina). Estas enzimas poseen valores
de peso molecular de 20 a 30 kDa y pH 6ptimo en el rango de 8-9. Existen algunos reportes
de este tipo de enzimas en varios coledpteros (Elpidina et al., 2005; Aguirre et al., 2009). Las
secuencias de enzimas tipo quimotripsina han sido determinadas en Vespa orientalis, siendo
similares a las de vertebrados (Jany et al., 1983; Casu et al., 1994). Ademas, las
quimotripsinas de insectos actiian sobre el glucagon y la cadena B de la insulina oxidada, de
una manera similar a las de vertebrados. De cualquier modo, algunas propiedades de las
quimotripsinas de insectos contrastan con sus contrapartes en los vertebrados, tales como su
inestabilidad a pH acido y fuerte inhibicion por el inhibidor de tripsina de soya (SBTI). Se ha
reportado que este tipo de enzimas puede ser inhibidas por PMSF (Fluoruro de Fenil-metil-
sulfonilo), TLCK (Tosil lisil clorometil cetona), SBTI y especificamente por TPCK (Tosil

Fenilalanil clorometil cetona) (Castro Guillen, 2005).

Figura 4. Estructura de quimotripsina.

PyMOL(TM) Incentive Product - Copyright (C)
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2.5 Estudios sobre venenos e hibridacion

El interés sobre los venenos en serpientes es antiguo y numerosos trabajos explican los
efectos y los componentes de éstos, sin embargo, no es hasta esta Ultima década, con el
desarrollo de nuevas técnicas y métodos, que se han llevado a cabo estudios mas especificos.
Pantigoso et al. (2002), analizaron las caracteristicas de la miotoxina aislada del veneno de la
serpiente Bothrops brazili, encontrando que incrementa los niveles de calcio intramuscular.
Lo anterior podria generar la activacion de proteasas y lipasas enddgenas dependientes de
calcio que conducen a la necrosis muscular. En el 2004, Gayet al. estudiaron los colorantes
quelantes de metales; EDTA Na, (10 mM), alizarina, arsenazo Ill y calcion (10 mg/mL),
como potenciales inhibidores de la actividad proteolitica que exhibe el veneno de Bothros
alternatus sobre la caseina, encontrando que la alizarina es un quelante efectivo para inhibir
enzimas proteoliticas, especificamente metaloproteasas. De Roodt et al.en el 2005 estudiaron
las actividades toxicas y enzimaticas del veneno de algunas serpientes mexicanas de
importancia sanitaria: Bothrops (B.) asper, Agkistrodon (Agk.) billineatus, Athropoides (Ath.,
ex Bothrops) nummifer, C. durissus, C. scutulatus, C. basiliscus, C. atrox, y Micrurus (M.)
nigrocinctus. Determinaron las potencias letal, hemorragica, necrotizante, fibrinolitica,
procoagulante en plasma, protrombinica, fosfolipasica y fibrinogenolitica. Encontraron que el
veneno de vipéridos presenta actividades hemorragicas, necrotizantes, coagulantes sobre
plasma, protrombinica, fibrinogenoliticay fosfolipasica importantes. Los venenos de mayor
potencia letal fueron los de Micrurus nigrocinctus (DLs02.3 + 0.5 pg/g) y Crotalus scutulatus
(DLso 2.3 + 0.5 pg/g).

En 2006, Sanchez et al., estudiaron la actividad fibrindgena, actividad aglutinante, actividad
hemorragica y la inhibicion de la adhesion celular provocada por la accion del veneno.
También llevaron a cabo el andlisis y purificacion de desintegrinas, asi como la determinacion
de la actividad proteolitica de Crotalus scutulatus scutulatus de Texas y Arizona, encontrando
dos genes para disintegrinas; scutustatinay mojavestatina. Observaron que las serpientes
cascabel que presentaron DLsp de 2.9 a 5.5 mg/kg carecen de ambos genes, mientras que en
organismos con DLsp de 0.84 a 1.05 mg/kg ambos genes estan presentes, pero carecen de

actividad de desintegrina y los que mostraron DLsode 0.35 a 0.48 mg/kg, presentan ambos
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genes para desintegrinas. Lo anterior hace suponer que en el grupo intermedio, estos genes no
se estan expresando o no presentan el mismo tipo de desintegrinas, por lo que es posible que

esta especie de cascabel pudiera producir méas de 2 tipos de desintegrinas.

Marufiak et al. (2005) estudiaron los efectos que causa el veneno de Bothrops jararacussu de
Misiones, Argentina, sobre la coagulacion de la sangre, asi como la actividad coagulante,
fibrinolitica, defibrinante, la capacidad de degradar el fibrindgeno y la letalidad del veneno. El
veneno mostrod ser a-fibrinogenolitico y los resultados para las actividades ensayadas fueron:
concentraciéon coagulante minima (CCM) 18.5 ug/mL, concentracion fibrinolitica minima
(CFM) 9.5 mg/mL, dosis defibrinante minima (DDM) 1.56 pg, DLso 43.52 ug/peso de ratén,
los que difieren de los obtenidos para otras especies de Bothrops e incluso dentro de la misma
especie, pero distribuidas en otras regiones sudamericanas. Pirela De las Salas et al. (2006)
caracterizaron toxicolégicamente el veneno total de la serpiente de cascabel Crotalus durissus
cumanensis presente en la localidad de Porshoure, Guajira Venezolana. Determinaron la
DLso, actividad hemorragica, actividad edematizante, actividad hemolitica indirecta, actividad

coagulante sobre plasma humano (in vitro) y actividad defibrinante (in vivo).
2.5.1 Hibridacion entre especies

En la naturaleza la fragmentacion de la vegetacién y modificacion del habitat influyen en la
distribucién y abundancia de los organismos, incrementando la oportunidad de hibridacion
natural entre especies donde una especie es menos comun que la otra (Arnold, 1997). Los
casos de hibridacion de organismos son importantes en cuanto al conocimiento que pueden
aportar sobre los mecanismos de especiacion, evolucién, reproduccion y las barreras
biologicas (Coyne y Orr, 2004). Meiket al. (2008) estudiaron un caso de hibridacion entre C.
atrox y C. horridus, haciendo una comparacion del tipo de escamas y los patrones de
coloracién. Se observd que la hibridacion en este caso se relaciond con modificacion del
habitat, asi como a la presencia de un nimero mayor de congéneres reproductivamente

compatibles de C. atrox que estan en contacto directo con C. horridus.

En el Estado de Querétaro estas especies comparten la misma zona de distribucion, y es muy
comin que se observen en habitats muy parecidos. Existen reportes en vida silvestre para
12



estas especies en el estado de México, reproduciéndose entre ella, y generando hibridos, lo
que hace importante el estudio de venenos en estos organismos. (Padilla-Garcia,
comunicacion personal). En cautiverio se reporto el nacimiento de dos camadas de hibridos de
cascabel (Crotalus polyaquilus) en el herpetario de Querétaro. Medina-Sanchez et al. (2008)
analizaron la concentracion de proteinas encontradas en las especies de C. aquilus y C.
polystictus, asi como de organismos hibridos de estas dos especies nacidos en el Herpetario de
la Universidad Autonoma de Querétaro. Se encontro diferencia en la cantidad y tipo de
proteinas, siendo los hibridos los que presentaron mayor variedad de proteinas determinadas
mediante perfiles electroforéticos. Es importante considerar que la edad y el sexo son factores

importantes en el contenido y tipo de proteinas en el veneno.

Para comparar especies entre si se utilizan los analisis fenéticos que basan sus clasificaciones
tomando en cuenta el nimero mayor de caracteres que sea posible medir, contar y observar en
los organismos, analizandolos con técnicas numéricas y midiendo el parecido de cada
organismo (Schrocchi y Dominguez, 1992). Para el caso de las serpientes, este grupo es muy
diverso en aspecto y coloracién y la variacion que puede existir entre individuos de una
misma especie 0 en sus distintas etapas de desarrollo, asi como la frecuente semejanza entre
organismos de especies completamente diferentes pueden ser causa de una identificacion
erronea. Generalmente, para la identificacion de una serpiente se requiere del conocimiento de
las escamas de la cabeza, tanto dorsalmente (Figura 5a) y lateralmente (Figura 5b), como

ventralmente (Figura 5c) (Pérez-Higareda et al., 2007).
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Figura 5. Caracteristicas de la escutelacion en serpientes. A) Region dorsal de la cabeza, B) Vista
lateral, C) Region ventral (Pérez Higareda et al., 2007).
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1.  JUSTIFICACION

En el Estado de Querétaro estas especies tienen una zona de distribucion similar y aunque no
existen reportes en vida silvestre, la probabilidad de que estas especies se reproduzcan entre
ellas generando hibridos es alta, ademéas debido a que no se cuenta con informacion acerca de
las caracteristicas de hibridos y de las especies mexicanas C. aquilus, C. polystictus, resulta
importante estudiar aspectos especificos sobre las propiedades bioquimicas del veneno,
especificamente en el contenido de enzimas tipo tripsina y quimotripsina que son uno de los
principales componentes de los venenos hemotoxicos, asi como su DLso. Adicionalmente, es
importante describir caracteristicas fenotipicas y determinar la influencia de cada especie
parental en los organismos hibridos, debido a los cambios que pueda generar la combinacion

del material genético de las especies parentales en los hibridos.
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I11.  HIPOTESIS

Como resultado del intercambio genético de las especies Crotalus aquilus y Crotalus
polystictus se postula que los perfiles electroforéticos, los tipos de proteasas y las DLsg de los
venenos de los hibridos, asi como la morfologia de las escamas, seran diferentes a los

encontrados en los parentales.

