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RESUMEN

Los venenos de serpientes de coral (género Micrurus) han sido reportados por tener un
amplio espectro de actividades farmacolégicas que incluyen acciones pre y/o
postsinapticas asi como también miotéxica. Mientras algunos estudios han investigado
los efectos humanos potenciales, la actividad de neurotéxica de venenos de serpientes
coral ha sido poco investigada en términos de relaciones ecolégicas y evolutivas entre el
grupo. El propésito de este estudio fue investigar los efectos fisiolégicos en la
neurotransmision del veneno de las especial altamente relacionadas filogenéticamente
Micrurus dissoleucus que habita principalmente en regiones séricas a semiaridas y
Micrurus mipartitus la cual habita en una gran variedad de habitats que incluyen bosque
montano bajo y bosque nublado. El efecto in vitro del veneno fue examinado utilizando la
preparacion de musculo cervical digastrico de pollo. El veneno de M. mipartitus causo
una inhibicion dosis dependiente de las contracciones evocadas al nervio (0,1 Hz, 0,2
ms, Voltaje supramaximo), e inhibié significativamente la respuesta apreciablemente a la
acetilcolina exdgena, indicando la presencia de neurotoxinas postsinapticas. La adicion
de Neostigmina (5 mM) no revirtié la inhibicién causada por este veneno (10ug/ml). El
veneno de M. dissoleucus (3-50 pg/ml) parece ser miotdxico indicado por la falta de
inhibicion a las contracciones evocadas al nervio (0,1 Hz, 0,2 ms, Voltaje supramaximo),
el aumento significativo en la tensién de linea de base (3 y10 yg/ml) y la inhibiciéon de la
respuesta al KCI. La inhibiciéon de fosfolipasa A2, reemplazando ca® (2,5 mM) en la
solucién fisiolégica por Sr* (10 MM) atenud la inhibicion de contracciones indirectas,
indicando la participacion de PLA2 en la accién miotéxica del veneno. Los resultados
demuestran las diferencias presentes en el veneno de especies altamente relacionadas
filogenéticamente y sugieren una diversidad hasta ahora insospechada de acciones
farmacolégicas en un solo linaje, que tiene implicaciones en el manejo clinico de los
envenenamientos y brinda una luz adicional acerca de las fuerzas que conducen la

evolucion de veneno.
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ABSTRACT

The venoms of coral snakes (genus Micrurus) have been reported to have a broad
spectrum of pharmacological activities that include pre and/or postsynaptic actions as
well as myotoxic activity. While some studies have investigated potential human effects,
the neurotoxic activity of coral snake venoms has been poorly investigated in terms of
ecological and evolutionary relationships among the group. The purpose of this study was
to investigate the physiological effects on neurotransmission of the venom of the closely
related species Micrurus dissoleucus that lives mainly in xeric to semiarid regions and
Micrurus mipartitus, that is found in a wide range of habitats including lower montane wet
forest and cloud forest. The in vitro effects of the venom were examined using the chick
biventer cervicis nerve muscle preparation. M. mipartitus venom caused a concentration-
dependent (3-10ug/ml) inhibition of nerve-mediated twitches (0.1 Hz, 0.2 ms,
supramaximal V), and significantly inhibited responses to exogenous acetylcholine ACh,
indicating the presence of postsynaptic neurotoxins. The addition of Neostigmine (5 mM)
didn’t reverse the inhibition caused by this venom (10 pg/ml). The venom of M.
dissoleucus (3-50 pg/ml) appears to be myotoxic as indicated by a slowly developing
contracture of the indirect twitches (2 ms, 0.1 Hz, supramaximal V), the significant
increase in baseline tension (3—10 pg/ml) and the inhibition of the response to KCI. The
inhibition of phospholipase A2 by replacing Ca®* (2.5 mM) in the physiological solution
with Sr** (10 mM) attenuated the inhibition of indirect twitches, indicating the involvement
of a PLA2 component in the miotoxic action of the venom. The results demonstrate a
hitherto unsuspected diversity of pharmacological actions in a single lineage, which have
implications on clinical management of envenomings and shed additional light on the

forces driving venom evolution.
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1. INTRODUCCION

El veneno de serpientes las coral (Familia Elapidae, género Micrurus), ha sido reportado
por su actividad principalmente neurotdxica; este tipo de veneno no puede cruzar la
barrera hematoencefalica, y por ende, su blanco de acciéon mas importante se encuentra
en el sistema nervioso periférico, especificamente en la unién neuromuscular. Los
venenos de serpientes coral son capaces de inhibir la neurotransmision en diferentes
puntos y de diferentes formas, asi, la variacién existente en su composiciéon puede
alterar significativamente el tipo y caracteristicas del bloqueo neuromuscular que

induzcan.

Los venenos de serpientes son una mezcla de compuestos que han evolucionado para
favorecer la captura y digestion de las presas. La respuesta a factores ecoldgicos
caracteristicos del habitat de cada serpiente, como la disponibilidad y tipos de presas
presente en cada lugar, hace que puedan existir diferencias en el veneno de especies

cercanas filogenéticamente, e incluso, entre poblaciones de la misma especie.

