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RESUMEN

Las serpientes del género Micrurus, con 85 especies son las principales representantes
de la familia Elapidae en América del Sur. Los accidentes ofidicos causados por la
mordedura por estas serpientes son poco probables, pero desencadenan un
envenenamiento severo caracterizado por la alta neurotoxicidad. El presente trabajo
tuvo como objetivo evaluar la variabilidad interespecifica de la composicion y
abundancia relativa de las toxinas presentes en venenos de serpientes coral. Los
venenos de tres especies de serpientes del género Micrurus: M. lemniscatus helleri M.
mipartitus y M. multiscutatus de Ecuador fueron analizados por “snake venomics”, una
estrategia protedmica para determinar su composicion. Las proteinas fueron separadas
mediante RP-HPLC y SDS-PAGE, y digeridas con tripsina para su posterior analisis por
espectrometria de masas en tandem (MS/MS) y asignacion a familias de proteinas. En
el veneno de M. lemniscatus helleri se encontraron seis familias de proteinas, donde las
fosfolipasas A2 (PLA2) predominaron con 72,13%, mientras que en M. mipartitus, se
hallaron cuatro familias de proteinas, donde las toxinas de tres dedos (3FTx) componen
el 63,40% del proteoma total. Sin embargo, para M. multiscutatus, no se pudo realizar
una buena identificacion que determine la predominancia entre los fenotipos PLA2 y
3FTx. El conocimiento de la composicion de los venenos de serpientes Micrurus,
permitiria racionalizar la reactividad cruzada de los antivenenos poliespecificos vy
mejorar su eficiencia para neutralizar los envenenamientos.

Palabras clave: Espectrometria de masas, Micrurus, fosfolipasa A., toxina de tres
dedos, protedmica
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ABSTRACT

Micrurus is a genus of venomous coral snakes with 85 species, making them the main
representatives of the Elapidae family in South America. Ophidian accidents caused by
coral snakes are unlikely, but they trigger severe envenoming characterized by high
neurotoxicity. The objective of this study was to evaluate the interspecific variability of
the composition and relative abundance of the toxins present in coral snake venoms.
The venoms of three species of snakes of the genus Micrurus: M. lemniscatus helleri M.
mipartitus y M. multiscutatus from Ecuador were analyzed by “snake venomics” a
proteomic strategy to determine their composition. Proteins were separated by RP-HPLC
and SDS-PAGE, and digested with trypsin for further identification by ESI tandem mass
spectrometry (MS/MS) and assignment to know proteins families. Six families of proteins
were found in the venom of M. lemniscatus helleri, where phospholipases A2 (PLA2)
predominated with 72,3%, while in M. mipartitus, four families of proteins were found,
where three-finger toxins (3FTx) prevailed with 63,40%. However, for M. multiscutatus,
a significant identification could not be made to determine the predominance between
PLA2 y 3FTx. Knowledge of the composition of the venoms of species of the genus
Micrurus would allow rationalizing the cross-reactivity of polyspecific antivenoms and
improving their efficiency in neutralizing envenoming.

Keywords: Mass spectrometry, Micrurus, phospholipase A2, three finger toxins,
proteomics.
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1. CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Antecedentes

1.1.1. Veneno y accidentes ofidicos

El veneno es considerado como una secrecién compleja de proteinas, péptidos y otras
moléculas con multiples actividades biolégicas. Este material biol6gico biodiverso es
producido en una glandula exocrina especializada en las serpientes. Es usado
principalmente con la finalidad de inmovilizar, matar y digerir a la presa, también como
un mecanismo eficiente de defensa para atacar a posibles depredadores o enemigos
[1,2]. Los venenos son fenotipos integrados, complejos y adaptativos que representan
sistemas de interés valiosos para investigaciones multidisciplinarias de procesos
evolutivos, ecoldgicos, bioquimicos, farmacoldgicos, biotecnolégicos y epidemiolégicos.
Estos cuentan la transformacion de genes ordinarios en toxinas mortales, sus efectos

fisiopatoldgicos y aplicaciones [3].

El envenenamiento ocasionado por la mordedura de serpiente u ofidismo es una fuente
de gran impacto en la morbilidad y mortalidad de los seres humanos [4]. Por tanto,
destaca como un problema de salud publica y es reconocido por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) en la categoria mas alta de enfermedades desatendidas
(NTD), [5,6], especialmente es relevante en las zonas tropicales y subtropicales en el
mundo. Se estima que cada afio mas de 1,8 y 2,7 millones de personas sufren
envenenamiento por mordeduras de serpientes, resultando en una estadistica
significativa representada por alrededor de 400000 discapacidades y entre 81000 y
138000 muertes [7]. Sin embargo, la cifra real de casos puede ser mas alta, dado que
esta patologia adolece importantes problemas de subregistro y afecta en su mayoria a
habitantes de zonas socioeconémicamente vulnerables con poca accesibilidad a
sistemas de salud adecuados. De acuerdo a estudios epidemiolégicos, la poblacién de
trabajadores rurales que se encuentran realizando sus actividades en campo, son
generalmente los mas afectados [5,8]. Por tanto, los venenos no solo causan impactos
catastroficos a las victimas, sino que también pueden comprometer el futuro de sus

familias y comunidades [3].



1.1.2. Ofidismo en Ecuador

El ofidismo en Ecuador aliin permanece como un problema de salud publica que no ha
sido correctamente atendido ni controlado. Sin tomar en cuenta los casos no notificados,
se estima segun estadisticas hospitalarias, que ocurrieron de 1400 a 1800 casos del
afio 2014 al 2019, con una incidencia promedio de 9,1 casos por cada 100000
habitantes y una mortalidad promedio de 0,07 [9]. En el 2020 se registraron
aproximadamente 1438 casos de mordedura de serpiente, siendo la Costa y la
Amazonia, las regiones con mayor incidencia anual con 49,39% vy 37,44%
respectivamente, el 16,3% del total de los casos se clasific6 como mordedura de
serpiente grave. Donde el grupo de edad mas afectado es el de 20 a 49 afos,
predominando el sexo masculino relacionado con factores de exposicién laboral [10].
Cabe recalcar que no existe informacion referente a las comorbilidades asociadas como

amputaciones y traumas psicologicos [3,11].

1.1.3. Serpientes del Ecuador

Ecuador es uno de los paises megadiversos del mundo, tiene el mayor nimero de
especies de reptiles por unidad de éarea. Existen alrededor de 240 especies de
serpientes, siendo 36 venenosas y se registran dos familias de interés toxicolégico:
Elapidae y Viperidae, con 19 y 17 especies respectivamente [1,12]. Se encuentran
distribuidas en todas las provincias del pais, a excepcion de Galapagos, donde solo esta
presente la serpiente marina Hydrophis platurus [11,13]. Las serpientes género
Bothrops de la familia Viperidae, como B. asper conocida como equis y B. atrox como
pitalala, son las que ocasionan el mayor numero de accidentes (Valencia et al., 2016).
Por el contrario, las serpientes de la familia Elapidae reflejan menor incidencia en

accidentes ofidicos con menos de 1% de los envenenamientos [14].

1.1.3.1. Micrurus

La familia Elapidae se considera un grupo monofilético que cuenta con 55 géneros, el
género Micrurus es el més diverso con 85 especies (registradas en Reptile Database),
distribuidas desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de Argentina [15,16], pero
s6lo 18 han sido estudiadas con la finalidad de determinar su perfil proteico [17-19].
Varios paises latinoamericanos conocen la composicién de los venenos de corales

presentes en sus territorios. Sin embargo, Ecuador no se encuentra en el mapa (Fig. 1).
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En el pais se registran 18 especies de corales [1]. Generalmente no presentan
comportamiento agresivo, sino que son considerados como animales ddciles, que usan
su veneno como mecanismo de defensa y alimentacion. Por tanto, los accidentes
ofidicos en humanos es poco probable, a menos que sean provocados o por descuidos
[1,16,20]. Sin embargo, son serpientes que desencadenan un envenenamiento severo
en humanos, caracterizado por la alta neurotoxicidad [2,18,21—-24], se estima que 5 mg

de veneno pueden ser letales [15]

Micrurus fulvius
tener
ruatanus
mosquitensis
alleni
nigrocinctus
clarki
dumerilii
mipartitus
tschudii
multifasciatus
12 M. corallinus

13 M. altirostris

14 M. surinamensis
15 M. frontalis*

16 M. pyrrhocryptus*
17 M. lemniscatus helleri (CO)
18 M. I. carvalhoi (SP)

19 Miicrurus sp. (Saquarema, RJ)
20 Micrurus sp. (Vigosa, Alagoas)
21 M. ibiboboca (Bahia)

22 M. ibiboboca* (Jodo Pessoa)

CoONOOTULANWNRK

IIIIZIZTZIRRR

Figura 1. Distribuciéon geografica de los proteomas del veneno de
Micrurus con predominio 3FTx/PLA2. Los graficos de pastel
muestran la ocurrencia relativa de 3FTx (rojo), PLA2 (verde)

y otras familias (blanco).
Fuente: Sanz et al., 2019.