IV. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Determinar las diferencias en el contenido y actividad de serin proteasas tipo tripsina y
quimotripsina del veneno de Crotalus aquilus, Crotalus polystictus e hibridos de estas

especies, asi como la DLso y la descripcién morfométrica de escamas.

5.1.10bjetivos particulares

1. Determinar el perfil electroforético de las proteinas presentes en el veneno de individuos
de las especies C. aquilus y C. polystictus asi como de sus hibridos.

2. Determinar la actividad proteolitica mediante zimogramas en gel co-polimerizado con
gelatina en veneno de las serpientes parentales y sus hibridos.

3. Determinar la actividad proteolitica mediante zimogramas del veneno de las especies
parentales y sus hibridos.

4. Determinar la actividad proteolitica en microplaca en veneno de las serpientes parentales
y sus hibridos.

5. Determinar la actividad inhibitoria de diferentes tipos de inhibidores sobre la protedlisis
del veneno de hibridos y especies parentales.

6. Determinar las DLso del veneno de organismos hibridos y parentales en ratones CD-1.

7. Describir la morfologia diferencial de las escamas de los organismos hibridos.

15



V. MATERIALES Y METODOS
6.1 Obtencion del veneno

Los organismos hibridos del Herpetario de la Universidad Auténoma de Querétaro fueron el
resultado de la cruza entre Crotalus aquilus (macho) y Crotalus polystictus (hembra). El
veneno fue obtenido por extraccion manual (ordefia) (Figura 6) de siete hibridos, cuatro
organismos parentales de la especie Crotalus aquilus y dos de la especie parental Crotalus
polystictus (Cuadro 1), dejandose 15 dias de reposo entre cada extraccion, para evitar el estrés
en los organismos. Las extracciones fueron hechas en los meses agosto a noviembre del 2010
para determinacion de actividad proteolitica, geles electroforéticos, zimogramas y ensayos
DLso, y de enero a mayo del 2011 para la determinacidn de las DLsp Las extracciones fueron
hechas en base a la necesidad de veneno, ya que en el caso de las dosis letales, se utilizo
veneno de reciente utilizandolo en los primeros dias de su extraccion. El veneno se almaceno

a -70° C hasta su analisis.

Figura 6.Extraccion de veneno por comprension de las glandulas.
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Cuadro 1: Edad y sexo de los organismos utilizados en el estudio

ORGANISMO EDAD SEXO
Hibrido 1 4 anos Macho
Hibrido 2 4 anos Hembra
Hibrido 3 4 anos Hembra
Hibrido 4 4 anos Macho
Hibrido 5 3 afios Hembra
Hibrido 6 3 afios Macho
Hibrido 7 3 afos Macho

C. aquilus 8 N.D. Parental Macho
C. aquilus 9 N.D. Parental Macho
C. polystictus10 N.D. Parental Hembra
C. polystictus1l N.D. Adulto Macho
C. aquilus1?2 3 aflos. Juvenil Macho
C. aquilus13 3 afios. Juvenil Hembra

N.D: No determinado

6.2Determinacion de la concentracion proteica:

a) Se utilizd el método de Bradford (1976) (Anexo 1) para determinar la concentracion

de la proteinas en los venenos, a partir de una curva patron (Figura7).

1.4

s y =0.0187x +0.2111
) R? =0.9966
1 /
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Concentracién

0.4

0.2

Figura?. Curva patrén de proteina mediante el método de Bradford tradicional.
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Se hicieron diluciones del veneno de hibridos y parentales en una concentracién 1:100
utilizando PBS. En tubos de ensayo se agregaron 15 ul de cada una de las disoluciones de
veneno Y se leyd la absorbencia en el espectrofotometro a 595 nm. Posteriormente se usé la
ecuacion obtenida de la curva patrén para obtener las concentraciones de proteina del veneno

de cada organismo.

b) Método de Bradford en microplaca. Se prepararon 5 diluciones de un estandar de
proteina (ASB) a diferentes concentraciones (Anexo 1) En una placa de 96 pozos se
agregaron los estandares de ASB y un muestra blanco (agua). Se agreg6 en cada pozo restante
10 pL de muestra (veneno diluido 1:1000) y 200 pL de reactivo de Bradford en relacion 1:4
con agua. El rango linear del ensayo para ASB es de 1.2 a 10.0 pg/mL.

Curva estandar de suero bovino
600

500 y=708.5x-251.3

400
300
200
100

Absorbencia 5925 nm

-100 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12

Proteina (concentracidn)

Figura 8: Curva patrén de proteina mediante el método de Bradford en microplaca.
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6.3 Determinacion de actividad proteolitica (Anexo 2)

La actividad proteolitica tipo tripsina y quimotripsina se determind mediante el método de
Erlangeret al. (1961)

La determinacidn de la inhibicion proteolitica tipo tripsina se determiné de acuerdo al método
de Erlanger (1961). Se utilizaron tres inhibidores especificos: dos extraidos de plantas HSTI
(Inhibidor de tripsinas de la semilla de chan), TBPI (Inhibidor de Proteasas de frijol tepari) y

EDTA (&cido etilendiaminotetraacético).
6.4 Electroforesis en gel de poliacrilamida

Las muestras de veneno se prepararon con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Se hicieron
diluciones 1 a 10 en PBS y se agregaron 100 pL de buffer de muestra 2x con SDS al 10%. Las
muestras fueron calentadas a 100° C durante 5 min y se corrieron en geles homogéneos de
acrilamida-bisacrilamida al 12%, de acuerdo al método de Laemmli (1970) (Anexo 3),
utilizando una cadmara Miniprotean Il (BioRad). Una vez completada la electroforesis
(aproximadamente por 2 horas) se tifid el gel con azul de Comassie por 8 h y se destifié con

una solucién de metanol-acido acético al 40% y 10%, respectivamente.

6.5 Zimogramas en membrana de celulosa

Se realiz6 una electroforesis nativa (Anexo 4) y se lavo el gel con una solucion renaturalizante
(Anexo 4) y se coloc6 una membrana de celulosa cubierta con sustrato BApANA(BApNA
0.01 M en Dimetilsulfoxido (DMSO) [43.5 mg/10 mL]) para medir la actividad proteolitica
tipo tripsina. Se incubd a 37°C por 2 h'y se lavé con NazNOz 0.1%, sulfato de amonio y con

n-1-naftiletilendiamina durante periodos de 5 min cada una.

Terminada la electroforesis nativa, se lavo la muestra con un buffer de activacion, mediante
un detergente de triton X-100 no polar, que ayuda a eliminar el SDS. Posteriormente se hizo
un lavado con Tris pH 8 para homogenizar el pH y se incubd el gel a 37° C durante 24 h en
buffer de reaccion. Transcurridas las 24 h el gel se tifio con azul de Comassie por 3 h'y se

destifid con una solucién de acido acético 10%.
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6.6 Zimogramas copolimerizados con el sustrato.

Se hizo electroforesis co-polimerizando acrilamida con gelatina en condiciones nativas y una
vez terminada, se utilizé el método de Riceet al., (2000) para detectar actividad proteolitica en
gel (Anexo 4). Se agit6 el gel en una solucién de activacién con Triton X100 para eliminar el
SDS durante 1 h, después se lavd durante 30 min en un buffer renaturalizante cistina-cisteina
y se incubd durante 12 h en un buffer de reaccion. Se hicieron incubaciones a 24 h, 3 hy 10
min para observar las proteasas mas activas. Terminada la incubacion se tifio el gel con azul
de Comassie por 24 y 8h. El gel se destifid con una solucion de metanol-acido acético al 40%

y 10%, respectivamente.
6.7 Determinacion de pesos moleculares relativos

El peso molecular relativo se determind en base a los marcadores de peso molecular (MPM)
visibles en el gel tefiido de poliacrilamida. Las proteinas sometidas a un campo eléctrico se
mueven a una velocidad diferente en base a la carga neta y ya que su tamafo es inversamente
proporcional a la distancia recorrida en un tamiz molecular, (gel de poliacrilamida) es posible
determinar el peso molecular relativo de cualquier proteina en base a la distancia recorrida por
los marcadores de peso molecular conocidos (MPM) sometidos a las mismas condiciones que
las muestras. Los célculos de peso molecular relativo fueron determinados tomando la
distancia total (en centimetros) del gel de poliacrilamida (LG) y las distancias recorridas por
cada una de las bandas correspondientes a las diferentes proteinas (D); posteriormente, se hizo
una relacién de D/LG (la cual fue denominada como RF de cada una de las bandas. Con los
datos anteriores, se hizo una curva estandar de los RF’s de las bandas correspondientes a los
MPM, contra el logaritmo (base 10) de su peso molecular 50. Mediante una regresion lineal
de dicha curva, obteniendo una linea recta y su correspondiente ecuacién (mediante el
programa de Microsoft-excel); se interpolaron los valores de RF en la ecuacion resultante,

para obtener el peso molecular relativo de cada proteina.
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6.8 Determinacion de la Dosis Letal 50 (DLso)

A partir del veneno se prepararon mezclas de veneno de hibridos y parentales de cada especie
en diluciones 1: 100, con solucién salina, completando con la misma un volumen de 0.5 mL
parra cada concentracién de veneno. Se calcularon concentraciones de trabajo de 0.5a 9 pg de
proteina de veneno/mL para la determinacién de la DLso, Para la determinacién de la DLso se
utilizaron ratones de la cepa CD-1 con un peso entre 18 y 20 g proporcionados por el bioterio
del Instituto de Neurobiologia de la UNAM. Los animales se mantuvieron bajo condiciones
controladas de temperatura, humedad y ciclos de luz-oscuridad de 24 horas. En todo momento
se observaron los lineamientos éticos de la NOM (NOM-062-Z00-1999).