Para conocer las caracteristicas del veneno de serpientes coral, originadas por la
especializaciéon de las serpientes en diferentes habitats, con diferente disponibilidad de
presas, y lo que implican dichas condiciones en cuanto al efecto neurotéxico de su
veneno, resulta apropiado evaluar el modo de accién del veneno de las especies
Micrurus dissoleucus y Micrurus mipartitus. Estas especies presentan una alta relacién
filogenética, pero asi mismo, presentan diferencias ecoldgicas significativas que podrian
verse reflejadas en la composicién de su veneno. El estudio se realizé por medio del
efecto del veneno en una preparacion in vitro de o6rgano aislado (musculo cervical
digastrico de pollo), con el fin de determinar las caracteristicas de la inhibicién que

produce en la transmision neuromuscular.



2. MARCO TEORICO Y REVISION DE LITERATURA

2.1. Envenenamientos causados por serpientes coral en Colombia

Los accidentes causados por serpientes venenosas representan un problema de salud a
nivel mundial (de Roodt et al. 2004). En América, las serpientes responsables del 5% de
los accidentes pertenecen a la familia Elapidae (Russell et al. 1997; Gutierrez 2002), la
cual comprende tres géneros, Leptomicrurus, Micruroides y Micrurus, de los cuales el
ultimo es el mas comun debido a su amplia distribucién desde la Patagonia hasta
Estados Unidos (Campbell & Lamar 1989). Aunque el indice de mordeduras causadas
por las serpientes coral en Colombia depende del area geografica y es relativamente
bajo, presenta alta morbilidad y mortalidad (Pineda & Renjifo 2002; Campbell & Lamar
2004). Para Colombia se ha reportado que son responsables de tan solo el 1,58% del
total de los accidentes atribuidos a serpientes venenosas, pero el 80% de los casos
resulta en muerte (Silva-Haad & Rodriguez 1985). Los venenos de serpientes coral
presentan una alta relevancia médica debido a su potente Neurotoxicidad y las
profundas implicaciones clinicas de su acciéon. La naturaleza y severidad de los
envenenamientos depende factores como la variacion en la composicion bioquimica de

los venenos (Daltry et al. 1996; Hodgson & Wickramaratna 2002).

El blanco de accién mas importante para las neurotoxinas presentes en los venenos de
serpientes coral se encuentra en el sistema nervioso periférico. Debido a que estas
moléculas de gran tamafo no pueden cruzar la barrera hematoencefadlica (Harvey
1990), su blanco de accién se encuentra en las uniones neuromusculares esqueléticas,
en donde actuan para inhibir la neurotransmision en diferentes puntos y de diferentes
formas. En el individuo envenenado, la accion de las neurotoxinas resulta en una
pardlisis descendiente que involucra progresivamente los musculos extraoculares,
bulbares y respiratorios (Kuruppu et al. 2008). Los envenenamientos resultan en muerte
principalmente por paro ventilatorio y la paralisis periférica de las extremidades (Lalloo
et al. 1996).

El dnico tratamiento especifico para los envenenamientos causados por el género
Micrurus es la aplicacién de un antiveneno; la mayoria de las muertes causadas por
estos venenos ocurren por la falta o poca eficacia del tratamiento. Teniendo en cuenta
que la capacidad neutralizante de un suero antiofidico depende de un patrén especifico
de componentes bioquimicos presentes en el veneno, se esperaria que al realizar un
antiveneno contra algunas especies de serpientes coral cubriera también los
envenenamientos causados por otras especies, pero se ha reportado que los

antivenenos para estas serpientes no se comportan de esta manera (de Roodt et al.

2



2004). En realidad, existe una preocupante falta de neutralizacién por antiveneno
producido por serpientes del mismo pais (Moraes et al. 2003), lo cual se ha sugerido,
puede deberse a la alta variacién en el modo de accion de estas neurotoxinas, producto

de la especializacion de las serpientes en diferentes habitats (Daltry et al. 1996).

2.1.1. Veneno de serpientes coral (género Micrurus)

El veneno de las serpientes coral contiene un gran nimero de sustancias enzimaticas y
no enzimaticas. Las enzimas presentes incluyen fosfolipasas, las cuales hidrolizan
fosfoglicéridos y son clasificadas segun su sitio preciso de hidrdlisis; para el caso de los
venenos de serpientes, pertenecen al grupo A2 (Harris 1985; Dixon & Harris 1999). Otras
enzimas comunmente encontradas son las hialuronidasas, que actian como un factor de
dispersion destruyendo ciertas barreras en los tejidos y las L-aminoacido oxidasas, que
presentan una accion catalitica. Se han reportado varias fosfatasas como la
fosfodiesterasa y la anticolinesterasa, las cuales hidrolizan polinucleétidos e inhiben
acetilcolinesterasa respectivamente. Existe un gran numero de otras sustancias como
complejos no enzimaticos que incluyen neurotoxinas presinapticas y postsinapticas,
cardiotoxinas y factores liticos directos (Kocholaty et al. 1971; Kumar 1973). Ha sido
reportado que las neurotoxinas son la toxina mas letal y poderosa que se puede
encontrar en los venenos (Tu 1973), ya que presentan formas muy diversas de bloquear
la transmision neuromuscular, dependiendo principalmente de la composicién de las

sustancias téxicas presentes en el veneno (Hodgson & Wickramaratna 2002).