1.1.4. Toxinas del género Micrurus

De las 18 especies de serpientes del género Micrurus que han sido estudiadas [17,19],
se encontraron 22 familias de proteinas, donde se hall6 un promedio de 6-8 familias,
reportando un minimo de 3 y un maximo de 11 familias de proteinas diferentes por
especie. Las toxinas de tres dedos (3FTX) y las fosfolipasas A, (PLA?) son las Unicas
familias que se encuentran presentes en todas las especies estudiadas [16]. Las demas
familias de proteinas comunes, pero no omnipresentes, incluyen metaloproteinasas
(MP), L-amino oxidasas (LAQO), inhibidores de serina proteasa de tipo Kunitz (Kun), serin
proteasas (SP) y proteinas de tipo lectina tipo C (CTL) [17,25-27].

1.1.4.1. Neurotoxinas y envenenamiento

Las a-neurotoxinas, también conocidas como 3FTX, se caracterizan por producir efectos
postsinapticos por su unién en el receptor nicotinico, mientras que las B—neurotoxinas
representadas por las PLA2 del grupo |, son responsables de alterar la liberacion de
acetilcolina debido a sus efectos presinapticos [6,7,16,19,28]. Los sintomas del
envenenamiento aparecen entre 2-6 horas de la mordida y a las 48 horas pueden
alcanzar su maximo, aunque se han registrado muertes en menos de 24 horas. Los
signos clinicos usados para diagnosticar un envenenamiento son: dolor local,
parestesia, vision borrosa y ptosis palpebral (caida de parpados), disartria (dificultad
para hablar), sialorrea, disfagia, fasciculacion muscular, diplopia y debilitamiento
general de los musculos. En casos graves, se desarrolla un paro respiratorio y muerte
debido a la paralisis neuromuscular e insuficiencia respiratoria [2,15,19,22]. Se han
observado casos de pacientes con sintomas leves o asintomaticos que presentan
paralisis en un corto intervalo de tiempo [29]. Por lo tanto, el antiveneno apropiado debe
administrarse rapidamente para prevenir la ocupacion de los receptores de acetilcolina
de la unién neuromuscular [22]. También se han reportado alteraciones en parametros
de coagulacion, generacion de edemas y miotoxicidad [20]. Cabe recalcar que a
diferencia del envenenamiento por la familia Viperidae, las serpientes coral carecen de
manifestaciones locales de importancia, solo parestesia, edema y dolor leve [22].

Ademas, no cruzan la barrera hematoencefélica [7,30].



1.1.4.2. Dicotomia 3FTxy PLA2

Los venenos que han sido caracterizados proteémicamente demuestran una dicotomia
fenotipica desconcertante, caracterizada porque su arsenal de toxinas estad dominado
por PLA; y 3FTx [19,29]. El fenotipo rico en PLA; se ha observado en especies
filogenéticamente méas derivadas, en comparacion con el fenotipo rico en 3FTX, que
ocurre en especies mas basales, probablemente representan la condicién del veneno
ancestral [17,18]. La falta de agrupamiento filogenético de estos fenotipos divergentes,
sugiere que la filogenia por si sola no puede ser la razén principal de la evolucién de los

venenos [19].

Se propuso que los fenotipos expresion divergentes parecen estar relacionados con
posiciones filogenéticas, patrones histéricos de dispersion geogréfica y la distribucién
actual a lo largo del eje Norte-Sur de América [17,31]. Por lo tanto, mediante el mapeo
de la dicotomia a través del continente apunta a un patrén filogeografico. Es evidente
que es necesario un conocimiento mas profundo de la distribucién filogeogréfica y
evolucion de los venenos, para rastrear el camino evolutivo hacia los fenotipos actuales,
y de esa manera racionalizar la reactividad cruzada irregular de los antivenenos para
serpientes del género Micrurus y mejorar su eficiencia para neutralizar los

envenenamientos [18].

Cabe recalcar, que los taxones del género Micrurus generalmente no se alimentan de
roedores, por lo que, correlacionar un fenotipo particular con la dieta requiere un analisis
LD50, pero en la presa natural de la serpiente [19]. Ademas, para comprender de mejor
manera el origen de la dicotomia del fenotipo del veneno que se presenta en las
serpientes del género Micrurus, son necesarios mas estudios a nivel intra e

interpoblacional de la composicién de veneno de otras serpientes corales.

1.1.5. Antivenenos anticoral

Los antivenenos de primera y segunda generacion consisten en inmunoglobulinas G
(IgG) purificadas, obtenidos a través de la inmunizaciobn de un animal con veneno
(generalmente de equinos) en concentraciones no letales [23,32]. Estos pueden ser
monovalentes (con anticuerpos contra venenos de una sola especie) o polivalentes
(anticuerpos contra venenos de diferentes especies) [33]. Sin embargo, la composicion

del veneno puede ser alterada por variaciones epigenéticas [34], por los diferentes
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estadios del desarrollo ontogénico, asociado a cambios filogenéticos, sexo, habitos
alimenticios y condiciones ambientales [2,20]. Tomando en cuenta la variabilidad
antigénica, el antiveneno preparado para neutralizar el veneno de ciertas especies de
serpientes de una region geografica determinada, podria tener poca o ninguna eficacia
neutralizante con las especies de otra region [22]. Ademé&s se ha demostrado que la
variacion inter e intraespecifica del veneno de serpientes puede afectar la capacitad de

neutralizacién de los antivenenos [35].

La produccion de antivenenos de Micrurus es compleja y desafiante debido a las
caracteristicas bioguimicas e inmunoldgicas de los venenos, la dificultad de mantener a
los especimenes en cautiverio y a la baja cantidad de veneno producido por la serpiente
[6,36,37]. La reactividad inmunol6gica y la neutralizacion cruzada parece ser mayor
entre especies de regiones geograficas similares. Sin embargo, la reactividad cruzada
no siempre esta correlacionada con la capacidad neutralizante de los antivenenos,
porgue no son capaces de neutralizar el efecto letal de los venenos heterélogos [24]. La
dicotomia de los patrones del veneno tiene una relacion con sus propiedades
antigénicas, lo que se correlaciona con sus afinidades filogenéticas. Por tanto, es
necesario aclarar estas relaciones con la finalidad de seleccionar venenos para el

desarrollo de un antiveneno anticoralico polivalente de amplia cobertura geografica [17].

Los paises productores de antivenenos en América son México: Instituto Bioclon, Costa
Rica: Instituto Clodomiro Picado (ICP), Colombia: Laboratorio PRBIOL y el Instituto
Nacional de Salud (INS), en Brasil: Instituto Butantan y en Argentina: Instituto Nacional
de Produccion de Bidlogos (ANPB)[24,33]. En Ecuador la produccién de antivenenos
inicio en el Instituto Nacional de Higiene y Medicina Tropical “Dr Leopoldo Izquieta
Pérez” que después de ser escindido en 2014, la produccién continué a cargo del
Ministerio de Salud Publica e Investigaciones (INSPI), pero en el afio 2014 fue
suspendido por temas relacionados con Buenas Practicas de Manufactura (BPM) [38].
Debido a que el antiveneno es el Unico tratamiento valido contra mordeduras de
serpientes, Ecuador importa de otros paises como Costa Rica, Colombia y Argentina
[9]. En este contexto, es menester subrayar que no existe una evaluacién preclinica de
la eficiencia y eficacia del antiveneno para serpientes del género Micrurus, solo de

especies de vipéridos consideradas de importancia médica en Ecuador [39-41].



1.1.6. Micrurus en Ecuador

1.1.6.1. Micrurus lemniscatus

Micrurus lemniscatus conocida como Coral Acintada Occidental, esta distribuida en
Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Peru, Argentina, Paraguay, Venezuela, Trinidad y
Tobago, Guyana Francesa, Guyana y Surinam. Esta especie se divide en cinco
subespecies, Micrurus lemniscatus lemniscatus, M. lemniscatus calrvalhoi, M.
lemniscatus diutius, M. lemniscatus frontiafasciatus y M. lemniscatus helleri. En Ecuador
se han registrado especies con caracteristicas que atribuyen caracteristicas
pertenecientes a Micrurus lemniscatus helleri. Se encuentra en las provincias de Morona
Santiago, Napo, Orellana, Sucumbios, Pastaza y Zamora Chinchipe (Ver Fig. 2) [1,42].
Se considera una especie de Preocupacion Menor (LC) porque tiene una amplia
distribucion y es una de las serpientes coral mas abundante en el pais. El largo maximo
de esta especie es de 131,5 cm en hembras y 151,7 cm en machos. Es una serpiente
grande en comparacion con otras corales. En Ecuador, se recolectdé un individuo de
114,5 cm de longitud total y existen registros de hasta 145 cm [43]. Posee anillos con
tres colores, rojo, negro y blanco (o amarillo o crema) distribuidos en 8 — 11 triadas, que
es el conjunto de tres anillos negros limitados por anillos rojos (mas anchos), sin marcas
en la zona ventral. Su reproduccion es mediante huevos, se ha registrado activa en el
dia 'y en la noche, con habitos fosoriales superficiales, es semiacuatica y se alimenta de

varios animales como peces, reptiles y anfibios [1].
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Figura 2. Mapa de distribucion potencial de Micrurus lemniscatus en

Ecuador.
Fuente: Arteaga et al., 2021; Foto Quiroz Maria José-BIOWERB, https://bioweb.bio.
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Se reporté un caso de envenenamiento provocado por M. lemniscatus helleri en la
provincia de Pastaza, al manipular la especie al confundirla con una falsa coral. El
paciente fue ingresado a un hospital rural 20 minutos después del accidente. Sin
embargo, la administracién del antiveneno se llevo a cabo dos dias después. Los
sintomas iniciales incluyeron dolor intenso y persistente en la zona de la mordedura,
trombocitopenia y leucocitosis polimorfonuclear, seguido de neumotoérax, obstruccion de
bronquios y una leve rabdomiolisis. Sin embargo, el paciente se recuper6 después de

algunos meses [43,44]