Se inyectaron por via intraperitoneal (i.p) 0.5 mL de las diluciones (Figura 9). Se emplearon
20 ratones por mezcla de veneno, con cuatro ratones por dosis, de un total de 5 dosis a
ensayar y un grupo control. Los animales se mantuvieron en observacion durante un periodo
de 24 horas. Los animales del grupo control se inyectaron con solucién salina isoténica. La
curva de dosis respuesta se calculd6 mediante el logaritmo base diez de las concentraciones
utilizadas contra el porcentaje de sobrevivencia de los organismos utilizados.

Figura 9.Técnica de inyeccion intraperitoneal.
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6.8 Descripcion morfométrica

Se llevé a cabo una medicidn del tipo de escamas tanto de hibridos como de las especies
parentales, para conocer los caracteres morfométricos de mayor importancia en la
diferenciacion de las especies, Se identificaron los tipos de escamas de la cabeza asi como el
nimero de escamas tanto dorsalmente como ventralmente. Se tomaron el nimero y tipo de
escamas ventrales y subcaudales y se realizo la descripcion del patron de coloracién presente
en los hibridos. Los organismos fueron “entubados” en cilindros de plastico tranparente que
permitié la medicion de las escamas, (figura 8), dichas mediciones fueron hechas por las
mismas personas para evitar sesgos en los conteos. Los datos fueron analizados haciendo una
matriz de datos, usando el coeficiente taxonémico de similitud. EIl analisis de UPGMA de
cluster fue hecho en base a la matriz de similitud usando NTSYSpc version 2.2 (Rohlf,
1998).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Determinacion de proteina y perfiles electroforéticos

Debido a su elevada concentracion, los extractos de veneno fueron diluidos 1:1000 para la

determinacion de proteina por el método de Bradford (Cuadro 2).

Cuadro 2: Concentracion de proteina en el veneno de los individuos estudiados.

Organismo Concentracion pg/mL
Hibrido 1 473.50
Hibrido 2 186.55
Hibrido 3 329.91
Hibrido 4 358.48
Hibrido 5 167.19
Hibrido 6 363.21
Hibrido 7 184.43
C. aquilus 8 502.54
C. aquilus 9 143.57
C. polystictus10 334.39
C. polystictus11 259.76
C. aquilus12 368.64
C. aquilus13 314.79

El gel de electroforesis mostrd una banda de un peso molecular aparente de 31 kDa presente
en la especie parental C. polystictus y en los hibridos 1, 2, 3, 4 y 6 (Figura 10). C. aquilus
presento una banda muy marcada de bajo peso molecular con un peso molecular aparente de
26 kDa. Estas bandas aparecieron en la mayoria de los organismos hibridos y no son
compartidas entre las especies parentales. Se observa la presencia de bandas con pesos
moleculares aproximados de 23 kDa, las cuales se expresan en los hibridos 5,6 y 7y en los
organismos juveniles de C. aquilus pero estan ausentes en el parentales adultos. Lo anterior
sugiere que estas proteinas fueron heredadas por la especie parental C. aquilus, teniendo

activos estos genes en estado juvenil y latentes en los organismos adultos.
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Banda heredada por C.
polystictus. PM 31 kDa

kDa MPM C.aquilus juvenil 9

Bandaheredada por C. aquilus.
PM 26 kDa
5

MPM kDa

204 w— 204

124
124 . 158
105 W 80

. Banda presente en C. polystictus e
Banda presente en C. aquilus hibridos. PM 18 kDa

juveniles e hibridos. PM 23 kDa

Organismo Género | 31 kDa | 26 kDa | 23 kDa | 18-23 kDa
1H M X X X
2H H X X X
3H H X X X
4H M X X X
5H H X X
6H M X X X
7TH M X X
8 C. aquilus parental M X
10 C. polistyctus parental M X X
12 C. aquilus juvenil M X X
13 C. aquilus juvenil M X X

FIGURA 10: Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% y 12 %, tabla comparativa de
proteinas. 20 pg de veneno por pozo. Muestras 1-4 (hibridos 4 afios), 5-7 (hibridos 3 afios); 8 especie
parental C. aquilus; 9 especie parental C. polystictus. Los marcadores de peso molecular se indican a
los lados de la figura.
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El organismo parental C. polystictus (carril 9) presentd 5 bandas proteicas alrededor de 28-34
kDa, mientras que C. aquilus present6 solo 2 bandas alrededor de estos pesos moleculares al
igual que el hibrido 7 mientras que los hibridos 1, 2, 3, 4 y 6 presentaron las bandas de ambas
especies parentales, siendo la banda de C. aquilus la que aparentemente tuvo una
concentracion mayor. Los hibridos 5 y 6 presentaron no presentaron la banda de 31 kDa
presente en la especie parental C. polystictus, el cual ademas presenté una banda de 18 kDa al
igual que los hibridos 1, 2, 3y 4.

7.2 Zimogramas de actividad proteolitica en gel co-polimerizado con gelatina

Con objeto de determinar la actividad proteolitica en los geles de electroforesis de los
componentes del veneno, se hicieron experimentos sobre actividad proteolitica directamente
en el gel, co-polimerizando con gelatina (Figura 11). Los organismos parentales presentaron
un patron de bandeo con actividad proteolitica muy similar y se observaron bandas con
actividad proteolitica con pesos moleculares alrededor de los 200, 77 y 61 kDa para todos los
organismos. Los organismos hibridos 1, 2, 5, 6, 7, parental C. polystictus y C. aquilus juvenil
presentaron una banda con actividad proteolitica con un peso molecular aproximado de 86
kDa, la cual no se observo en organismos parentales de C. aquilus adulto. Los hibridos 1, 2, 3,
C. aquilus juvenil 13 y C. aquilus parental presentaron una menor actividad proteolitica, sin
presentar las bandas de alrededor de 31 kDa presentes en los otros individuos. Las bandas de
26 y 31 kDa, presentes en la mayoria de los hibridos y heredadas por las especies parentales
C. aquilus y C. polystictus, respectivamente, presentaron actividad proteolitica. C. polystictus
presentd ademas, dos bandas proteicas sin actividad, las cuales se heredaron en la mayoria de

los hibridos.

Se observé variabilidad en el contenido y actividad de proteasas entre individuos ya que
algunos presentaron pocos tipos de proteasas y/o baja actividad proteolitica mientras que otros
presentaron gran cantidad de proteasas activas. La actividad proteolitica mas comudn se
encontré alrededor de 77 kDa mientras que las proteasas alrededor de 200, 86 y 50 kDa

fueron menos compartidas entre individuos. Es de esperar que los individuos con mayor
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cantidad de proteasas activas presenten mayor letalidad sin embargo, hay que considerar que

las proteasas acttian en conjunto por lo que la variedad es muy importante.

Se ha reportado para Bothrops atrox y Bothrops asper (Crotalus oreganus oreganus)
diferencia en la composicién del veneno entre organismos adultos y juveniles, expresando en
estos casos distintos tipos de metaloproteasas, lo que les da una mayor letalidad a los venenos
de estas especies en estado juvenil (Guercio et al., 2006; Alape-Giron et al., 2008). Las
bandas proteicas de bajo peso molecular que no parecen tener actividad proteolitica, y podrian
estar relacionadas con neurotoxinas, las cuales confieren una mayor letalidad a especies de
serpientes que las contienen en sus venenos, debido a que afectan el sistema nervioso de los

organismos ocasionando una paralisis muscular. (Mackessy, 1993).

Con el fin de destacar solo las bandas de mayor actividad proteolitica, se corrieron
zimogramas con un tiempo de incubacion de s6lo 10 min (Figura 12). Se observan bandas que
abarcan desde los 50 a 200 kDa, donde las de mayor peso molecular fueron las mas activas y

las cuales se encontraron principalmente en los hibridos 1, 5, 6 y C. aquilus parental 8.

Bandas de 200 y 50 kDa pudieran estar relacionadas con la DLsg obtenida de los hibridos
hembra y el parental C. aquilus, estando ambas bandas presentes en dichos organismos y en el
caso de la banda de 50 kDa ausente en la mayoria de los organismos restantes; por lo que en
conjunto estas proteinas pudieran estar relacionadas con reacciones relacionadas con la
activacion de otras proteasas (presentes en forma de zimdgenos), por medio de protedlisis,

generando una reaccion en cascada que dé como resultado un veneno mas activo.