Antes de describir el modo de accion de las toxinas presentes en el veneno de
serpientes coral, es importante reconocer los aspectos basicos acerca de como funciona

la transmisién neuromuscular.

2.2. Transmisiéon Neuromuscular

La transmision en la unidon neuromuscular esquelética (Figura 1) estd dada
principalmente por la accion del neurotransmisor Acetilcolina (ACh) (Bowman 1993;
Hodgson & Wickramaratna 2002; Naguib et al. 2002; Rand 2007). La ACh es sintetizada
en el citoplasma de las terminales nerviosas a partir de la Colina (Ch) (producto de la
ruptura del neurotransmisor en el espacio sinaptico) y la Acetil Coenzima A (AcCoA),
(presente en el citoplasma de la terminal nerviosa). La colina ingresa en la terminal por
medio de un transportador de alta afinidad llamado HAChT o ChT (Naguib et al. 2002;
Rand 2007) y la reaccién de la que es producto el neurotransmisor es catalizada por la
enzima Colina Acetiltransferasa (ChAT) (Sha et al. 2004; Rand 2007).
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Figura 1: Exocitosis y degradacion de vesiculas de acetilcolina en la unién

neuromuscular. Tomado de: Nalguib et al. 2002.

La ACh sintetizada en el citoplasma de la terminal nerviosa es transportada hacia las
vesiculas sinapticas por la accion de un transportador vesicular de ACh llamado VAChT
(Rand 2007), el cual depende de un gradiente electroquimico de protones a través de la
membrana de la vesicula, mantenido por una ATPasa de tipo V (Sha et al. 2004). El
VAChAT y el ChAT se encuentran correguladas por los mismos factores, y contribuyen en

la funcién normal del sistema colinérgico (Mallet et al. 1998).

La acetilcolina se acumula en las vesiculas sinapticas (VS). El lumen de cada vesicula
contiene aproximadamente 5000 — 10000 moléculas de ACh, y cantidad que es llamada
“cuanto” de neurotransmisor (Naguib et al. 2002). Las VS son organelos secretores
especializados que permiten el paso de sefales entre el nervio y el muasculo, y se
pueden dividir principalmente en dos tipos: uno listo para ser liberado llamado pool activo
y uno de reserva, el cual contiene la mayor cantidad de vesiculas almacenadas en redes
filamentosas formadas por actina, sinapsina y espectrina (Rosahl et al. 1995; Augustine

et al. 1999). La Sinapsina | presente en la membrana de las vesiculas es la encargada
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de unir las vesiculas a los filamentos de actina y microtubulos del citoesqueléto

presinaptico (Rosahl et al. 1995).

La liberacidon de ACh es un proceso dependiente del incremento de Ca” en la terminal
nerviosa, lo cual resulta de la apertura de canales voltaje dependientes de ca” por la
despolarizacion de la membrana axonal (Katz & Miledi 1965; Dodge & Rahamimof 1967).
Muchas formas de canales de potasio se encuentran en la membrana de la terminal
nerviosa, incluyendo canales voltaje dependientes y canales de potasio activados por
ca®. El papel de los canales de K* consiste en limitar la duracion de la despolarizacion
de la terminal nerviosa y por ende, también limitan la entrada de ca® y la liberacion del
neurotransmisor (Naguib et al. 2002). Después del potencial de accion creado por la
entrada de Ca®, se activa la fosforilacion de la sinapsina | (Llinas et al. 1991) o cual
causa el debilitamiento de la interaccion entre la Sinapsina | y los filamentos de actina y
microtubulos del citoesqueléto, permitiendo la movilizacion de las VS desde el pool de
reserva hacia el pool activo que se ubica cerca de la membrana presinaptica (Naguib et
al. 2002).

En un proceso llamado docking o atracamiento, las VS se adhieren a la zona activa de la
membrana presinaptica; este lugar se caracteriza por la presencia de regiones densas
de electrones en la cara pre y postsinaptica que contienen agrupaciones de canales de
ca” (Robitaille et al. 1990). Existe un complejo de tres proteinas sinapticas llamado
SNARE esencial para el proceso de docking. Dos de estas proteinas, SNAP y Sintaxina |
(o HPC1) se ubican en la zona activa de la membrana presinaptica y la tercera, llamada
sinaptobrevina se ubica en la membrana de la VS (Sudhof 1995). Este complejo permite
la activacion de una cascada de reacciones por la interaccion proteina — proteina,

necesario para que ocurra la exocitosis de la VS (Naguib et al. 2002).