1.1.6.2. Micrurus mipartitus

Micrurus mipartitus también llamada rabo de aji, se distribuye en Costa Rica, Panama,
Brasil, Venezuela, Colombia, Ecuador y Peru. En Ecuador se registré6 como M. mipartitus
decussatus y se encuentra en las provincias de Bolivar, Carchi, Chimborazo, EIl Oro,
Esmeraldas, Guayas, Imbabura, Loja, Pichincha y Santo Domingo de los Tséachilas
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[1,45]. Esta especie es delgada usualmente con una longitud total de 91,4 cm en
hembras y 101,4 cm [1]. Sin embargo, puede alcanzar 120 a 140cm [45,46].
Generalmente M. mipartitus es negra y blanca o negra y amarilla con un anillo parietal
oscuro rojo-anaranjado y 2-8 anillos caudales rojo-anaranjados, hocico negro. Es una
serpiente crepuscular y nocturna y con actividad fosorial superficial. La dieta incluye
serpientes, lagartijas, anfibios, cecilidos anfisbénidos y lombrices [1]. El
envenenamiento tiene efectos neurotdxicos y hemoliticos, siendo en algunos casos,
mayor que los accidentes con Crotalus. El veneno puede actuar inmediatamente
produciendo un dolor transitorio e inflamacién, ademas presentar sintomas como el
desarrollo progresivo de ptosis, hipersalivacion, disfagia, inestabilidad al caminar y
problemas respiratorios con cianosis. Los casos graves por envenenamiento severo,
pueden llevar al desarrollo de hemdlisis, hemogloburina, falla renal con necrosis bilateral

cortical renal [47].
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Modelo de idoneidad del habitat para esta especie en base al algoritmo
BIOCLIM. Las cruces negras representan localidades donde esta especie
ha sido registrada. Para mas detalles sobre la generaciéon del modelo y su

significado visite la seccion de Contenidos. Fecha de generacion: 22/oct/2021

Figura 3. Mapa de distribucion potencial de Micrurus mipartitus en

Ecuador.
Fuente: Rodriguez-Guerra, 2020; Foto Read Morley-BIOWERB, https://bioweb.bio.



1.1.6.3. Micrurus multiscutatus

Micrurus multiscutatus conocida como coral caucana es una serpiente bicolor, roja y
negra con un anillo parietal a veces amarillo, hocico negro muy pequefio [1,48]. El
espécimen mas largo de esta especie es el holotipo de una hembra que mide 84,2 cm,
mientras que 23 cm de largo total maximo en machos (paratipo). Ha sido reportada solo
en la provincia de Esmeraldas (Fig. 4) con aproximadamente 10 ejemplares [1,42,49].
Se considera una especie Casi Amenazada. Es una especie nocturna con actividad
fosorial profunda, con habitos alimenticios desconocidos. Se presume que habita
bosques primarios o poco perturbados, por lo que la informacion y registro de esta
especie es escasa. Su veneno es neurotoxico, sin embargo, se desconocen accidentes
causados por la mordedura de esta serpiente en Ecuador [1].
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Figura 4. Mapa de distribucion potencial de Micrurus multiscutatus en

Ecuador.
Fuente: Viera José, 2021; Foto: Viera José. https://reptilesofecuador.com.
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1.1.7. Venenos como fuente de inspiracién

Asi como las serpientes venenosas son consideradas como un riesgo para las personas
debido a sus mordeduras, juegan un papel importante en la naturaleza al formar parte
de la dieta de un amplio grupo de animales y como control de plagas [1]. Sin embargo,
su rol no se queda en el contexto ecoldgico, el estudio de sus toxinas ha ganado lugar
en la industria como fuente de inspiraciéon para el disefio de nuevas moléculas con
actividad farmacoldgica. Se han desarrollado farmacos que tienen origen en venenos
de serpiente. Por ejemplo, Captopril, un inhibidor oral de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA) usado para tratar la hipertension arterial e insuficiencia cardiaca
[50]; Defibrase es el nombre comercial dado a la batroxobina, una enzima usada como
fibrinolitico, ayuda a tratar eventos cerebrales tromboéticos [11]. Y sin lugar a duda, el

estudio de los venenos ha permitido la produccion de los sueros antiofidicos.
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1.2. Planteamiento del problema a investigar

La variabilidad impredecible del veneno a lo largo de la filogenia y el rango de
distribucién de las serpientes ha causado un amplio espectro de manifestaciones
patoldgicas Yy fiosiopatologicas del envenenamiento. Esto representa un gran desafio
para el desarrollo de antivenenos y la evaluacion preclinica de su eficacia. Por tanto, se
requiere conocer los patrones filogeograficos de los venenos de serpientes actuales e
identificar las toxinas médicamente mas relevantes, y de esa manera evaluar la eficacia
especifica y parespecifica de los antivenenos contra los diferentes venenos homologos

y heterélogos [3].

Por otro lado, la produccion de antivenenos no es una prioridad para las grandes
industrias farmacéuticas. Estas se enfocan principalmente en la produccion
medicamentos con un mercado mas amplio basado en a patologias predominantes en
naciones con alto nivel de ingresos. Ademas, debido a la baja demanda, varios
fabricantes han interrumpido la produccion y se ha evidenciado el incremento de precio
[51]. En este sentido, Ecuador no dispone la produccién antivenenos, y en consecuencia
también se encuentra limitado en experiencia en el @mbito cientifico, como en el estudio

de los venenos de serpientes.

Una limitacion en el estudio de los venenos de Micrurus esté relacionada con su
disponibilidad, dificultad de su recoleccion, baja adaptacién en cautiverio y escasa
cantidad de veneno producido. La mayoria de especies de serpientes coralinas tienen
comportamiento relacionado a habitos fosoriales y nocturnos, por lo que es dificil de
recolectarla, ademas al ser depredadores estenéfagos y ofiéfagos, no se alimentan
facilmente en cautiverio, y mueren después de unos meses [17,20]. Por tal razén, el
veneno de estas serpientes ha sido poco investigado y la disponibilidad de antivenenos
es limitada [17].

En Ecuador, no hay reportes de estudios proteémicos, gendmicos, transcriptomicos y/
o funcionales empleando venenos colectados de serpientes corales. Indudablemente,
el conocimiento de la composicién proteébmica (venoma) de serpientes es una etapa
indispensable para la produccion de los antivenenos. En virtud de lo expuesto, es
relevante en el pais llevar a cabo la determinacion de los componentes bioquimicos

presentes en estas muestras.
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1.3. Justificacion de la investigacion

Los venenos de serpiente han sido de interés médico desde hace mucho tiempo [17],
debido al enorme potencial que tienen como fuente de novedad quimica y farmacolégica
[3,52]. Las serpientes del género Micrurus son las principales representantes de la
familia Elapidae en América del Sur [2]. Sin embargo, las caracteristicas bioquimicas y
farmacoldgicas aln son poco investigadas. Por tanto, la caracterizacion protedémica de
los venenos de serpientes, es necesaria para comprender los procesos patoldgicos y
fisiopatolégicos que se producen a consecuencia de su mordedura [52], Ademas,
permitir la generacion de tratamientos efectivos para un accidente ofidico, tomando en
cuenta la variabilidad antigénica, la variacion interespecifica e intraespecifica de la
composicion del veneno, que pueden afectar significativamente la capacidad de

neutralizacion de los antivenenos.

En Ecuador aln no existe ninguna investigacion para este tipo de serpientes, siendo
esta, la primera caracterizacion del veneno de tres serpientes del género Micrurus: M.
lemniscatus helleri, M. mipartitus y M. multiscutatus Adicionalmente esta investigacion
es impulsada debido que M. mipartitus y M. lemniscatus helleri son consideradas como
especies de serpientes de mayor importancia médica en Ecuador [1,12].
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1.4. Objetivos de la investigacién

1.4.1. General

Evaluar la variabilidad interespecifica de la composicién y abundancia relativa de las
toxinas presentes en el veneno de tres especies de serpientes del género Micrurus: M.

mipartitus, M. multiscutatus y M. lemniscatus helleri, colectadas en Ecuador.

1.4.2. Especificos

e Separar los componentes de los venenos de las tres especies del género
Micrurus a través del fraccionamiento por cromatografia liquida.

¢ Identificar las toxinas mas abundantes del veneno usando electroforesis y
espectrometria de masas.

e Realizar un andlisis comparativo del contenido proteico de los venenos de las

tres especies de serpientes.
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2. CAPITULO II: MARCO METODOLOGICO

2.1. Veneno de serpiente

Los especimenes fueron colectados bajo los permisos de investigacion MAE-DNB-CM-
2015-0017 y MAE-DNB-CM-2019-0115 emitidos por el Ministerio del Ambiente de
Ecuador. Se colect6é un espécimen por cada especie: M. lemniscatus helleri (Nangaritza,
Zamora Chinchipe), M. mipartitus y M. mulstiscutatus (Quinindé, Esmeraldas) (Fig. 5).
El manejo de las serpientes se realizé con un gancho herpetolégico y para su transporte
se utilizaron bolsas y contenedores especializados. La extraccion del veneno se llevo a
cabo en el Centro de Investigacién de la Biodiversidad y Cambio Climatico (BioCamb),
por el Dr. David Salazar. Se utilizaron tubos de sujecién especializados para un manejo
seguro del especimen. Después de asegurar el agarre de la cabeza de la serpiente, se
le permiti6 morder una cuchara estéril y luego se transfirié el veneno a un microtubo.
Para desecar las muestras, los tubos con veneno se colocaron abiertos en una cadmara
sellada al vacio que contenia carbonato de calcio. Se dejé aproximadamente un dia,
hasta que se formen cristales. Los especimenes se encuentran preservados en el

Museo de Herpetologia de la Universidad Tecnoldgica Indoamérica (MZUTI).