26



Bandas sin actividad proteolitica presenteen C.
polystictus e hibridos. PM de 54y 24 kDa.

7 200kDa

86kDa

77kDa
61kDa

31kDa

Organismo Género 200 | 86 J 70 1 50 31
kDa | kDa | kDa | kDa | kDa | kDa
1H M X XX X X
2H H X X X
3H H X X
4H M XXX X X XXX
5H H X X XXX X XX | XXX
6H M X X XXX X XXX
7TH M X XXX X XXX
8 C. aquilus parental M X
9 C. aquilus parental M X XXX | XX X XXX
10 C. polystictus parental H X X
11 C. polystictus M X X X X
12 C. aquilus juvenil M X X XXX | X XXX
13 C. aquilus Juvenil M X X X

FIGURA 11: Actividad proteolitica sobre gel co-polimerizado con gelatina. 20 pg de veneno por
pozo, en condiciones nativas, en buffer de reaccion a 37°C durante 24 h. Muestras 1-4 hibridos
primera generacion (4 afios); 5-7 hibridos segunda generacion (3 afos), 8-9 parentales C. aquilus; 10-
11, parental C. polystictus; 12-13 congéneres C. aquilus (3 afios). Marcadores de peso molecular se

muestran a la derecha de la imagen. Dos y tres X indican una mayor actividad proteolitica.
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Se ha reportado para Bothrops atrox y Bothrops asper (Crotalus oreganus oreganus)
diferencias en la composicién del veneno entre organismos adultos y juveniles, expresando en
estos casos distintos tipos de metaloproteasas, lo que les da una mayor letalidad a los venenos
de estas especies en estado juvenil (Guercio et al., 2006; Alape-Giron et al., 2008). Las
bandas proteicas de bajo peso molecular que no parecen tener actividad proteolitica, y podrian
estar relacionadas con neurotoxinas, las cuales confieren una mayor letalidad a especies de
serpientes que las contienen en sus venenos, debido a que afectan el sistema nervioso de los

organismos ocasionando una paralisis muscular (Mackessy, 1993).

Con el fin de destacar solo las bandas de mayor actividad proteolitica, se corrieron
zimogramas con un tiempo de incubacion de s6lo 10 min (Figura 12). Se observan bandas que
abarcan desde los 50 a 200 kDa, donde las de mayor peso molecular fueron las mas activas y
las cuales se encontraron principalmente en los hibridos 1, 5, 6 y C. aquilus parental 8. Bajo
estas condiciones, la proteasa de alrededor de 200 kDa se observé en la mayoria de los
individuos, lo que sugiere que es una proteasas de muy alta actividad ya que cuando se corrié
el zimograma a 24 h de incubacion y 37° C su actividad fue mucho menor, posiblemente
debido a que la misma proteasas se autodegrada. Por otro lado, la actividad encontrada
alrededor de 70 kDa no se observé en los hibridos aunque en el zimograma corrido a 37° C y
24 h de incubacién se observo en la mayoria de los individuos. Nuevamente se observa
variabilidad entre individuos lo cual podria estar relacionado directamente con la letalidad del

veneno en cuanto a la participacion de proteasas se refiere.
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MPM 1 2 3 4 5 6 7 I3 12 11 10 9 8 MPM
N—— 220

50

20 20

Organismo Género | 200 kDa | Alrededor de 120 kDa | 70 kDa

1H M XXX
2H H
3H H X
4H M X
5H H XXX X
6H M XXX X
7H M X
8 C. aquilus parental M XXX X
9 C. aquilus parental M XXX
10 C. polistyctus parental H X
11 C.polistyctus M X X
12 C. aquilus juvenil M XXX
13 C. aquilus Juvenil M X X X

FIGURAL2: Zimograma en gel de poliacrilamida al 12% co-polimerizado con gelatina, 20 g de
veneno por pozo e incubado sélo 10 min. Muestras 1-4 (hibridos 4 afios), 5-7 (hibridos 3 afios); 8-9
especie parental C. aquilus; 10-11 especie parental C. polystictus; 12,13 C. aquilus juvenil (3afios). Se
utilizé gel de corrida tris pH 8. Los marcadores de peso molecular se indican a los lados de la figura.
Dos y tres X indican una mayor actividad proteolitica.
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7.3 Zimogramas sobre membrana de celulosa.

Los zimogramas en matriz de celulosa se utilizaron para determinar cuéles de las bandas con
actividad proteolitica pertenecen a serin proteasas que del tipo tripsina y quimotripsina,
utilizando sustratos especificos (anexo 4). El ensayo para las proteasas tipo quimotripsina
resulté negativo mientras que las serin proteasas tipo tripsina resultaron positivas (Figura 13).
Los organismos hibridos 1, 5, 6 y 7 presentaron una banda mas (200 kDa) que no se observo
en los hibridos restantes 2, 3 y 4. La especie C. aquilus en estado juvenil presentd 2 bandas
con peso molecular entre los 66 y 97 kDa y otra alrededor de los 200 kDa, las cuales
estuvieron presentes en los hibridos. C. polystictus presentd tres bandas con pesos
moleculares aparentes entre los 66 y 97 y no presento la banda proteica con peso molecular

aparente de 200 kDa, presente en los hibridos y la especie parental C. aquilus.

Los zimogramas realizados en base al metodo de Rice et al. (2001) mostraron serin proteasas
tipo tripsina de alto peso molecular en hibridos y ambas especies parentales, con pesos
moleculares que alrededor de los 200 y 77 kDa, los cuales fueron calculados en base a los
marcadores moleculares de geles co-polimerizados con gelatina y estuvieron en el rango de
las proteasas de mayor actividad. Las bandas de 31 y 26 kDa de las especies parentales,
expresadas en la mayoria de los hibridos, no mostraron actividad en los zimogramas de este

tipo sobre sustrato especifico para serin proteasas tipo tripsina.

Estos zimogramas no presentaron bandas de peso molecular bajo, las cuales si aparecieron en
zimogramas co-polimerizados con gelatina, por lo que dichas bandas pueden tener
especificidades diferentes a las usuales, ya sea que funcionen a un pH de 8 al igual que las

serin proteasas tipo tripsina o presenten una afinidad distinta hacia el sustrato BapNA.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 13 12 11 10

Bandapresenteen C. polystictuse

Bandapresenteen. C. aguilis'e - hibridos, y ausente en C. aquilus.

hibridos.
: ; .; ,
k \ “
= | ssenniiiiiinnil . ol Y
Organismo Género | 200 kDa | 66-97 kDa
1H M X X
2H H X
3H H X XX
4H M X X
5H H X
6H M X X
7H M X X
8 C. aquilus parental M X X
9 C. aquilus parental M XX
10 C. polistyctus parental H XX
11 C.polistyctus M XXX
12 C. aquilus juvenil M X
13 C. aquilus Juvenil M X X

FIGURA 13: Zimograma de actividad proteolitica en matriz de celulosa saturado con sustrato
BApPNA, incubado por 3 h. Muestras 1-4 hibridos primera generacion (4 afios); 5-7 hibridos segunda
generacion (3 afios); 8 y 9 parentales C. aquilus; 10 y 11 parentales C. polystictus; 12 y 13 congéneres
C. aquilus. Dos y tres X indican una mayor actividad proteolitica.
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7.4 Actividad proteolitica de serin proteasas

Se utilizaron sustratos especificos para tripsina y quimotripsina para determinar la posible
diferencia en actividad proteolitica entre organismos hibridos y las especies parentales, ya que
en los resultados de actividad proteolitica en gel y zimogramas en sustrato de celulosa se
observaron diferencias entre organismos hibridos, asi como diferencias entre las especies

parentales.

La actividad proteolitica se determind a partir de muestras de veneno diluidas 1:1000 para
tripsina y 1:100 para quimotripsina, lo que mostro la alta actividad proteolitica de los venenos
de serpientes. De las dos serin proteasas, la mayor actividad proteolitica fue presentada por
proteasas tipo tripsina (Figura 14). El veneno de los individuos 1, 3 'y 7 presento los valores
mas altos de actividad entre los organismos hibridos, incluso el hibrido 1 present6 actividad
proteolitica mayor a la de ambas especies parentales. C. aquilus y C. polystictus presentaron

valores de actividad proteolitica diferentes entre si.

Los organismos C. aquilus de tres afios de edad presentaron valores de actividad parecidos a
organismos adultos de esta misma especie, aunque el juvenil 12 mostr6é una actividad mucho
menor a los demas organismos, lo que puede deberse a que posee un nimero menor de
proteinas con actividad proteolitica tipo tripsina, tal como se observo en lo zimogramas en
celulosa. En el caso de la actividad proteolitica tipo quimotripsina (Figura 15), los organismos
hibridos 1, 3 y 7 presentaron los valores mas altos. Entre organismos parentales C. aquilus y
C. polystictus, el primero mostr6é una activad mayor, siendo similar a la acividad proteolitica

de los demés hibridos.