Posterior al proceso de docking, se inicia el proceso de priming, necesario para preparar
a la vesicula para la exocitosis. Una familia de proteinas de unién guanosin-trifosfato de
bajo peso molecular llamadas Rabs son las encargadas de unir la vesicula a la
membrana presinaptica (Geppert et al. 1994). La proteina Rab3A mantiene una reserva
normal de VS vy facilita la exocitosis rapida durante la estimulaciéon repetitiva en el
momento en que el reciclaje de vesiculas se limita. Cuando ocurre la exocitosis, la
proteina Rab3A se disocia de la vesicula (Naguib et al. 2002). La liberacién continua del
neurotransmisor presente en las vesiculas causa despolarizaciones pequefias (0,5 — 1
mV) con corrientes transitorias en la membrana postsinaptica (potenciales de placa
miniatura o MEPP), insuficientes para desencadenar una contraccion. Sin embargo; La
suma de los potenciales miniatura sincronicos produce el potencial de accion de placa
terminal o EPP y por ende, la contraccion muscular (Bowman 1993; Hodgson &
Wickramaratna 2002; Naguib et al. 2002).



La fusion de la vesicula con la membrana presinaptica resulta en la liberacion de un
“cuanto” de ACh en el espacio sinaptico (ver Figura 1). (Bowman 1993; Naguib et al.
2002), accion que es terminada gracias a la rapida hidrélisis dada por la enzima
acetilcolinesterasa (AChE) (un tipo de B- carboxiesterasa presente en la hendidura
sinaptica, responsable de la ruptura de ACh en colina (Ch) y acetato) (Nalguib et al.
2002). Esta enzima es muy abundante en la hendidura sinaptica, la mayoria consiste de
una forma asimétrica o0 A12 que consiste de tres tetrdmeros de subunidades cataliticas
unidas covalentemente a una cola de colageno (McMahan et al. 1978). La eficiencia de
la AChE depende de su actividad catalitica, su sitio activo se encuentra en el fondo de
una hendidura estrecha que llega aproximadamente hasta el fondo de la proteina, en
donde la ACh debe ingresar desbloqueando un anillo movil presente en la hendidura
(Zhou et al. 1998). La distribucion de los nAChRs concuerda con la cantidad de
moléculas de AChE (Hall & Sanes 1993). La ACh es regulada, en parte, por la actividad
del musculo, debido a la despolarizacién evocada por el nervio en la membrana
plasmatica, de modo tal, que los musculos que presentan una alta actividad, presentan

una mayor cantidad de la enzima (Rossi et al. 2000).

2.2.1. El musculo esquelético

Los musculos esqueléticos estan constituidos por células alargadas y multinucleadas
llamadas fibras musculares. Cada fibra esta compuesta por una serie de subunidades
llamadas miofibrillas, que se contraen gracias a un estimulo nervioso o eléctrico. Bajo el
microscopio se puede observar que las miofibrillas presentan bandas claras y oscuras
alternadas, cuya longitud varia durante el proceso de contraccion; El espacio
comprendido entre dos lineas Z comprende un sarcomero y constituye la porcién minima
de una fibra muscular, que conserva la capacidad de contraerse (Figura 2) (Sanchez
2002; Kernell 2003).



Figura 2: Estructura del musculo esquelético. Modificado de Brewer (2002)

Cada miofibrilla se encuentra rodeada por una estructura aplanada llamada reticulo
sarcoplasmico, que hace referencia al reticulo endoplasmatico en otros tipos de células.
Ubicado entre las miofibrillas se encuentra el sistema tubular T, formado por pequenas
invaginaciones de la membrana celular. Los tubulos T se encuentran separados del
reticulo sarcoplasmico y del sarcoplasma, pero se comunican directamente con el
espacio extracelular (Figura 3). Las bandas claras, llamadas isotrépicas o bandas |, y las
bandas oscuras, llamadas anisotropicas o bandas A, se encuentran asociadas con
proteinas filamentosas llamadas actina y miosina. Los filamentos de actina (fibras
delgadas) son discontinuos y unen sus extremos en un disco Z. Los filamentos de

miosina (fibras gruesas) se localizan en la parte central del sarcémero (Sanchez 2002).

A nivel molecular, los filamentos de actina presentan dos moléculas de actina G en forma
de doble hélice. La polimerizaciéon de un gran numero de éstas forma una molécula de
actina F. Las fibras delgadas contienen otras dos proteinas, la tropomiosina, filamento
protéico ubicado en la canal formada por la doble hélice de actina F, y la troponina,
pequefio complejo molecular unido al filamento de tropomiosina. Un filamento grueso se
encuentra formado por alrededor de 250 moléculas de miosina, en cada una se

encuentra una cola y una cabeza globular que actia como una ATPasa, que hidroliza el



ATP para producir ADP vy fosfato inorganico (Pi) (Ebashi 1972; Squire 1975; Sanchez
2002).
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Figura 3: Estructura de la miofibrilla del musculo esquelético. Modificado de: Brewer
(2002)

2.2.1.1 Estructura del receptor de acetilcolina

Cuando las moléculas de ACh liberadas en la exocitosis se unen al NnAChR presente en
el musculo esquelético (Bowman 1993; Naguib et al. 2002), se media la transduccion del

impulso nervioso (Hucho 1986).