15



e M. lemniscatus helleri
® M. mipartitus

® M. multiscutatus L

N° ) Longitud [cm]
N° MZUTI Especies
campo Cabeza Cola Total
ZC-0299 5650 M. lemniscatus 2.29 75 95
helleri
ZC-0317 5667 M. mipartitus 1.36 3.5 72
ZC-0320 5821 M. multiscutatus 0.93 2,4 57.5

Figura 5. Distribucion de las especies de serpientes Micrurus
colectadas en Ecuador.

2.2. Fraccionamiento del veneno por RP-HPLC

La separacién bioquimica de los venenos de corales de Ecuador se realizé mediante
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia en Fase Reversa (RP-HPLC) siguiendo el
protocolo descrito por Rey-Suarez et al. [27] con algunas modificaciones en el gradiente.
Se disolvieron 90 - 200 ug de veneno desecado en 200 ul de una solucién que contenia
0,05% (v:v) de acido trifluoroacético (TFA) y 5% (v:v) acetonitrilo (ACN). Luego se
separ6 el material insoluble mediante centrifugacion a 13000 x g durante 10 min. Se
utilizé la columna Phenomenex Jupiter C18 (250 x 4.56 mm; 5 pm; 30 A), el
Cromatografo Liquido (HPLC) equipado con un sistema de bombas binario (Waters
1525), automuestreador (Waters 2707) y el detector HPLC-PDA (Waters 991). El flujo

se fij6 en 1 ml/min durante 100 min y la columna se desarroll6 en un gradiente lineal
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desde 5% a 70% de Solvente B (99,9% (v/v) de acetonitrilo, 0,1% (v/v) de TFA) y usando
las siguientes condiciones de elucién de la columna: 5% B durante 5 min, seguido de
5% - 25% B durante 10 min, 25% - 45% B durante 60 min y 45% - 70% durante 10 min.
La deteccion de proteinas fue monitoreada a una absorbancia de 215 nm. Las fracciones
fueron colectadas de forma manual. La abundancia relativa de cada molécula fue
estimada por integracion de los picos a 215 nm, usando el software Empower. Después
cada fraccion colectada fue concentrada hasta que todo el solvente se haya evaporado,
mediante el concentrador al vacio (Genevac, miVac Duo) a 35°C durante 24 horas (Ver
Fig. 6).

35°C

Gradiente:
Fases maviles: =) Time (min) | %B
_—
oy ——— A Agua +0,1% TFA B : 2
C18 (250 x 4.56 )
Veneno (250 % 4.56 mm; 5 ) B: ACN +0.1% TFA 15 25
" 75 45
200 il Buffer 85 70
(5% ACN + 005 TFA) (7 = =
I _ | Centifugacion || 5 E
I = _— —
\ / \/  13000xg |
v Y 10 min =)
Fraccicnes
d Concentracion ™ e f“_ ‘
I — B

Figura 6. Esquema del fraccionamiento de los venenos de Micrurus por RP-HPLC.
Creado con BioRender.com.

2.3. Electroforesis SDS-PAGE

Se realiz6 la separacion de proteinas segun la metodologia propuesta por Laemmli [53]
con algunas modificaciones. Cada fraccion concentrada fue disuelta en 45 pl de buffer
de carga (0,075 M Tris-HCI, pH 6,8; 10% (v:v) glicerol; 4 % (m:v) SDS; 0,001% (m:v)
azul bromofenol), la separacion se llevé a cabo en condiciones reductoras, por lo que
se afiadieron 5 uyl de 1M DL-Ditriotreitol (DTT) a las muestras. Luego se homaogenizaron
y calentaron a 95°C en un termobloque (Thermo Scientific™) durante 5 minutos. Se
utilizaron 20 pl de cada muestra. La electroforesis se realiz6 en una camara vertical BIO-
RAD Mini-PROTEAN Tetra en Buffer de corrida 1X (0,025 M Tris-HCL (pH 8,3); 0,192
M glicina; 0,1% (m/v) SDS). La solucion de acrilamida fue preparada con 30% de
acrilamida y 0,8% de N,N’ bis-metilenbisacrilamida, usando un gel de apilamiento con
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una concentracion de 5% acrilamida:bisacrilamida, 0,067 M Tris-HCL y 0,1% (m/v) SDS;
y un gel de corrida con una concentracion de 12,5% acrilamida:bisacrilamida, 0,55M
Tris-HCI y 0,02 (m/v) SDS a 120 mV. Se utilizé persulfato de amonio (PSA) y
tetrametiletilendiamina (TEMED) para polimerizar el gel. Para la identificacion de la
masa molecular de las proteinas se usaron 5 pl de escalera de peso molecular RunBlue
Prestained TriColour (Blue, Red, Green). La separacion inicié a 35mA por media hora,
terminando a 120 mA (Ver Fig. 7).

Para visualizar las bandas, el gel se tifié en una solucién colorante con azul brillante de
Coomassie (Blue R-250) por 24 horas en un agitador magnético y se destiié con una
solucién decolorante con 40% (m/v) metanol y 10% (m/v) acido acético. Para los geles
gue no presentaron bandas con tincion con azul de Coomassie, se uso la tincion con
nitrato de plata, que consiste en la fijacién del gel con una solucion fijadora de 40% (v/v)
metanol y 10% (v/v) de &cido acético durante una hora con agitacién, después se lavd
con etanol 50% (v/v) por 20 minutos con 3 repeticiones. Luego se procedio a realizar la
oxidacion del gel con una solucion reductora con 0,02% (m/v) tiosulfato de sodio durante
un minuto, seguido de un lavado con agua destilada por 20 segundos con 3 repeticiones.
Para la impregnacién con tinte de plata, los geles fueron sumergidos en una solucion
colorante con 0,2% (m/v) nitrato de plata durante 20 minutos, en la oscuridad; se lavo el
gel con agua destilada. Para que las bandas tinturadas con nitrato de plata se revelen
se utilizé una solucién reveladora con 5% m/v carbonato de calcio y se agité hasta que
aparezcan bandas, la detencion de la reaccion se realizé con acido acético 5% (v/v) por

10 minutos. El gel se conservo en una solucion de glicerol 8,7%.

45 pl Buffer de carga
+5pl DTT

Fraccion
HPLC

95°C
(O (5 min)
\
- - - Azul de
o : _ - _ < coomassie
Nitrato de’ plata _ _ Decoloracion (Tincion)
(Tincién)

Figura 7. Esquema de la identificacion de proteinas por SDS-PAGE en
condiciones reductoras. Creado con BioRender.com.
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2.4. Digestién de proteinas

2.4.1. Digestion triptica en solucion

Se usaron alicuotas de 15 pl de las fracciones obtenidas del RP-HPLC y se afadio
bicarbonato de amonio (AMBIC) 1 M hasta completar 20 pl. Se agregaron 6 pl de DTT
(100 mM) y se incubd a 56°C durante 30 minutos. Luego se sometié la muestra a
alquilacion con 3 ul de yodoacetamida por 20 minutos en la oscuridad. Se afadieron 3
ul de DTT (100 mM) y se dejo reposar por 20 minutos a temperatura ambiente. Se digirié
con 3 ul de una solucion de 20 ug de tripsina en 200 pl de AMBIC 0,1 M durante la hoche
a 37°C. Después de la digestién, se agregaron 0,2 ul &cido férmico concentrado. Luego,
se evaporo el solvente en la centrifuga al vacié hasta quedar casi seco. Se redisolvid
con 40 pl de 4cido féormico 0,1%. Finalmente se transfirieron 25 ul de la muestra a un
vial de cromatografia y se afiadieron 100 ul de acido férmico 0,1%. Se guardé de 4-8°C
hasta la inyeccion en el sistema LC-ESI-QTOF (Ver Fig. 8). Caber recalcar que los

reactivos a utilizarse se prepararon al momento del uso.

2.4.2. Digestion triptica en gel

Las proteinas contenidas en las fracciones obtenidas por RP-HPLC y separadas
mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras y tefiidas con azul de Coomassie R-
250, se sometieron a un proceso de digestion segun la metodologia descrita por Sanz
et al. (2019) [19] con algunas modificaciones. Los reactivos a utilizarse se prepararon
en el momento del uso. Se recortaron de 2 a 3 pedazos pequefios de la banda de interés,
se extrajo el colorante azul de Coomassie con una solucién de bicarbonato de amonio

(AMBIC) 100 mM y ACN (1:1). Se dej6 actuar durante una hora a temperatura ambiente.

Luego se descarté la solucién y se reemplaz6 con 50 pl de una solucién de AMBIC 100
mM, que posteriormente fue reemplazada por 50 ul ACN y se centrifug6 al vacié durante
15 minutos. Después, para reducir las proteinas se rehidrataron con 50 pl de una
solucion de DTT (1,5 mg/ml, disuelto en AMBIC) y se incub6 a 56°C durante 30 minutos,
y se descart6 el DTT. Se afiadieron 50 pl ACN y se centrifugé al vacié por 15 minutos.
Para la alquilacion, se rehidrataron con 50 pl de una solucion de yodoacetamida (IAA)
(10,2 mg/ml, disuelta en AMBIC), en la oscuridad por 20 minutos a temperatura
ambiente. Se enjuag6é con AMBIC y ACN y se centrifugé al vacié por 25 minutos.