La mayor actividad proteolitica no siempre es la mas importante para ejercer su funcion
biologica. Por ejemplo, se sabe que la actividad tipo quimotripsina es mas importante que la
tipo tripsina en células cancerigenas, a pesar de que su concentracién es menor. En este caso
cuando se observa la relacién quimotripsina/tripsina (Q/T) en funcion de la letalidad de los
venenos (Cuadro 3), es posible observar que el hibrido 5, el C. aquilus parental 9 y el C.
aquilus juvenil 12 presentan los mayores valores en la relacion Q/T y también fueron de los

individuos que presentaron mayor variabilidad en proteasas, de acuerdo a los zimogramas.
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FIGURA 14: Actividad proteolitica especifica tipo tripsina sobre sustrato BApNA incubado por
30 minutos. Muestras 1-4 hibridos primera generacion (3 afios); 5-7 hibridos segunda generacion (4
afios); muestras 8-9 especie parental C. aquilus; muestras 10-11 especie parental C. polystictus; 12 y
13 C.aquilus (2 afos). Letras mintsculas indican diferencia estadistica significativa (Tukey, p<0.05).
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FIGURA 15: Actividad proteolitica especifica tipo tripsina sobre sustrato SAAPFpNA. 1-4
hibridos de la primera generacion (4 afios); 5-7 hibridos de la segunda generacion (3 afios); muestras
8-9 especie parental C. aquilus; muestras 10-11 especie parental C. polystictus; 12 y 13 C.aquilus (2
afios). Letras minGsculas indican diferencia estadistica significativa (Tukey, p<0.05).
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Cuadro 3. De actividades proteoliticas tipo tripsina y quimotripsina expresadas en

UA/mL. Organismos 5, 9 y 12 muestran mayor variacion Q/T que el resto.

Organismo | Género | Actividad tipo quimotripsina | Actividad tipo tripsina | Relacion Q/T
1 M 237166 3943333 0.060
2 H 115500 1836666 0.062
3 H 168500 2646666 0.063
4 M 66000 1685000 0.039
5 H 80333 530000 0.151
6 M 75833 1513333 0.050
7 M 163333 2175000 0.075
8 M 159833 2916666 0.054
9 M 212000 1750000 0.121
10 H 59000 1833333 0.032
11 M 18666 2553333 0.007
12 M 111000 508333 0.218
13 M 134500 1798333 0.074

El veneno de este tipo de serpientes es muy complejo y su letalidad es resultado de la
combinacion de enzimas y toxinas que lo conforman, por lo que no es posible establecer
relaciones directas entre las actividades estudiadas y el comportamiento del veneno. Los
venenos de serpientes del género Crotalus pueden tener de 50 hasta 100 proteinas y
componentes peptidicos, representativos de 10 a 20 familias proteicas de los venenos (Perkins
et al., 1993; Perkins y Tomer, 1995; Sanz et al., 2006). Los organismos 1, 3 y 7 presentaron
los valores de actividad proteolitica mas alta entre los hibridos estudiados, tanto para tripsina
como para quimotripsina, con niveles similares a las especies parentales, siendo el organismo
hibrido 1 (macho) el que presenté mayor actividad proteolitica. En este sentido, no se observo
una tendencia entre las dos actividades proteoliticas para ninguna de las especies parentales,
ni para los organismos hibridos, aunque el organismo 1 mostro una tendencia similar, con los

valores mas altos para ambos tipos de actividad proteolitica.
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7.5 Actividad inhibitoria de protedlisis

La determinacion de la inhibicion proteolitica se llevé a cabo utilizando inhibidores de
proteasas HSTI, TBPI, EDTA y EDTA con veneno sometido a 50°C durante 5 min. Los
resultados de las pruebas de inhibicion de actividad proteolitica fueron sometidos a un anélisis
estadistico mediante T de student y con Anova, Tukey y Dunnett con una p<0.05 (Figura 16).
No se observo diferencia significativa entre la actividad proteolitica del veneno al probar los
inhibidores de proteasas, lo que indica que no se logr6 inhibir la actividad proteolitica del
veneno de organismos hibridos y especies parentales con los inhibidores utilizados en este
estudio. Esto sugiere que estas serin proteasas poseen caracteristicas diferentes de otras serin
proteasa, siendo termoestables y no son afectadas por el uso de quelantes, ni por los
inhibidores probados. Esas caracteristicas pueden ser interesantes para considerar su

aplicacion biotecnologica.

Estudios anteriores han utilizado quelantes para inhibir actividad proteolitica y se encontro
que la alizarina es un quelante efectivo para inhibir enzimas proteoliticas sobre geles co-
polimerizados con caseina (Gay, 2004). Sin embargo, en este caso el EDTA no inhibié las

actividades proteoliticas determinadas.
7.6 Dosis letal media (DLso)

Para calcular las DLso se llevaron a cabo curvas dosis-respuesta utilizando mezclas de veneno

de hibridos hembra, hibridos machos y especies parentales por separado (Cuadro 4).

Cuadro 4. Numero de organismos muertos por dosis de veneno en 24 horas. n=4

organismos por dilucion.

ug de proteina de veneno/mL

Mezcla de veneno control| 0.5 1 15| 2 3 4 5|55(65( 7 9

Grupo 1 de hibridos hembra 0/4 0/4 | 3/4|3/4]|3/4| 4/4| ND |[ND|4/4|ND|4/4| ND

Grupo 2 de hibridos machos 0/4 0/4 | 0/4|0/4|10/4]| 0/4] 0/4 |ND|O/4|ND|0O/4| ND

C. aquilus macho (parental) 0/4 0/4 | 0/4|3/4|3/4]|3/4|3/4|ND|ND|ND|3/4| 4/4

C. polystictus hembra (parental)| 0/4 0/4 | ND [0O/4|0/4]| O/4| O/4 |0/4| 0O/4|0/4|0/4 | O/4
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FIGURA 16: Actividad inhibitoria de prote6lisis de veneno en microplaca. A) Actividad
proteolitica sobre sustrato BApNA. Inhibidor EDTA B) Actividad proteolitica sobre sustrato BApNA.
Inhibidor HSTI. C) Actividad proteolitica sobre sustrato BapNA. Inhibidor TBPI. No se observaron
diferencias significativas (p<0.05).



Se observa que Unicamente la mezcla de veneno de hibridos hembra y la mezcla de parentales
macho presentaron efecto en funcion de la concentracion. Las DLso (Figura 17) fueron de
1.02 y 2.04 ug de proteina de veneno/g de peso para hibridos hembra y parentales C. aquilus
macho, respectivamente. La DLso encontrada para hibridos hembra sugiere que presentan un
veneno mas toxico que el de las especies parentales y el veneno de organismos hibridos
macho. Mackessy (2008) reportd una DLso de 3.4 pg de veneno/ g de peso para la especie C.
Polystictus aunque en el presente no fue posible observar letalidad en el veneno el parental
hembra de esta especie.
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FIGURA 17. Curva dosis respuesta del veneno de hibridos hembras y C. aquilus macho.
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Los hibridos presentaron una combinacion de proteasas provenientes de los venenos de ambas
especies parentales las cuales en algunos casos (proteasas tipo tripsina) no fueron compartidas
entre especies parentales. Es probable que la expresion de estas proteasas no compartidas
puedan estar influyendo en el grado de toxicidad de los venenos de los organismos hibridos,
aunado al efecto que tienen los distintos tipos de proteasas y toxinas que no fueron incluidos
en las pruebas de actividad proteolitica. Es dificil determinar con los analisis realizados en el
presente estudio qué bandas con actividad proteolitica pudieran estar ejerciendo un mayor
impacto en la DLso. Sin embargo, es posible observar que algunos individuos presentaron
mayor cantidad y diversidad de proteasas con actividad. Entre ellos se encuentran los
individuos hibrido hembra 5 y C. aquilus parental macho 9. Estos mismos individuos
presentaron altas relaciones Q/T lo que podria indicar que este pardmetro puede ser Util en el
estudio de los venenos. Sin embargo, debemos de considerar que el hibrido 1 que presenta la
mayor concentracion tanto de proteasa tipo quimotripsina, como de tipo tripsina no resulto de
los més letales; lo que se sugiere que se debe ser cuidadosos para establecer este tipo de
conclusiones. El hecho de que las mezclas de veneno que incluian a estos dos grupos fueran
los Unicos en provocar letalidad, puede ser indicativo de que se trate de la influencia del
veneno individual de los organismos 5 y 9 que mostraron ser los mas tdxicos, sin embargo,

esto requiere aun de un mayor analisis.

Al momento de las extracciones se observd que la cantidad de veneno producido por
individuos de talla mas pequefias era menor, ya que organismos de 4 afios generaron una
mayor cantidad de veneno que los organismos de 3 afios. Lo anterior puede deberse a que los
organismos de menor tamafio poseen glandulas de veneno mas pequefias que los organismos
adulto (Mirtschin et al., 2002; Mackessy et al., 2003, 2006).
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7.7 Comparacion fenética de hibridos y especies parentales C. aquilus y C. polystictus.