La estructura de los receptores nicotinicos depende de cinco subunidades proteicas que
se combinan para formar una unidad pentamérica: dos subunidades a en asociaciéon con
una subunidad (3, d y una ¢ (Figura 4A). Las subunidades a estdn compuestas por cuatro
hélices desde M1 hasta M4, que se extienden en la membrana (Figura 4B) (Grosman et
al. 2000; Rand 2007). Estas subunidades interacttan para formar un poro
transmembranal, y también, bolsillos extracelulares de unién para la acetilcolina y otros
agonistas y antagonistas (Hucho 1986). Los sitios de unién para la ACh se encuentran

en la interfaz del dominio N terminal de las subunidades ad y ae (Pedersen & Cohen



1990). Una de las funciones mas importantes de las subunidades ad y ae es estabilizar el
estado de apertura del receptor. La unién simultanea de dos moléculas de ACh a un
nAChHR inicia un cambio conformacional que causa la apertura del poro, la duracién de
este estado depende del tiempo de duracién de la acetilcolina en las subunidades

indicadas del receptor (Bowman 1993; Grosman et al. 2000; Naguib et al. 2002).

PENTAMERIC COMPLEX a SUBUNIT

N TERMINUS C TERMINUS

Figura 4: Composicién de las unidades del receptor nicotinico en la superficie de la
placa terminal del musculo esquelético. A. Estructura pentamérica del receptor presente
en la membrana postsinaptica. B. Esquema de la subunidad a con sus terminales NH, y

COOH en la superficie extracelular de la bicapa lipidica. Tomado de: Nalguib et al. 2002

La activacion del receptor por el neurotransmisor (ACh), requiere que las dos
subunidades a del receptor sean ocupadas. Los dos sitios exhiben cooperatividad, de
forma que la union a solo una de las subunidades facilita la unién de la otra. La union de
un agonista a las subunidades a induce un cambio conformacional en la proteina, lo cual
resulta en la apertura del canal. El canal iénico es selectivo para cationes pequeinos
como Na*, K’y ca®, pero el cambio mayor inducido por la apertura del canal, esta dado
por el flujo de iones de Na®. El flujo neto de iones de sodio ocurre en un gran nimero de
receptores presentes en la membrana celular y produce el potencial de placa motora o
EPP (Bowman 1993).

2.2.2.2. Mecanismo de contraccién muscular

Una vez que la placa motora se despolariza, el potencial de accion recorre todo el
sarcolema (membrana celular muscular) y es conducido hacia el interior de la fibra
muscular a través del sistema de tubulos T. El acople exitacidon-contraccion es el
mecanismo por el cual un estimulo eléctrico inicia los eventos quimicos en el musculo
que conducen a la liberacion de Ca” intracelular y por ultimo causan una respuesta
contractil. La despolarizacion de la membrana mediada por la unién del neurotransmisor

ACh a los receptores nicotinicos es transmitida a todas la fibras presentes en el musculo
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a través del sistema de tubulos T. La despolarizacion dispara la liberacién de Ca* desde
el reticulo sarcoplasmico, lo cual inicia la contraccién mediante el deslizamiento de los
filamentos contractiles. Desde el sitio de su liberacion, el Ca** se difunde hasta las
proteinas contractiles y se une a la troponina, provocandole un cambio conformacional
que deja expuesto el sitio activo de la molécula de actina, de manera que la cabeza de la
miosina puede unirse a él y formar un puente cruzado. La cabeza de la miosina rota 45°,
ejerciendo una fuerza que jala al filamento delgado sobre el grueso y lo lleva hacia el
centro del sarcomero. Después que la cabeza de miosina ha rotado por completo, ésta
se disocia del filamento de actina y regresa a su posicion inicial. La disociacion del
complejo es un proceso que requiere de energia de la hidrélisis del ATP (Huxley 1969;
Eisenberg & Hill 1985; Brenner 1987). La fuerza de contraccion y la longitud del
sarcomero depende de su longitud inicial y es proporcional al grado de superposicion

que existe entre los filamentos de actina y miosina (Huxley & Hanson 1954).

Poco después de la liberacién de Ca* el reticulo sarcoplasmico reacumula el ion, con el
fin de almacenarlo para ser liberado en el proximo potencial de accién. Cuando
disminuye la concentracién de Ca®" intracelular, la troponina C libera los iones ca”, y se
separa de la troponina |, lo cual resulta en que la disminucion de la acciéon quimica
reciproca entre la actina y la miosina causandose una relajacion muscular (Eckert 1994;
Holmes & Geeves 2000).

2.3. Inhibicién de la neurotransmisién por el veneno de serpientes coral

Las serpientes coral han desarrollado potentes toxinas a través de su evolucién, capaces
de inhibir la transmision neuromuscular en lugares presinapticos (como las B-
neurotoxinas), por medio de la disminuciéon de la liberaciéon de ACh en la terminal
nerviosa (Connolly et al. 1995; Hodgson & Wickramaratna 2002; Lewis & Guttman 2004),
0 en lugares postsinapticos por la accion de las a—neurotoxinas (a-NT), en donde su
actividad se basa en el antagonismo con el neurotransmisor en los receptores nicotinicos
del musculo esquelético, o bien, actuando directamente en el mpusculo esquelético
(Endo & Tamiya 1991). Actualmente han sido muy pocos los estudios que reportan la
actividad neurotoxica pre o postsinaptica, o miotdxica de los venenos de las serpientes
coral. En la Tabla 1 se muestra la informacién actualmente reportada acerca del efecto

neurotoxico del veneno de las serpientes coral.
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Tabla 1: Informacion reportada acerca de los efectos neuromusculares de los venenos

de algunas especies de serpientes coral.