Después se rehidrataron con 30 ul de tripsina grado de secuenciacion (0,1 mg/ml,
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disuelta en AMBIC) se dejé a 4°C durante 15 minutos. Para la digestién se agregaron
10 pl de AMBIC y se incubé a 37°C durante la noche.

Posterior a la incubacién con tripsina, se centrifugé 15 segundos a 12000 rpm y se
recolecto el sobrenadante. Las moléculas resultantes en las bandas se extrajeron con
30 pl de una solucion de 60% ACN con 1% &cido formico, se sonic6é en bafio Branson
por 10 minutos a 37°C. Se centrifugé 15 segundos a 12000 rpm, se recolectd el
sobrenadante y se mezcl6 con la solucién recolectada anteriormente. Se concentrd en
la centrifuga aproximadamente 40 minutos hasta que quede casi seco. Finalmente, se
redisolvid el digerido casi seco en 20 pl de agua con 0,1 acido formico. Se guardé a 4-
8°C hasta la inyeccion en el sistema LC-ESI-QTOF (Ver Fig. 7).

2.5. Identificacion de proteinas por Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Masas (LC/MS)

La adquisicion de datos MS y MS/MS se llevé a cabo en un cromatégrafo liquido de alta
eficiencia UPLC AQUITY I-Class, acoplado a un espectrémetro de masas Waters Xevo
G2-XS QTof con fuente Lockspray (LC-ESI-QTOF). La separacion se realizd a través
de la columna ACQUITY UPLC CSH C18 1.7um. La velocidad se fij6 en 0,3 mL/min y
se utilizaron las fases maviles 0,1% &acido férmico (solvente A) y ACN con 0.1% &cido
formico (solvente B). El gradiente de elucién lineal fue establecido isocraticamente en
1% B por 1 min, 1-70% B durante 29 min y el tiempo de corrida fue de 40 min. El
espectrémetro de masas operd con un voltaje de capilar de 0.5 KV, tensién de cono de
40 v; 120°C de temperatura de la fuente; 450 °C de temperatura de desolvatacién; 30

L/h flujo de gas cono; y 900 L/h de flujo de gas de desolvatacion.

2.6. Andlisis de digeridos tripticos

Los datos MS fueron adquiridos usando método de adquisicién dependiente de datos
(DDA) utilizando un barrido de masas en la regiéon m/z de 400 a 1990. Los iones mas
abundantes de los espectros MS1 con cargas +2 y +3 son seleccionados
automaticamente para fragmentacion (MS2) mediante disociacién por colisién inducida
(CID) de los 15 iones mas intensos. Los espectros se interpretaron manualmente
mediante una version con licencia del programa MASCOT DISTILLER 2.7
(https://mww.matrixscience.com/distiller.html) contra una base de datos privada Swiss-

Prot. También se creé una base de datos de proteinas para serpientes del género
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Micrurus y otros géneros de la familia Elapidae descargadas de UniProt. Los pardmetros
de blsqueda se realizaron segun Rey-Suérez et al. (2011) [27], como la
carbamidoximetil cisteina (C) y la oxidacion de la metionina (M) que fueron

seleccionadas como modificaciones fijas y variables, respectivamente.

Y ; oy p 4
A _ Y 4 4 4 4
~_§ 3 = Decoloracién Reduccién !,, Alquilacién Digestién
ﬁ g e = | ‘ | | | | i
'g [ - = AMBIC : ACN \ [/ DIT(0,1M) \ [ IAA (oscuridad) | Tripsina 37°C, | /
S & 1h | 56°C,30min |/ 20 min ¥ hoahe \/
Fraccién RP-HPLC
(Alicuota 15 pl)
+ 5 ul AMBIC =
£ 5 Reduccién Alquilacién Digestion
:‘—_ .6 U e — e
g% DTT (0,1 M) IAA (oscuridad) Tripsina
@
a g 56°C, 30 min 20 min 37°C, 12h
- - - Andlisis
LC- MS-MS

Fases moviles:

ACQUITY UPLC CSH
C181,7 um =

A: Agua +0,1% AF
B: ACN + 0.1% AF

DDA
Método de adquisicion

MASCOT
Database: SwissProt

LC-ESI-QTOF

Figura 8. Esquema del proceso de digestion con tripsina y andlisis MS/MS en el
equipo LC-ESI-QTOF.

El esquema muestra el proceso que se lleva a cabo en la digestion en gel (A) y digestion en
solucién (B) utilizando DTT como agente reductor, yodoacetamida como alquilante y tripsina
como la enzima encargada de la digestion. C) Cuando se obtienen los péptidos tripticos
resultantes de la digestion se inyectan en el equipo de Cromatografia Liquida acoplada a

espectrometria de masas LC-ESI-QTOF.
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3. CAPITULO lIl: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

Los venenos crudos de M. lemniscatus helleri, M. mipartitus y M. multiscutatus se
fraccionaron mediante RP-HPLC. El perfil cromatogréfico reveld diferentes grados de
complejidad para cada veneno, donde se obtuvieron 25 fracciones del veneno de M.
lemniscatus, (Fig. 9A), 20 de M. mipatrtitus (Fig. 9B) y 17 de M. multiscutatus (Fig. 9C).

La mayoria de las fracciones eluyeron en los 50 minutos iniciales.

Segun el perfil de elucién, el pico 18 de M. lemniscatus helleri, tiene la mayor abundancia
relativa con 34,63% Yy eluye en un tiempo de retencion de 42 minutos. Para M. mipartitus
el pico 6 presenta una abundancia relativa de 40,26% y eluye a los 20 minutos
aproximadamente. En M. multiscutatus los picos con mayor abundancia relativa son el
5 con 22,78% que eluye a los 21 minutos y el pico 11 con 15,70% que eluye a 35

minutos.
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Figura 9. Perfil de elucién del veneno de A) Micrurus lemniscatus B) Micrurus mipartitus y C)

Micrurus multiscutatus fraccionados por RP-HPLC.

Las fracciones de HPLC separadas por electroforesis SDS-PAGE en condiciones
reductoras, mostraron bandas en su mayoria, de bajo peso molecular (< 20 KDa). En
M. lemniscatus helleri (Fig. 10), Las bandas anteriores a la fraccion 14 tienen un peso
molecular menor a los 13 KDa. Desde la fraccion 13 a la 21, se observan bandas de 13
y 14. La fraccién 18 muestra dos bandas, una a la altura de los 14 KDa y otros a los 28
KDa. Las fracciones 23 y 24 muestran bandas superiores a los 60 KDa. Para M.

mipartitus (Fig. 11), solo la fracciones 9, 10 y 11 presentan bandas de 13 y 14 KDa,
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mientras que las demas se encuentran bajo los 13 KDa. Las ultimas fracciones: 17, 18,
19 y 20, tienen un peso superior a los 60 KDa. Los geles de M. multiscutatus (Fig. 12)
también muestran bandas con un peso inferior a 13 KDa, salvo la fraccion 11 que tiene
una banda alrededor de los 28KDa y la banda de la fraccién 17 con un peso mayor a 30

KDa.
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Figura 10. Fracciones de veneno de M. lemniscatus helleri separada por SDS-PAGE.
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Figura 11. Fracciones de veneno de M. mipartitus separada por SDS-PAGE.
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Figura 12. Fracciones de veneno de M. multiscutatus separada por SDS-PAGE.
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Las fracciones obtenidas por RP-HPLC separadas mediante SDS-PAGE en el gradiente
4-20% Tris-Glicina bajo condiciones reductoras. Las secuencias obtenidas por
espectrometria de masas en tandem fueron analizadas en MASCOT, donde se logré
identificar y asignar familias de proteinas a las fracciones de los venenos de M.
lemniscatus helleri (Tabla 1), M. mipartitus (Tabla 2) y M. multiscutatus (Tabla 3). Asi
mismo, se encontrd que las proteinas mayoritarias estan representadas por PLA. y
3FTx. En el veneno de M. lemniscatus helleri, se encontraron proteinas pertenecientes
a seis familias, predominando las PLA; con 72,13% (Figura 13A). A partir de la fraccion
14 a la fraccion 20, se encontraron PLA;, que eluyeron desde el minuto 33 hasta el
minuto 50. Las primeras fracciones (1-13) que mostraron menos de 20 KDa de peso
molecular en los geles fueron: 3FTx, inhibidor de serinproteasa tipo Kunitz (Kun) y
péptidos inhibidores de bradicinina (PIB). Por otro lado, las fracciones 23 y 24
representan a proteinas alto peso molecular, como hialuronidasa (HYA), amino oxidasa
(AO), L-amino &cido oxidasa (LAAQO), que eluyeron a partir de los 72 minutos. Para M.
mipartitus se encontraron cuatro familias de proteinas, y se hallé una predominancia de
3FTx con 63,40% (Figura 13B). Las proteinas con mayor peso molecular como
metaloproteinasas (SVMP), amino oxidasas (AO) y L-amino acido oxidasas (LAAO),
eluyeron a partir de los 78 minutos. Sin embargo, no todas las fracciones pudieron
identificarse en el caso de M. multiscutatus, donde el 74,04% del veneno no fue

asignado a una familia de proteinas.
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Tabla 1. Asignacion de las fracciones de RP-HPLC del veneno de Micrurus lemniscatus helleri a familias de proteinas mediante secuenciacién en LC-ESI-