Se hicieron los conteos de tipo de escama para determinar el namero promedio en los tipos de
escamas (cuadro 5), los cuales son importantes a la hora de identificar especies de serpientes
(Pérez-Higareda et al., 2007). Se utilizaron 8 caracteres fenotipicos obtenidos de la escama
(Cuadro 5) y 9 de proteina, para comparar a los hibridos con las parentales. El analisis de
similiud entre los organismos se hizo mediante el programa NTSys-PC ver. (Rohlf, 1998)

utilizando el coeficiente de taxonémico de similitud con los datos estandarizados. (Anexo 5).

Cuadro 5. Promedio de nimero de escamas para las especies C. aquilus, C. Polystictus,
hibridos hembra HH. , e hibridos macho HM.

Crotalus | Crotalus Crotalus
Tipo de escamas aquilus | aquilus . HM HH
polystictus
machos | hembras
Patron de manchado dorsal 24-35 26-32 ND 32-39 | 31-34
Bandas de la cola 2a4 4a6 5 a-7 35
Escamas alrededor del 8210 8210 10 10-12 | 10-12
cascabel
Subcaudales 1824 | 2328 | 17a20 | 2427 192
157-
Ventrales 141-150 | 136-144 | 161-187 | 12198 | 64
Supralabiales 11a13 | 10a13 12a 15 13-14 | 12-14
Infralabiales 11al12 | 10a12 11a16 11-14 | 12-14
Interrectaless 20-25 20-26 ND ND ND
Escamas de la mitad del 21-24 91-23 95 3 28 25-26 25
cuerpo
Intersupraoculares 3 2a4 3 ND ND

*ND (no determinado)

El fenograma (Figura 18) fue generado mediante matriz de datos (cuadro 6) utilizando los
caracteres de las escamas y la presencia de proteinas de las especies parentales que se

heredaron en algunos hibridos. La banda de 31 kDa se presenté en C. polystictus parental
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hembra mientras que la de 26 kDa se present6 en C. aquilus parental macho. El fenograma
mostrd similitudes y diferencias entre los organismos hibridos y las especies parentales,
mostrando dos grupos en general. EI primer grupo esta conformado por todos los organismos
hibridos y la especie parental C. polystictus. Dentro del segundo grupo se encontraron los
organismos pertenecientes a la especie C. aquilus. Estos resultados sugieren que a demas del
tipo de escamas, el patron de proteinas puede resultar importante para la separacion de estas

dos especies.

Cuadro 6. Matriz de datos de tipos de escama y bandas de proteina en kDa. Banda de C.

aquilus CA, banda de C. polystictus.

OTUS PMD | BC | EC | SUB | VEN | SUP |INF|EMC |CA | CP | 23 [200]| 86 | 77 | 70 | 50 :i
Hibridol 39 | 4|12 24 | 155 | 13 |11 | 25 |1 (1|01 |1]1|0|1]|1
Hibrido 2 34 | 3 |11| 19 (157 |12 |12 25 |1 (10|02 ]1|1]0]|2
Hibrido3 31 | 3|10 21 163 | 13 |12 25 |1 |1|0}|0]|]0O]|]2|1]0]2
Hibrido4 32 | 4|10 26 | 160 | 14 |14 26 |1 |1 |0|0]|O]2|1]|1]2
Hibrido5 32 | 5|12| 21 | 164 | 14 (14| 25 |2 |01 1|21 ]1|1|1]2
Hibrido6 36 |7 |12| 26 | 161 | 14 (14| 25|21 |1 (11|11 (1|0]3
Hibrido7 32 | 4|12} 27 | 158 | 13 (13| 25 |1|0O0f1 0|2 |1(1|0]3

C. aquilusg 29 | 4 |10 25 (152 | 11 |11 23 |1 | O | O |2 |O|O|O]|1 ]2
C.aquiluso | 27 | 4 (10| 26 | 145 | 11 (11| 23 |99|99 (99| 1|0 |1 | 1|12
C.aquilusv | 30 | 4 [10]| 26 | 143 | 12 | 12| 23 [99 /99 99|99 | 0 |99 |99 |99 |99
polysictusH 99 | 5|12| 20 | 165| 14 (14| 25| 0|21 |(1|0]|0O]1|1|0]3
polysglctusM 99 | 5 |12| 30 | 141 | 14 |14 | 27 |99|99 (99| 1|0 | 1|1 |03

Tanto C. aquilus como C. polystictus comparten la misma zona de distribucion (Ramirez-
Bautista et. al., 2004), y es muy comln que se observen en habitats muy parecidos, lo cual
muy probablemente pueda llevar a la hibridacion en estado natural en estos sitios de
convergencia. Los hibridos poseen caracteristicas fenotipicas mas parecidas a C. polystictus,
aungue los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la letalidad del veneno en

mas similar a C. aquilus.
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PMD BC EC SUB VEN sup INF
Hibridoa 39. 0000 4.0000 12.0000 24.0000 155.0000 13.0000 11.0000
Hibridoe 24.0000 2.0000 11.0000 19.0000 157.0000 12.0000 12.0000
HibridoC 31. 0000 3.0000 10.0000 21.0000 163.0000 13.0000 12.0000
HibridoD 22. 0000 4.0000 10.0000 26.0000 160.0000 14.0000 14.0000
Hibridoe 22. 0000 5.0000 12.0000 21.0000 164.0000 14.0000 14.0000
Hibridor 36. 0000 7.0000 12.0000 26.0000 161.0000 14.0000 14.0000
HibridoG 32. 0000 4.0000 12.0000 7.0000 158.0000 13.0000 13.0000
C. aquilusg 29. 0000 4.0000 10.0000 25.0000 152.0000 11.0000 11.0000
€. aquiluso 7. 0000 4.0000 10.0000 26.0000 145.0000 11.0000 11.0000
C. aquiluswv 20. 0000 4.0000 10.0000 26.0000 142.0000 12.0000 12.0000
C. polystictusH 99, 0000 5.0000 12.0000 20.0000 165.0000 14.0000 14.0000
C. polystictusm 99. 0000 5.0000 12.0000 30.0000 141.0000 14.0000 14.0000
EMC BANDA CA BANDA CP 23 200 86 77
Hibridoa 25.0000 1.0000 1.0000 0. 0000 1.0000 1.0000 1.0000
Hibridos 25. 0000 1.0000 1.0000 0. 0000 0. 0000 1.0000 1.0000
Hibridoc 25. 0000 1.0000 1.0000 0. 0000 0. 0000 0. 0000 1.0000
HibridoD 26. 0000 1.0000 1.0000 0. 0000 0. 0000 0. 0000 1.0000
HibridoE 25. 0000 1.0000 0. 0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
HibridoF 25. 0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
Hibridog 25. 0000 1.0000 0. 0000 1.0000 0. 0000 1.0000 1.0000
C. aquilusg 23. 0000 1.0000 0. 0000 0. 0000 1.0000 0. 0000 0. 0000
C. aquiluso 23.0000 99.0000 99.0000 99.0000 1.0000 0. 0000 1.0000
C. aquiluswv 23.0000 99.0000 99.0000 99.0000 99.0000 0.0000 99.0000
C. polystictusH 25. 0000 0.0000 1.0000 1.0000 0. 0000 0. 0000 1.0000
<. polystictusm 27.0000 99.0000 99.0000 99,0000 1.0000 0. 0000 1.0000
70 50 66-97
Hibridoa 0. 0000 1.0000 1.0000
Hibridoe 1.0000 0.0000 2.0000
HibridoC 1.0000 0. 0000 2.0000
HibridoD 1.0000 1.0000 2.0000
Hibridoe 1.0000 1.0000 2.0000
Hibridor 1.0000 0. 0000 3.0000
HibridoG 1.0000 0. 0000 3. 0000
C. aquilusg 0. 0000 1.0000 2.0000
<. aquiluso 1.0000 1.0000 2.0000
C. aquiluswv 99.0000 99.000 99. 000
C. polystictusH 1.0000 0. 0000 3. 0000
C. polystictusm 1.0000 0. 0000 3. 0000

Figura 18. Fenograma obtenido mediante un analisis de similitud utilizando el coeficiente
taxonémico de similitud entre organismos hibridos y las especies parentales C. aquilus y C.
Polystictus. Fenograma agrupado mediante UPGMA Se utilizaron valores de tipo de escamas y
proteinas. Cag8g, Cag9o, CaqglOv (organismos machos C. aquilus), CpolyH (C. polystictus hembra),
CpolyM (C. polystictus macho).
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VII.  CONCLUSIONES

El perfil electroforético mostro diferencias en la presencia de proteinas tanto entre las especies
parentales como en los organismos hibridos, presentando combinaciones complejas. De
acuerdo a los zimogramas, en todos los casos en se encontré actividad proteolitica en
proteinas de alto y/o bajo peso molecular, observandose alta variabilidad entre individuos. Al
realizar el ensayo especifico para proteasas tipo tripsina, s6lo se observo actividad en
proteinas de alto peso molecular. Lo anterior puede deberse a que algunas proteasas
observadas en los zimogramas en gel co-polimerizado, podrian tener una afinidad diferente
hacia el sustrato BApNA. Las bandas heredadas por C. polystictus (31 kDa) y C. aquilus (26
kDa) que se observaron, se encuentran en el rango normal de peso molecular reportado para
proteasas tipo tripsina en mamiferos. En general se observé alta variabilidad en la presencia
de proteinas y actividades proteoliticas entre individuos, aunque fue posible encontrar bandas
diferenciales con actividad. Entre los individuos con mayor diversidad de proteasas se
encontraron el hibrido hembra 5 y el parental macho C. aquilus 9. Lo anterior sugiere que un
estudio profundo sobre algunas proteasas podria arrojar informacion respecto a la linea
hereditaria en individuos hibridos, aunque los patrones de actividad proteolitica por si mismos

no fueron suficientes para explicar la linea hereditaria ni la letalidad de los venenos.