Especie Au_:c:[nn_ -"‘DF"?” _post Mictoxicidad Referencia
presinaptica sinaptica

M. frontalis X Wital Brazil 1965, Vital Brazil et af. 1976/77; Vital Brazil and Fontana
M. lenmiscatus X 198384 Vital Brazil 1990
M. dumerilli X Serafimet a. 2002
M. spixii X Yital Brasil 1980, Vital Brazi et al. 198384
:j: Lf;g;mm ﬁ § Weis & Mc Isaac 1971, Goularte et al. 1995
M. corallinus X X Yital Brazil 1987 Vital Brasi 1990, Yital Brazil & Fontana 1983/84

2.3.1. Inhibicién presinéaptica

Las neurotoxinas que causan la inhibiciéon presinaptica o B-neurotoxinas (B-NT), han sido
aisladas de los venenos de las familias Elapidae y Viperidae, las cuales producen un
blogueo neuromuscular inhibiendo la liberacion de ACh por diferentes medios (Hodgson
& Wickramaratna 2002). Las neurotoxinas presinapticas pueden ser polipéptidos de
cadena sencilla o toxinas constituidas por multiples subunidades, con multiples isoformas
de una neurotoxina en particular que difieren en su secuencia de aminoacidos (Harris
1997).

Una particularidad de las B-NT es que son fuentes ricas en Fosfolipasas A2 (PLA2)
(Harvey et al. 1994; Faelli et al. 1998; Hodgson & Wickramaratna 2002; Kuruppu et al.
2008) lo cual presumiblemente evolucion6 de una accion inicial en la digestion de las
presas hacia una funcion de inmovilizacion y muerte de las mismas (Rosenberg et al.
1989). Las PLA2 hidrolizan el enlace ester sn-2 de los fosfoglicéridos 1,2-diacil-3-sn
produciendo acidos grasos y lisofosfolipidos (Montecucco & Rossetto 2000; Hodgson &
Wickramaratna 2002; Pungercar & Krizaj 2007; Kuruppu et al. 2008), dicha actividad
catalitica es dependiente del ca” (Verheij et al. 1981). Las B-neutotoxinas pueden estar
compuestas por una o varias subunidades y siempre presentan un canal hidrofébico en
donde se encuentra la enzima, que se acomoda a las cadenas de acidos grasos de los
fosfolipidos (FL) permitiendo que el enlace ester sea clivado en el sitio activo de la
enzima. La His48 y el Asp49 de la PLA2 se encuentran directamente involucrados en el
proceso, de modo que una molécula de agua se une a la His48, y es usada para la
hidrdlisis, mientras que el Asp49 posiciona al ion Ca®", coordinando a los grupos fosfato

y sn-2 carbonil del fosfolipido (Yu et al. 1993; Montecucco & Rossetto 2000).

Teniendo en cuenta que en el momento en el que se realiza la fusion de las vesiculas
para la liberacion del neurotransmisor se crea un poro de fusion que une los dos

espacios acuosos antes aislados (por la membrana de las vesiculas y la membrana de la
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terminal nerviosa), la presencia de lipidos de forma cénica invertida (como los lisoFL) en
la membrana de la terminal nerviosa genera una curva cargada positivamente en el
momento de la exocitosis, lo cual incrementa la capacidad de la membrana para realizar

exocitosis (Strong et al. 1976; Montecucco & Rossetto 2000).

El incremento en la exocitosis permite que las B-NT se abran paso el lumen de las
vesiculas (Figura 6), en donde la enzima realiza una catalisis de los fosfolipidos
presentes en la cara interna de la membrana vesicular (Montecucco & Rossetto 2000). El
lumen de las vesiculas sinapticas es rico en Ca®* (Schmidt et al. 1980) y proporciona un
ambiente ideal para la actividad catalitica de la enzima. Una vez las B-NT se encuentran
internalizadas, el gradiente electroquimico de protones generado a través de la
membrana vesicular por la ATPasa de tipo V (Sha et al. 2004), decrece el pH interior con
el fin de acumular moléculas de ACh por medio del transportador vesicular VAChT (Rand
2007). Las PLA2 tienen una actividad 6ptima alrededor del pH neutro, pero se ha
demostrado que preservan sustancialmente su actividad en pHs acidos (Montecucco &
Rossetto 2000). Los AG producto de la catélisis de la monocapa membrana vesicular
interior se protonan en presencia del pH acido y tienden a realizar flip-flops muy
rapidamente hacia la capa externa (que se encuentra en contacto con el citosol de la
terminal nerviosa), en donde se deprotonan (Wilschut et al. 1992; Kamp et al. 1993)
(Figura 7)
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Figura 5: Modelo de accion de las 3-NT en la union neuromuscular. Modificado de
Montecucco & Rossetto (2000)