QTOF de iones peptidicos resultantes de la digestion con tripsina en gel y en solucion.

lon del péptido Proteina relacionada

Frac? gzlljant(.jb' m/z , Secuencia del péptido Familiac Especie Entrada Uniprot Digestion
1 0,65 No identificado
2 3,79 414,80 3+  TRCDGFCGNR 3FTx Naja atra E21U01 Solucién
461,23 2+  TIDECQR Kun Bungarus P25660 Solucién
fasciatus
53228 2+  TPPAGPDVGPR BIP Agkistrodon P85025 Gel
bilineatus
3 0,78 532,28 2+  TPPAGPDVGPR BIP Agkistrodon E21U01 Gel
bilineatus
4 3,34 532,28 2+  TPPAGPDVGPR BIP Agkistrodon E21U01 Gel
bilineatus
Micrurus .,
5 1,83 520,73 2+ YNKISFIR 3FTx altirostris F5CPD4 Solucién
6 242 53228 2+  TPPAGPDVGPR BIP Agkistrodon P85025 Solucion
bilineatus
Micrurus .,
7 0,46 484,27 2+ IICCRSC 3FTx frontralis P86420 Solucion
Micrurus .,
8 0,40 484,27 2+ IICCRSC 3FTx frontralis P86420 Solucion
9 0,51 484,27 2+  IICCRSC 3FTx Micrurus P86420 Solucién
frontralis
10 016 45733 3+  FCELPADSGSCK Kun Phesudechis E7FL13 Solucién
rossignolii
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Micrurus

464,69 3+ GCASSCPKNGLIK 3FTx diastema AOAOH4BKJ5 Solucion
Micrurus .,
11 5,43 464,69 3+ GCASSCPKNGLIK 3FTx di AOAOH4BKJ5 Solucion
iastema
12 0,94 44724 2+  LAALCFAK PLA, Micrurus COHKB9 Solucién
mipartitus
13 041 44724 2+  LAALCFAK PLA, Micrurus COHKB9 Solucién
mipartitus
14 6,88 44724 2+  LAALCFAK PLA, Micrurus COHKB9 Solucién
mipartitus
Micrurus
15 4,94 582,32 2+ NLVQFGNMIK PLA2 lemniscatus AOA2HB6NAUS Solucién
carvalhoi
594,78 2+ GGSGTPVDDLDR PLA: Micrurus spixii AOA2D4NMB1 Solucién
16 3,34 594,78 2+ GGSGTPVDDLDR PLA2 Micrurus spixii AOA2D4ANMB2 Solucién
17 1,25 594,78 2+ GGSGTPVDDLDR PLA2 Micrurus spixii AOA2D4ANMB3 Solucién
18 33,72 594,78 2+ GGSGTPVDDLDR PLA2 Micrurus spixii AOA2D4ANMB4 Solucién
Micrurus
687,26 2+ CQDFVCNCDR PLA2 lemniscatus AOA2HB6NAUS Solucién
carvalhoi
Micrurus
440,72 2+ VAANCFAK PLA2 lemniscatus AOA2HGNAUG Solucién
carvalhoi
Micrurus
590,31 2+ NLVQFGNMOXIK PLA: lemniscatus AOA2HBNAUS Gel
carvalhoi
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Micrurus

590,31 2+ NLVQFGNMOXIK PLA: lemniscatus AOA2HBENAUG Gel
carvalhoi
Micrurus
566,27 2+  GSGTPVDDLDR PLA: lemniscatus AOA2HB6NFP9 Gel
carvalhoi
Micrurus
503,74 2+ MIECANIR PLA> lemniscatus AOA2HBNFP10 Gel
carvalhoi
687,26 2+  CKDFVCNCDR PLA: Micrurus COHKBS Gel
dumerilii
19 17,41 594,77 2+  GGSGTPVDDLDR PLA: Micrurus spixii ~ AOA2DANMB1 Solucién
Micrurus p:
440,73 2+  VAANCFAK PLA: Sufnamensis AOA2D4PZ69 Solucién
Micrurus
20 1,04 521,21 2+  AFVCNCDR PLA: mipartitus COHKB9 Gel
Micrurus
21 1,82 521,21 2+  AFVCNCDR PLA: mipartitus COHKB9 Gel
Micrurus
22 0,38 521,21 2+  AFVCNCDR PLA: mipartitus COHKB9 Gel
Micrurus .,
23 0,96 721,69 3+ ISFMOXTAHDYSLPVFVYTR HYA coralines AOA2D4H401 Solucién
24 4,22 742,85 2+ EADYEEFLEIAR AO Micrurus tener  AOA194ARE6 Gel
577,78 2+ FDEIVGGFDR AO Micrurus tener  AOA194ARE7 Gel
742,85 2+  EADYEEFLEIAR LAAO Micrurus AOA2USQNR2 Gel
mipartitus
497,24 2+  FWEADGIR LAAO Micrurus AOA2USQNR3 Gel
mlpartltus
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Micrurus

746,88 2+  FDEIVGGFDRLPK LAAO Daraensis AOA2D4K1Y6 Gel
Micrurus
586,29 2+  DHGWIDSTIK LAAO Daraensis AOA2DAKMWY Gel
627,32 2+  SASQLYQESLK LAAO Micrurus AOA2DAKYN2 Gel
paraensis
Micrurus
25 0.93 742,85 2+  EADYEEFLEIAR LAAO icrurt AOA2USQNR?2 Gel
mipartitus

a Fraccion; ® Abundancia relativa; cAbreviaciones: 3FTx: toxina de tres dedos; PLA2: fosfolipasa A2; Kun: inhibidor de la serin proteasa tipo Kunitz;

BIP: péptido inhibidor de bradicinina; HYA: hialuronidasa; AO: amino oxidasa; LAAO: L-amino acida oxidasa.

Realizado por: Hernandez, Josselin 2022.
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Tabla 2. Asignacion de las fracciones de RP-HPLC del veneno de Micrurus mipartitus a familias de proteinas mediante secuenciacion en LC-ESI-QTOF de

iones peptidicos resultantes de la digestion con tripsina en gel y en solucién.

Ab. lon del péptido _ o Proteina relacionada _ . 5
Frac. Relat. Secuencia del péptido — . Entrada Uniprot  Digestién
m/z z Familia Especie
1 3,07 No identificado
2 0,30 559,28 2+ GCAVTCPKPK 3FTx Micrurus mipartitus AOA2P1BSS8 Gel
3 0,17 559,28 2+ GCAVTCPKPK 3FTx Micrurus mipartitus AOA2P1BSS8 Gel
4 2,06 733,34 2+ KGIEINCCTTDR 3FTx Naja sputatrix 057327 Solucioén
676,02 3+ VDLGCAATCPKVKPGVNIK 3FTx Naja nivea P01390 Solucién
733,34 2+ KGIELNCCTTDR 3FTx Naja mossambica P01431 Solucion
5 7,61 733,34 2+ KGIELNCCTTDR 3FTx Naja mossambica P01431 Solucién
6 40,26 733,34 2+ KGIELNCCTTDR 3FTx Naja mossambica P01431 Solucién
722,34 2+ LVPLFSKTCPPGK 3FTx Naja atra P60307 Solucién
7 1,07 733,34 2+ KGIEINCCTTDR 3FTx Naja sputatrix 057327 Solucién
8 1,73 733,34 2+ KGIEINCCTTDR 3FTx Naja sputatrix 057327 Solucién
9 7,89 447,25 2+ LAALCFAK PLA2 Micrurus mipartitus COHKB9 Solucién
521,22 2+ AFVCNCDR PLA:2 Micrurus mipartitus COHKB9 Gel
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Micrurus

10 5,54 440,78 2+ VAANCFAK PLA. (i e AOA2D4PZ69 Solucién
Micrurus
447,73 2+ VAAKCFAK PLA. (i e AOA2D4PRRS Gel
11 5,16 448,73 2+ VAAKCFAK pLA,  Micrurus AOA2D4PRRS Gel
! ! surinamensis
12 0,51 448,73 2+ VAAKCFAK pLA,  Micrurus AOA2D4PRRS Gel
! ! surinamensis
13 3,89 841,43 3+ KTLLLNLVVVTIVCLDFGYTIK 3FTx Bungarus flaviceps D5J9P5 Solucioén
14 4,06 841,43 3+ KTLLLNLVVVTIVCLDFGYTIK 3FTx  Bungarus flaviceps D5J9P5 Solucién
15 1,26 841,43 3+ KTLLLNLVVVTIVCLDFGYTIK 3FTx  Bungarus flaviceps D5J9P5 Solucién
16 0,99 775,91 2+  CVINATGPFTDTVR 3FTx  Micrurus lemniscatus o aopaikmL Gel
lemniscatus
17 0,97 694,86 2+ YIEFYVAVDNR SVMP Bungarus multicinctus A8QL49 Gel
18 0,72 705,36 3+ IDFNGNTLGLAHIGSLCSPK SVMP  Micrurus fulvius U3EPC7 Solucién
632,84 2+ SNVAVTLDLFGK SVMP  Micrurus fulvius U3EPC7 Gel
708,86 2+ YIEFYVVVDNR SVMP  Micrurus fulvius U3EPC7 Gel
19 4,3 660,34 2+ KMNDNAQLLTR SVMP  Micrurus fulvius AOAOF7YYV1 Gel
503,95 3+ RPECILNKPLNR SVMP  Micrurus fulvius AOAOF7YYV1 Gel
20 8,45 934,97 2+ TLPSVTADYVIVCSTSR LAAO Micrurus mipartitus AOA2UBQNR6 Gel
624,37 2+ KVIVTYQTPAK LAAO Micrurus mipartitus AOA2UBQNR6 Gel
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649,02 3+ HVVVVGAGMPXSGLSAAYVLAK LAAO Micrurus mipartitus AOA2UBQNR6 Gel

742,85 2+ EADYEEFLEIAR LAAO Micrurus mipartitus AOA2UBQNR6 Gel
519,79 2+ IFLTCTKR LAAO Micrurus mipartitus AOA2UBQNR6 Gel
568,79 2+ IHFAGEYTAK LAAO Micrurus mipartitus AOA2UBQNR6 Gel
742,85 2+ EADYEEFLEIAR AO Micrurus tener AOA194AREG6 Gel
627,32 2+ SASQLYQESLK LAAO Micrurus paraensis AOA2D4KYN2 Gel

aAbreviaciones: 3FTX: toxina de tres dedos; PLA2: fosfolipasa A2; SVMP: metaloproteinasa; AO: amino oxidasa; LAAO: L-amino acida oxidasa.