En cuanto a la cuantificacién de la actividad proteolitica, no se observo un patron especifico
de acuerdo a las actividades individuales de proteasas tipo tripsina o quimotripsina. Los
hibridos 1, 3 y 7 presentaron los valores de actividad tipo tripsina mas altos. Resulta
interesante que la actividad del hibrido 1 fue la mayor para tripsina y quimotripsina,
incluyendo a los parentales, lo cual implica que puede haber cambios en la expresion de esas
enzimas en los hibridos resultantes. Sin embargo, ese individuo no resulté entre los mas
toxicos. Al tratar a las enzimas con inhibidores de protesas tipo tripsina, no se observd
disminucion de la actividad proteolitica, lo que implica la existencia de diferencias con las
enzimas de mamiferos. Dada la variabilidad en cuanto a actividad enzimatica, se determiné la
relacion Q/T donde los individuos; hibrido hembra 5, parental macho C. Aquilus 9, y juvenil
macho C. aquilus 12 presentaron los mayores valores, de los cuales, los dos primeros fueron

los mas toxicos. Las enzimas tipo tripsina usualmente tienen pesos moleculares bajos,
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mientras que en este caso se detectaron moléculas con un peso de 200 kDa, por lo que
resultaria interesante llevar a cabo su purificacion y estudio, ya que mostraron caracteristicas
inusuales con respecto a su peso molecular y resistencia a los inhibidores probados, lo que

permite pensar que puedan ser de interés en sus potenciales de aplicacion biotecnolégica.

Al calcular las DLso con mezclas de veneno de hibridos hembra, hibridos macho, parental
hembra C. polystictus o parental macho C. aquilus se observd que s6lo las mezclas de
hibridos hembra y parental macho C. aquilus fueron letales. Estas mezclas contenian,
respectivamente, veneno del hibrido hembra 5 y del parental macho C. aquilus 9. Se sugiere
profundizar en la utilidad de esta relacion en estudios de DLsg de venenos. Seria conveniente
ampliar el estudio a un mayor grupo de enzimas y determinar las relaciones entre actividades
que pudieran dar mayor informacion sobre el papel que juegan las proteasas individuales y en

conjunto sobre la letalidad del veneno de Crotalus.

En cuanto a las caracteristicas fenéticas determinadas por el tipo de escamas, Y las bandas de
proteina, se observd mayor similitud entre los organismos hibridos y el parental hembra C.
polystictus. Por lo cual ademas del tipo de escamas, el perfil proteico puede ser de utilidad al

realizar estudios de diversidad fenética.

Se sugiere continuar con estos estudios a fin de conocer mejor las caracteristicas del veneno
de Crotalus, la composicion y naturaleza de sus proteasas y otros componentes y la relacion
que tienen con la letalidad del veneno, a fin de aprovechar esta informacion en la elaboracién

de antidotos, asi como para generar otras posibles aplicaciones biomédicas y biotecnologicas.
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IX. ANEXOS

9.1 ANEXO 1. Determinacién de concentracion de proteina por el método de
Bradford (1976)

M¢étodo de Bradford tradicional.

1. Reactivo de Bradford: se pesan 100 mg de Commassie Blue G-250 en un vaso de
precipitados de 200 mL. Se agregan 50 mL de etanol al 95% y se mantiene en agitacion
continua hasta su completa dilucién por 1 hora. Se afiaden de forma gradual 100 mL de acido
fosforico al 85%. Se afora a 1 L con agua tridestilada, se filtra a través de membrana de 0.45

micras y se almacena a 4°C en un recipiente ambar por lo menos una noche antes de su uso.
2. Solucidn de albumina (ASB) 1mg/mL

3. Procedimiento. Mediante una micropipeta de 200 uL se preparan las diluciones de

albumina por duplicado de acuerdo al Cuadro 7:

Cuadro 7. Diluciones para la determinacion de concentracion de proteina por el método
de Bradford.

Tubo ul de PBS | ul de ASB (mg/mL)
0 50 0
1 40 10
2 30 20
3 20 30
4 10 40
5 0 50

Una vez agregado el PBS y la ASB se agregan 2.5 mL de reactivo de Bradford, se agitan en

vortex y se dejan reposar por 15 min. Leer en el espectrofotometro a 595 nm.
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Meétodo de Bradford (Placa de Elisa 96 pozos)

1. Se prepararon 5 diluciones de un estdndar de proteina el cual sera representativo para
la solucidn de proteina que sera probado. El rango linear del ensayo para BSA es de
1.2 2 10.0 pg/mL, mientras que con IgG el rango linear es de 1.2 a 25 pg/mL.

2. Preparacion de estandares:

a. Hacer una solucion de BSA de 1 mg/mL, para dejar estandares a las

concentraciones de

- 50pg/mL - 300 pg/mL
- 100 pg/mL - 400 pg/mL
- 200 pg/mL - 500 pg/mL

b. Preparacion del Reactivo de Bradford [Proveniente de Bio-Rad]:

Se diluyen: 1 parte (en volumen) del reactivo de Bradford en 4 partes de agua (1:4).
Se prepara tomando en cuenta el volumen total de las muestras a medir, con un
rango de 500 a 800 uL de exceso, debido a que se pega a las paredes del recipiente

del cual se toma.

Las soluciones de proteina son analizadas normalmente con duplicados o triplicados.
Adicione 10 pL de la muestra (o de agua pura, en caso del blanco) en el pozo.

Adicione 200 uL del reactivo concentrado a cada uno de los tubos y agite con el vortex.

o g~ w

Incube a temperatura ambiente por lo menos 5 min. La absorbencia se incrementara
conforme pase el tiempo; las muestras no deben incubarse por mas de 1 hora.

7. Realice las lecturas a 595 nm.
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9.2 ANEXO 2. Determinacion de actividades proteoliticas y actividad inhibitoria

de serin proteasas.
Actividad proteolitica tipo serin proteasas (Erlanger et al., 1961)

a) Actividad tipo tripsina: Se cargaron 20 pL de de muestra de veneno de Crotalus en una
dilucién 1:1000 en agua desionizada, 20 pL de sustrato BApNA (BApNA 0.01 M en
Dimetilsulfoxido (DMSO) [43.5 mg/10 mL]) y 200 pL de buffer tris pH 8 (Tris-HCI 0.1 M
pH 8 [6.005 g /500 mL agua]) en una placa de 96 pozos la cual fue colocada en un
espectrofotometro de placas BioRad y se ley6 a una longitud de onda de 405 nm después de
30 min de incubacion.

b) Actividad tipo quimotripsina: Se utilizaron 20 puL de de muestra de veneno de
Crotalus en una dilucién 1:100, 20 pL de sustrato SAAFpNA 0.01 M en Dimetilsulfoxido
(DMSO) [43.5 mg/10 mL]) y 150 ul de buffer Tris pH 8 en una placa de 96 pozos la cual
fue colocada en un espectrofotdmetro de placas BioRad y se leyo a 405 nm. Debido a la

baja actividad de quimotripsina, las muestras se incubaron durante 2 h a 37°C.
La actividad de las proteasas se calculd de acuerdo a la siguiente ecuacion:
UA/mL= Abs Enz / (0.01*Ve)

Donde: Ve = volumen (mL) del extracto enzimatico. Una unidad de actividad proteolitica

se define como un incremento de 0.01 de absorbencia a 405 nm

Determinacion de actividad inhibitoria de serin proteasas (tipo tripsina) Erlanger
(1961).

Se prepard la muestra con 140 pL de buffer Tris pH 8, 20 puL de veneno (de una dilucion
1:1000) y 70 pL de inhibidor. Se dejd incubar 15 min, se agregd el sustrato BApNA,
especifico para tripsina y se leyd la absorbencia a 405 nm. Se utiliz6 una muestra blanco
con 200 pL de buffer Tris pH 8 y 20 pL de veneno (de una dilucion 1:1000) en las mismas
condiciones. Se utilizaron tres inhibidores especificos: dos extraidos de plantas Hyptis

suaveloens Tripsin inhibitor) HSTI , TBPI (Inhibidor de Proteasas de frijol tépari) y EDTA
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(&cido etilendiaminotetraacético). La actividad Inhibitoria es definida como el nimero de

unidades de enzima inhibida de acuerdo a los siguientes calculos:

UI/mL= (Abs Enz — Abs Inh) / (0.01* Vi)

Donde Vi= volumen de inhibidor

ANEXO 3. Electroforesis de poliacrilamida método de Laemmli (1970)

1. Limpiar los cristales con jabon y enjuagarlos con abundante agua destilada. Después

limpiarlos con metanol para deslipidizarlos.