Entre méas alto sea el empaquetamiento de lipidos en la capa interior de la vesicula y
exista una predominancia de grupos cargados negativamente, mas se promueve la
formacién de AG en la monocapa citosdlica, de ésta forma, la actividad hidrolitica de la
PLA2 combinada con el gradiente electroquimico de protones generado por la ATPasa
causa el enriquecimiento de nuevos AG en la monocapa citosdlica y de LisoFL en la
monocapa lumenica (Montecucco & Rossetto 2000). Los AG son lipidos fusogénicos,
altamente presentes en vesiculas secretoras debido a ésta propiedad, en donde, debido
a su forma conica, promueven la formacion de dobleces locales en las monocapas
(Chernomordik et al. 1995; Piomelli et al. 2007). Los AG inducen la fusién de liposomas
de varios tipos de lipidos sin requerir del incremento en la concentracion de Ca* (Meers
et al. 1988), lo cual se complementa para causar una exocitosis, con la presencia de

LisoFL presentes en la membrana de la terminal nerviosa, como se menciond

anteriormente (Montecucco & Rossetto 2000).

Igualmente, la propiedad fusogénica de las vesiculas hace que no exista un gradiente de
pH a través de la membrana haciendo que los AG se redistribuyan en las dos
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monocapas de las vesiculas. De éste modo, las membranas ricas en AG y LisoFL
previenen la endocitosis, causando finalmente, que sea mayor la cantidad de ACh
degradada por la AChE, que la que se enucentra disponible para despolarizar el musculo

y causar su contracciéon (Montecucco & Rossetto 2000).

Las diferentes secuencias de PLA2 presentan similitudes en sus dobleces y solo unos
pocos cambios en la secuencia de aminoacidos es suficiente para convertir una PLA2
pancreatica no toxica en las PLA2 altamente téxicas que se pueden encontrar en
venenos de serpientes, las cuales son especificas para diferentes tejidos y tipos
celulares que dependen de la presa que el animal consuma (Montecucco & Rossetto
2000). Las PLA2 presentes en venenos de serpientes son miembros de una larga familia
multigénica con diversas actividades farmacolégicas, incluyendo neurotoxicidad,

miotoxicidad, cardiotoxicidad, actividades anticoagulantes y hemoliticas (Lynch 2007).

2.3.2. Inhibicion postsinaptica

Las neurotoxinas que causan la inhibicion postsinaptica o a—NT son antagonistas del
neurotransmisor y por lo tanto se unen con gran afinidad y especificidad sus sitios de
unién en los receptores nicotinicos del musculo esquelético (Changeuxt et al. 1970),
inhibiendo la apertura del canal asociado al receptor; de esta forma, las a-NT bloquean la
transmision en el musculo esquelético, lo cual causa la paralisis de la presa (Hodgson &
Wickramaratna 2002). Las a-NT solo se encuentran en los venenos de la Familia
Elapidae, habiéndose descrito mas de 100 neurotoxinas (Dufton & Harvey 1989), sus
secuencias difieren considerablemente entre especies, se sugiere que los sitios
conservados constituyen un lugar funcional de union al receptor de ACh, mientras que
los sitios no conservados constituyen evolutivamente lo que ha sido la especializacion en

la captura de presas (Trémeau et al. 1995).

La accion de las a-NT se fundamenta en su antagonismo con los receptores nicotinicos,
a los cuales se unen con gran afinidad (Kp= 107"? a 10™° mol/L) y especificidad
(Changeuxt et al. 1970). La estructura heteropentamérica del receptor presenta dos sitios
especificos para la unién del neurotransmisor (localizado en la interfaz del dominio N
terminal de las subunidades ad y ag) (Pedersen & Cohen 1990) que interactian en una
forma cooperativa, de modo que las neurotoxinas postsinapticas pueden inhibir la
apertura del canal i6nico asociado al receptor ocupando éstos dos sitios (Changeuxt et
al. 1970). La mayoria de a-NT pertenecen a la familia de las toxinas de tres dedos (3FTx)
y su estructura, como su nombre lo indica, presenta tres dedos indispensables para la

unién con los receptores nicotinicos. Las 3FTx presentan un scafold formado por tres
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loops adyacentes que emergen de un nucleo globular e hidrofébico que se encuentra
entrecruzado con los puentes disulfuro (Menez 1998; Kini 2002; Nirthanan et al. 2003).
Dependiendo de su secuencia, las a-NT se dividen dos grandes grupos, las de cadena
corta, que consisten de 60-62 aminoacidos y contienen cuatro puentes disulfuro, o de
cadena larga, que se componen de 66-74 aminoacidos y usualmente cinco puentes
disulfuro (Endo & Tamiya 1999). Las de cadena corta, se asocian con el receptor
nicotinico seis a siete veces mas rapido que las de cadena larga, pero igualmente,
tienden a disociarse cinco a nueve veces mas rapido, lo cual indica que las de cadena

larga presentan una mayor afinidad por el receptor (Servent et al. 1997).
2.3.3. Inhibicién al musculo