Realizado por: Hernandez, Josselin 2022
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Tabla 3. Asignacion de las fracciones de RP-HPLC del veneno de Micrurus multiscutatus a familias de proteinas mediante secuenciacién en LC-ESI-QTOF

de iones peptidicos resultantes de la digestion en solucion.

Abund. I16n del péptido ] o Proteina relacionada ) ] »

Frac Relat. 2 , Secuencia del péptido Familia Especie Entrada Uniprot Digestion

1 2,19 No identificado

2 2,89 No identificado

3 10,27 421,21103 2+ TCCGTDK 3FTx gf;‘;rt‘éﬁz A0 A%EIZ"E; o4 Solucion

4 7,3 No identificado

5 22,78 No identificado

6 3,26 No identificado

7 2,74 No identificado

8 3 No identificado

9 9,99 No identificado

10 1,67 No identificado

11 15,7 572,78254 2+ GGSGTPVDALDR PLA: r'r\:::[‘f;‘r’tzfuss BDM - COHKB9 Solucién

12 3,88 No identificado

13 2,82 No identificado

14 3,1 No identificado

15 1,47 No identificado

16 1,59 No identificado

17 5,36 No identificado

Realizado por: Hernandez, Josselin 2022

33



A)

No
identificado
Kun 0.65%
0.48%
Hya
0.96%
BIP PLA2
2.87%
3FTx
LAAO
5.15% LAO
BIP
PLA,
3FTx 72.13% Hya.
17.76%
Kun
B)
LAAO gc(;ﬂlg/entlflcado
8.45%__ 7
SVMP
5.99%
3FTx
PLA PLA2
2
19.10% SVMP
3FTX LAAC
63.40%
C)
3FTx
10.27%
= NO
PLA, identificado
15.5% PLA2

No identificado
74.04%

Figura 13. Composicién del veneno de A) M. lemniscatus helleri, B) M.
mipartitus y C) M. multiscutatus acorde a la familia de proteinas.

34



4. CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

Para analizar el perfil protedmico de venenos de serpientes, se usé una estrategia
analitica “buttom-up” combinada denominada “snake venomics”, que consiste en el
fraccionamiento y cuantificacion de sus componentes por cromatografia liquida, la
separacion de las fracciones obtenidas mediante electroforesis SDS-PAGE
(unidimensional) y la digestién con tripsina de las bandas de proteinas del gel para su
posterior andlisis por espectrometria de masas en tandem (MS/MS) [54,55]. La
cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa (RP-HPLC) en una columna
C18, separa las proteinas segun su polaridad, donde las proteinas hidrofilicas eluiran
primero y las hidrofébicas eluiran al final; mientras que en la electroforesis SDS-PAGE
en condiciones reductoras, la separacién ocurre en funcién al peso molecular, donde las
proteinas mas pequefias migraran mas lejos y las mas grandes seran retenidas en los

poros del gel.

Existen méas estrategias de analisis del proteoma de venenos ademas de la estrategia
combinada “snake venomics”, se conocen como “Gel-based” y “LC-based”. Sin
embargo, al compararlas con respecto al equipo béasico que utlizan para el
fraccionamiento del veneno, la estrategia “Gel-based” requiere utilizar electroforesis
bidimensional (2DE) que separa las proteinas de acuerdo al enfoque isoeléctrico, este
equipo es costoso en comparacion con el que se utiliza para SDS-PAGE. Para “LC-
based” o también conocido como “shotgun proteomics”, se requiere cromatégrafos
HPLC multidimensionales de nanoflujo méas costosos que los cromatografos HPLC
usados en “snake venomics”. Ademas, usar RP-HPLC a escala analitica, permite el uso
de cargas de veneno considerables (dentro del rango de los miligramos), lo cual permite

recuperar fracciones en cantidades suficientes para los andlisis complementarios [54].

En la espectrometria MS/MS ocurre una ionizacién por electrospray (ESI) de los iones
carga +2 y +3, que después fueron seleccionados en el cuadrupolo (Q) y fragmentados
en iones méas pequefios por disociacion inducida por colision (CID), para su posterior
separaron mediante la técnica de tiempo de vuelo (TOF) [56]. Los sistemas hibridos Q-
TOF permitieron la obtencion de espectros de fragmentacion a una alta resolucion con
errores entre 2 'y 5 ppm. Para la identificacion se lleva a cabo una comparacion con los

espectros tedricos derivados de las secuencias anotadas en una base de datos [57].
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Las serpientes eldpidas del género Micrurus en comparacion con las especies de
vipéridos, son organismos poco investigados, pero los resultados hallados hasta la fecha
las llevaron a considerarse como un género prometedor para estudios ecoldgicos,
evolutivos, filogenéticos, farmacoldgicos, fisiologicos y protedmicos [17]. La primera
investigacion protedmica del veneno de una serpiente coral se llevé a cabo en 2008 en
Peru [58]. Hasta la actualidad solo se ha estudiado el venoma del 27% de las serpientes
Micrurus, que corresponde a 23 especies: tres en Norteamérica [15,28,59], seis en
Centroamérica [27,60—64] y las demas en Suramérica [2,19,27,31,65-68]. Sin embargo,
no hay estudios de este tipo de venenos en Ecuador, pero existen 18 especies de

Micrurus disponibles para ser investigadas [1].

En este estudio se caracteriz6 el veneno de tres especies de corales y al comparar sus
perfiles cromatograficos, se evidencia una diferencia significativa con respecto a la
cantidad de picos y a su tiempo de elucion. Los picos que eluyen en el primer tercio del
cromatograma corresponden a proteinas pequefias, principalmente a 3FTX,
desintegrinas e inhibidores de serin proteasa tipo Kunitz. Las proteinas de mediano peso
molecular como las PLA, lectinas tipo C (CTL), serin proteasas (SP), entre otras, eluyen
aproximadamente desde los 40 hasta los 65 minutos. Las proteinas mas grandes e
hidrofébicas como metaloproteinasas (MP), fosfolipasas C (PLC), hialuronidasas (HYA)
y L-amino &cido oxidasa (LAAO), eluyen al final [54].

El fraccionamiento del veneno de M. lemniscatus helleri mostré picos prominentes en la
region central del cromatograma y un mayor numero de fracciones en comparacion con
las otras especies. Esta tendencia de los venenos ricos en PLA;, se observa en los
venenos de las serpientes corales del norte y del centro de América, como en M. fulvius
[15], M. tener [28], M. nigrocintus [62], M. mosquitensis [63], M. browni [59] y M. yatesi
[61]. Por el contrario, las toxinas separadas del veneno de M. mipartitus y M.
multiscutatus eluyeron en el primer tercio del cromatograma, al igual que la mayoria de
los venenos de América del Sur, donde predominan 3FTx [17] como: M. spixii, M.
surinamensis [58,65], M. altirostris, M. corallinus [66], M. tschudii [31], M. pyrrhocryptus
[67] y M. lemniscatus carvalhoi [19]. La caracterizacion bioguimica del veneno muestra
patrones electroforéticos similares al de otras especies de serpientes corales que han
sido estudiadas con el mismo enfoque “buttom up”, donde se evidencia que la mayoria
de los componentes migran a 5-17 KDa, peso molecular tipico de las dos proteinas mas
abundantes (PLA. y 3FTx) [19].
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Mediante el analisis por espectrometria de masas en tandem MS/MS, las fracciones
separadas del veneno lograron ser asignadas a una familia de proteinas y segun la
distribucién de la abundancia relativa, se identifico la presencia de dos patrones de
composicion divergentes: PLA; y 3FTx, siendo la razén por la que se conocen como
venenos dicotdmicos [19]. Existe una tendencia general marcada por la polarizacion de
los fenotipos de los venenos de Micrurus a lo largo del eje Norte-Sur [17,62]. Ademas,
se destaca la omnipresencia de ambas proteinas, que son las mas abundantes en los

tres venenos, los demas componentes varian de acuerdo con la especie.