2. Colocar entre ambos cristales el separador del grosor indicado. Fijar los cristales
procurando que queden a la misma altura con el fin de que el gel no se salga. Para ello se

utiliza el soporte de las placas donde posteriormente se polimerizara el gel.

3. En el soporte para las placas se colocan las gomas inferiores. Se prepara el gel separador.
Se afiade dicho gel entre las placas hasta una altura media del cristal. Después de afiadir el

gel se pone etanol sobre la superficie.

4. Completa la polimerizacion del gel separador se elimina el agua con ayuda de papel
secante. Se adiciona el gel concentrador, hasta llenar totalmente el espacio entre los dos
cristales. Rapidamente se incluye el peine con cuidado de que no se formen burbujas. Se

polimeriza en unos 10 min.

5. Sacar el peine con cuidado de no romper el gel. Afiadir el tampon de electroforesis en las

calles del gel concentrador.

6. Montar el gel en la cdmara de electroforesis: Acoplar el gel al electrodo y cargar las
muestra con una micropipeta, 20 pl por cada pozo. Poner el tampon de electroforesis en la
camara interna del electrodo hasta cubrir el gel por completo y el resto depositarlo en la

cubeta de electroforesis. Conectar los electrodos rojo y negro con su propio color a la
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fuente de alimentacion. El gel se corre a 80 V, hasta que el frente de azul de bromofenol

Ilega al final del gel.

7. Se desmonta el gel y se separa de las placas.

Los geles una vez corridos se fijaran y colorearan con Azul brillante de Coomasie

(BioRad). Se correra simultdneamente marcadores de peso molecular (SIGMA).

Los geles de corrida se preparan de acuerdo al siguiente cuadro al 10%:

Cuadro 8. Soluciones para preparar geles de poliacrilamida

Concentracion final del gel (20 mL; 2 ea. 1.5mm

5% 7.50% 10% 12.50% 15%
Solucién del monémero 3.3mL 5mL 6.7 mL 8.3 mL 10 mL
4x Buffer para correr gel 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL
SDS al 10% 0.2 mL 0.2 mL 0.2 mL 0.2 mL 0.2 mL
ddH20 11.4 mL 9.7 mL 8 mL 6.4 mL 4.7 mL
Persulfato de amonio 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul
TEMED 6.7 ul 6.7 ul 6.7 ul 6.7 ul 6.7 ul
Concentracion final del gel (20 mL; 2 ea. 1.5mm

5% 7.50% 10% 12.50% 15%
Solucion del monémero | 1.67 mL 2.5 mL 3.3mL 4.2 mL 5mL
4x Buffer para correr gel | 2.5 mL 2.5 mL 2.5 mL 2.5 mL 2.5 mL
SDS al 10% 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL
ddH20 5.7 mL 4.9 mL 4 mL 3.2 mL 2.4 mL
Persulfato de amonio 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul
TEMED 3.3ul 3.3ul 3.3ul 3.3ul 3.3 ul
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Meétodo de preparacién de soluciones stock

Solucién del monémero (30.8% T 2.7% Cyis)

Se preparé con 60 g de acrilamida (FW 71.08), 1.6 de bisacrilamida (FW 154.2) y se aforé

con 200 mL con ddH20 y se guard6 a 4°C en oscuridad.
4X Buffer para correr gel (1.5M Tris-Cl, PH 8.8)

Se prepar6 con 36.3 Tris (FW 121.1) y se agregé 150 mL ddH.O. Se ajustd el pH hasta
8.8 con HCl y se aforé a 50 mL con ddH20. Se guardo a guard6 a 4°C en oscuridad

SDS al 10%

Se prepar6 con 10 g de SDS y se afor6 a 100 mL con ddH2O. Se guardd a temperatura

ambiente
Persulfato de Amonio al 10% (iniciador)

Se prepard con 0.1 g de persulfato de amonio y se aforé a 1.0 mL con ddH2O. Se preparé al

momento de necesitarla para evitar degradacion.
Buffer de tanque (0.025 M de Tris, 0.192 M de glicina, 0.1% de SDS, pH 8.3)

Se prepard con 30.28 g de Tris (FW 121.1); 144.13 g de glicina y 10 g SDS. Se afor6 a 10

L con ddH20. Se guardd a temperatura ambiente
Buffer renaturalizante 0.1 M Tris-HCL pH 8

Se prepard un volumen final de 200 mL con 2.41 g de Tris HCL PM 121 0.1 M (para 200
mL); 0.007g de Cistina PM 240.3 (para 100 mL); 0.0363g Cisteina PM 121.2 (para 100
mL) y 0.0744g de EDTA PM 372.2 (para 200 mL)
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Los g de cistina-cisteina se hicieron al doble para que las relaciones fuesen iguales a los g
pesados para el buffer tris y el EDTA. 1 mM de EDTA, 0.3 Mm de cistina y 3mM de

cisteina disueltos en buffer tris.

9.3 ANEXO 4. Zimogramas

Zimogramas en matriz de celulosa

Terminada la elctroforesis se lava el gel con agua desionizada para homogenizar el pH.

Después se lava con una solucion renaturalizante de cisteina-cistina por 30 min lo que

restablece los puentes disulfuro.

Se desecha el sobrenadante y se agrega buffer tritdn x100 mas tris pH 8 durante 5 minutos

para eliminar el SDS 10%.

Se enjuaga con agua desionizada por 15 segundos.

Se agrega buffer tris por 10 minutos para equilibrar el pH, se tira el sobrenadante y se

coloca papel filtro para eliminar el exceso de agua.

Una vez quitado el exceso de agua se coloca una matriz de celulosa saturada con sustrato

BApNA para protedlisis por enzimas tipo tripsina

Se incuba por 2 horas a 37°C o hasta que se observen bandas amarillas resultado de la

proteolisis.

Una vez observados indicios de protedlisis se hacen lavados con agua desionizada. Se lava
con NA;NO3 0.1%, sulfato de amonio y con n-1-naftiletilendiamina, durante 5 minutos

cada una.

Para el analisis de quimotripsina se siguen los mismos pasos anteriores, utilizando el

sustrato SAAFpNA, como sustrato especifico para estas serin proteasas.

61



Zimogramas con geles de acrilamida co-polimerizado con el sustrato
Electroforesis se efectla de acuerdo al método de Laemmli (Laemmli 1970)

Terminada la electroforesis se lava el gel para activar las proteinas, semi-desnaturalizadas
por el SDS, por medio de un detergente no polar, el Triton X-100. Mediante dos lavados de

30 minutos con la solucién de activacion.
Buffer de activacion

Se prepar6 con 6.057 g de Tris HCI 0.05 M, pH 7.4 (para 1000 mL); 25 mL de Triton X-
100, 2.5% (v/v) (para 1000 mL)

El gel se deja incubar por 24 horas a 37°C en el buffer de reaccion:
Buffer de reaccion

Se prepar6 con 6.057 g de Tris HCI 0.05 M, pH 7.4 (1000 mL); NaCl 2 0.005 M
(con 0.5549 g de CaCl2 — 1000 mL); 11.688g de NaCl 0.2 M (para 1000 mL) y 0.02 mL
de Triton X-100, 0.02 % (v/v) (para 1000 mL)

Una vez activadas las proteinas, se lava los geles dos veces con buffer tris pH 7.4 por 10

minutos (Fernandez -Resa, et al., 1995)

Al terminar la incubacidn el gel se tifie con azul de Coomassie R-250 0.05%(p/v), disuelto
en metanol-acido acético (40:10)(Wagstaff, et al., 2002). De 30 min a 3 horas.

Los geles se destifien con una solucién metanol: acido actico (40:10), hasta que las bandas

son apreciadas de manera clara.
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9.4 ANEXO 5. NTSYSpc
Excel:

Se copia la matriz de base de datos a un archivo nuevo, y se pega en A2. En las columnas

los OTUS (organismos) y en las filas los caracteres.

En la primer fila (A1) se pone el nimero 1, en B1 el numero de caracteres, en C1 el numero

de OTUS; si existen dato faltantes se colocaenD1 el cddigo 99.
NTSYSpc

1. Se abre Edit y se importa el archivo-DDE. Se gurda como archivo .NTS

2. General-output para ver la matriz.

3. En la opcion Similarity-calcular el coeficiente taxondmico de similitud (DIST)
utilizando la matriz anterior.se guarda la matriz resultante como archivo .NTS

4. Se calcula la matriz del arbol en base al archivo anterior, y se obtiene el fenograma
mediante clustering -SHAN-se utiliza UPGMA, y se guarda el archivo como
upg.nts.

5. Para ver el fenograma, en el paso 4 se selecciona el icono del fenograma: Plot Tree,
se utiliza el archivo anterior de UPGMA.

6. Coeficiente de correlacion (r) en clustering-cophenetic values (coph)-se utiliza la
matriz del arbol y se guarda el archivo nuevo. Graphics-Matriz de comparacidon-(x)

matriz de similitud original y en (y) la matriz cofenetica. Se obtiene el valor de r.

Datos pueden o no ser estandarizados, dependiendo del grado de diferencia entre esos.
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