El veneno con predominancia en PLA; corresponde a M. lemniscatus helleri, mientras
que M. mipartitus posee mayor contenido de 3FTx. Esto indica que en Ecuador
coexisten especies con ambos perfiles protedbmicos, situacion similar a Costa Rica
[27,60-63], Colombia y Brasil [19,27,66,68]. Sin embargo, esta dicotomia fenotipica de
los venenos se relaciona con la baja reactividad cruzada de los antivenenos de elapidos
[17,19,64,67]. Por lo tanto, se destaca la importancia de la produccion de un tratamiento
con alta cobertura taxonémica, que tenga la capacidad de neutralizar ambos fenotipos
presentes en las serpientes corales del pais. Asi mismo, llevar a cabo evaluaciones

preclinicas con la finalidad de evaluar la eficiencia de los antivenenos.

El veneno de M. lemniscatus fue caracterizado en Colombia y Brasil, se reportan dos
subespecies: M. lemniscatus carvalhoi (Brasil) y M. lemniscatus helleri (Colombia) [19].
La composicion relativa de las toxinas de dos ejemplares revelé que en Brasil predomina
significativamente el fenotipo 3FTx con 76,7% y 71,3%. Por lo contrario, en Colombia el
fenotipo PLA; fue el méas abundante con 62,5%. Al comparar estos estos resultados con
el presente estudio, se encontré que M. lemniscatus helleri de Ecuador también presenta

predominancia en los niveles de expresion de PLA; con 72,13%.

La predominancia de 3FTx (63,40%) en M. mipartitus en Ecuador, también se
evindencié en el estudio realizado por Rey-Suarez et al. (2011) [27], que indica que M.
mipartitus de Colombia y Costa Rica posee un fenotipo predominante de 3FTx,
representado con 61,1% y 83,0%, respectivamente. Rey-Suéarez et al. (2012) encontré
una 3FTx abundante y letal en el veneno de la serpiente colombiana, llamada
Mipartoxina-1 [69], que también logro ser identificada en el veneno de este estudio. En
cuanto a la presencia de metaloproteinasas del tipo 1l (SVMP-I11), la especie de Ecuador
tiene mayor abundancia relativa con 5,9%, en comparacion con las especies de

Colombia y Costa Rica con 1,6% y 3,6% respectivamente.
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La dieta juega un papel importante en la composicion proteica del veneno [4,20,27].
Cabe recalcar, que se ha observado que la toxicidad del veneno posee mayor
efectividad contra la presa preferida [17]. Ademas, si se toma en cuenta la distribucion
geografica, la region Amazdnica posee mayor cantidad de especies por unidad de area
en comparacion con la region Costa [70], es decir, las serpientes que habitan en la
Amazonia tendran a su disposicién un espectro mas amplio de presas, por lo que la
composicion del veneno sera mas compleja [27]. En este contexto, se encontrd
predominancia del fenotipo PLA; para M. lemniscatus helleri (Amazonia), mientras que,

para M. mipartitus (Costa) fue el fenotipo 3FTx.

La complejidad presentada por los venenos ricos en PLA, se caracteriza por la
expansion del nimero de proteoformas, que se ve reflejada en la diversidad estructural
y funcional [17,18], mostrando una variedad de actividades toxicologicas [71] como la
neurotoxicidad, miotoxicidad, cardiotoxicidad, hemdlisis, entre otras [15,58,62,72]. Esto
con la finalidad tener la capacidad de hacer frente a diferentes tipos de presas y
desempefiar funciones adaptativas asociadas con la inmovilizacién y digestion de las
mismas [17,18].

Vergara et al. (2014) resaltan que los péptidos de la toxina 3FTx del veneno de M. fulvius
tienen baja toxicidad y son las PLA; las responsables de la letalidad [15]. Asi mismo,
una fraccion de PLA; del veneno M. clarki, evidencid elevada actividad letal en ratones,
aunque las toxinas mas abundantes fueron 3FTx, estas no presentaron toxicidad
significativa [64]. En este contexto, se rompe el paradigma de que la neurotoxicidad de
los venenos de Micrurus se atribuye principalmente a las 3FTx. Sin embargo, se debe
tomar en cuenta que no todas las PLA; son neurotoxicas, sino que también existen PLA;
miotoxicas. Rey-Suarez et al. (2017), aislaron y caracterizaron dos PLA;: MmipPLA: de
M. mipartitus y MdumPLA, de M. dumerilii. Ambas toxinas difieren significativamente en
su toxicidad desencadenando actividades bioldgicas divergentes, donde MmipPLA;
presenta alta letalidad en ratones, pero es levemente miotdxica, mientras que
MdumPLA;, mostro tener elevada miotoxicidad, pero baja letalidad [18]. La mipartoxina-
I, aislada y caracterizada del veneno de M. mipartitus, también mostré alta letalidad en
ratones [69], que sumado la letalidad de las PLA, mencionada anteriormente, sugieren

gue el veneno de M. mipartitus de este estudio es potencialmente letal.

La lemnitoxina es la toxina predominante en el veneno de M. lemniscatus, una PLA; que
fue aislada y caracterizada del veneno de M. lemniscatus [73]. Se determiné que induce

miotoxicidad en ensayos in vivo y mostré un efecto anticoagulante en el plasma humano,
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ademas de desencadenar una actividad proinflamatoria al inducir el edema en ratones
[74]. Sin embargo, no evidencio letalidad significativa [73]. Por lo tanto, se presume que
el veneno de M. lemniscatus helleri también tendra PLA; potencialmente miotdxicas.
Cabe recalcar, que la miotoxicidad no ha sido considerada como una caracteristica
clinica importante en los accidentes ofidicos en humanos [17,75].

Los componentes mas abundantes en el veneno de Micrurus han mostrado que juegan
un papel importante en la toxicidad, siendo las 3FTx y PLAZ2 las principales toxinas con
funcionalidades toxicas. Sin embargo, no se puede excluir que haya actividades
sinérgicas con otros componentes de menor abundancia. Por ejemplo, el complejo
heterodimérico MitTx que es el responsable del dolor, consiste en una subunidad tipo
Kunitz unida de manera no covalente a un homélogo de PLA; cataliticamente inactivo
[17]. Este complejo se aislo del veneno de M. tener y también se encontrd en especies
con fenotipo PLA; predominante: M. mosquitensis [63], M. nigrocintus y M. dumerilii [68].
Tomando en cuenta que en M. lemniscatus helleri de este estudio, también se
encontraron inhibidores de serin proteasas tipo Kunitz, se presume de la existencia de
este complejo en su veneno. La presencia de estas toxinas puede racionalizarse en un
valor adaptativo doble: sirve para inmovilizar potencialmente a la presa, en
compensacion a la baja letalidad y como un cddigo de sefalizacion al poseer un patron
de color que disuaden a los depredadores. Esta caracteristica es de valor, porque ha
impulsado la seleccion de patrones de coloracién miméticos por colubridos conocidas

corales falsas [17].

En el caso de M. multiscutatus, que ha sido reportada solo en Ecuador y Colombia, no
existe ningun estudio sobre su caracterizacion proteémica, siendo esta la primera. Por
este motivo, las secuencias de sus proteinas no se hallan en las bases de datos, lo cual
evita una buena identificacion (solo se identificaron 2 de 17 fracciones). Aunque la mayor
abundancia relativa corresponde a PLA; se presume que al igual que el veneno de M.
mipartitus, tiene una predominancia de 3FTx, debido a la baja cantidad en picos en
comparacion a M. lemniscatus helleri. En Ecuador, M. multiscutatus se han reportado
menos de 10 hallazgos [1,42,49], sin mencionar la baja cantidad de veneno producido

debido a su tamafio, que dificultan mucho més su estudio.

Las toxinas del veneno de Micrurus, ademas de desencadenar multiples efectos
toxicoldgicos, también poseen efectos farmacolégicos como la citotoxicidad y actividad
bactericida [71], despertando aun mas interés en su investigacion. Sin embargo, la

cantidad de veneno producido por las corales ha sido la principal limitante para que sus
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componentes sean aislados y caracterizados. En este estudio se utiliz6 un solo
especimen por cada especie de serpiente, dificultando tener una imagen representativa
de la distribucién espacial total. Asi mismo, es la baja cantidad de veneno extraido, la
razén que obstaculiz6 que mas ensayos funcionales y de enfoque antivenémico se
lleven a cabo. A pesar de estas limitaciones, este primer escalon logré afiadir mas
piezas al estado de arte de la dicotomia fenotipica presente en los venenos de Micrurus,
motivando a realizar futuras investigaciones con las 15 especies que Un no han sido
estudiadas.
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5. CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La caracterizacion de los venenos de tres especies del género Micrurus de Ecuador: M.
lemniscatus helleri, M. mipartitus y M. multiscutatus, evidencié la presencia de
variaciones interespecificas relevantes en cuanto a la composicion y abundancia
relativa. Se determind que las 3FTx y PLA, son las proteinas omnipresentes y mas
abundantes en los venenos. M. lemniscatus helleri mostré predominancia en el fenotipo
PLA;, mientras que en M. mipartitus prevalecieron las 3FTx. Sin embargo, para M.
multiscutatus, no se pudo realizar una buena identificacion que determine la

predominancia entre PLA; y 3FTx.

El estudio proteémico de los venenos es indispensable para la produccién de
antivenenos. Al conocer la composicion de los componentes predominantes se puede
racionalizar la reactividad cruzada irregular de los antivenenos y mejorar su eficiencia
para neutralizar los envenenamientos. Asi mismo, permitir el disefio de antidotos

poliespecificos para este grupo tan diverso de elapidos en América.
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