La inhibiciéon causada directamente en el musculo esquelético es dependiente de la

actividad de PLA2 en el veneno. El mecanismo de accion miotdxico se encuentra dado

por la hidrdlisis de los fosfolipidos de membrana, al igual que en la terminal presinaptica

Pero esta vez en la membrana del reticulo sarcopldsmico. Lo anterior causa que el
. . 2+ . .

reticulo sea incapaz de retomar el Ca” y por lo tanto, no permite que el musculo se

relaje después de una contraccion (Rosso et al. 1996, Hodgson & Wickranaratna 2002).
2.4. Estudio de la bioactividad de los venenos

Existen diferentes preparaciones de o6rgano aislado con el fin de lograr evaluar
experimentalmente diferentes efectos la transmisidn neuromuscular, entre ellos se
encuentran las preparaciones de rata, raton, sapo y pollo; siendo las de rata y pollo las
mas utilizadas (Hodgson & Wickramaratna 2002). El estudio de la contraccion muscular
en preparaciones neuromusculares consiste en la estimulacion mediante un pulso
eléctrico aplicado directamente sobre el musculo, o bien, a través del nervio. Durante la
contraccion el musculo desarrolla tension o efectua trabajo, por lo que se han descrito
dos tipos de contracciones musculares, la isotonica y la isométrica. El tipo utilizado en
éste estudio es isométrico, el cual consiste en que el musculo se contrae bajo una carga
constante. La respuesta mecanica del musculo a un solo estimulo eléctrico es
denominada « sacudida simple ». Una sacudida simple isométrica muestra una fase
rapida de incremento en la tension seguida de una fase de relajacion mas lenta (caida de

tension), tras la cual se reestablece la tensidn basal (Aidley 1989).
La preparacion de musculo cervical digastrico de pollo es la metodologia (MCDP) mas

adecuada para estimar los efectos neurotéxicos de venenos de serpientes. Las ventajas

de esta preparacion como experimento de rutina incluyen: bajo costo de los animales
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modelo de estudio, facilidad en la diseccién y montaje del tejido, alta sensibilidad y
adquisicion rapida de resultados (Harvey et al. 1994; Hodgson & Wickramaratna 2002).
Las fibras presentes en el musculo cervical digastrico del pollo son de dos tipos, rapidas
y lentas. Las fibras musculares rapidas son focalmente inervadas, mientras que las fibras
lentas presentan inervaciones multiples (Gingsborg & Mackay 1960; Gingsborg &
Mackay 1961; Hess 1961; Hess 1970). Las fibras rapidas median la contraccién evocada
y pueden ser estimuladas eléctricamente (Hodgson & Wickramaratna 2002), mientras
que las fibras lentas no responden a un potencial de accién propagado en una sola
estimulacién nerviosa, y dan origen a una unica contraccién sostenida después de la
aplicacion de agentes despolarizantes (Gingsborg 1960; Gingsborg & Mackay 1960;
Hodgson & Wickramaratna 2002).

La presencia de fibras musculares tonicas lentas en el musculo cervical digastrico de
pollo permite que la preparacién pueda ser estimulada exdgenamente con agonistas
nicotinicos como el carbacol o la acetilcolina (Ashmore et al. 1978), y de esta forma, es
posible que los efectos presinapticos de los venenos neurotéxicos se diferencien de los
postsinapticos (Harvey et al. 1994; Hodgson & Wickramaratna 2002; Kuruppu et al.
2008).

Las contracciones eléctricas evocadas al nervio en la preparacion neuromuscular de
pollo provocan la contraccién de las fibras musculares rapidas focalmente inervadas
presentes en el musculo por medio del mecanismo acople exitacion-contraccion (Figura
8). Los procesos que conllevan al acortamiento de los elementos contractiles del
musculo consisten en un deslizamiento de los filamentos delgados sobre los gruesos. El
ancho de las bandas A permanece constante mientras las lineas Z (Figura 3) se mueven
para acercarse entre si cuando el musculo se contrae y para separarse cuando se
elonga. El mecanismo por el cual la fibra muscular inicia una contraccién se llama acople
exitacion-contraccién (Gingsborg & Mackay 1960; Gingsborg & Mackay 1961; Hess
1961; Hess 1970). El potencial de accién unico produce una contraccion breve seguida
por una relajacién. En la Figura 7 se ilustra una contraccion muscular evocada
eléctricamente al nervio de la preparacion de pollo. La contraccién inicia cerca de 2mseg
después del inicio de la despolarizacion de la membrana, antes de completarse la
repolarizacién. El potencial de membrana en reposo del mpusculo es de -90 mV, su
potencial de accién dura aproximadamente 2 a 4 milisegundos y se conduce a lo largo

de la fibra a una velocidad de 5 m/seg (Ganong 1999)
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Potencial de

Figura 6: Contraccion muscular generada en la preparacion in vitro del musculo cervical
digastrico de pollo Modificado de: (Marieb & Hohen 2007).

2.4.1. Accioén de las neurotoxinas in vitro

En la preparacién in vitro de pollo, las neurotoxinas que utilizan como blanco de accién la
membrana presinaptica inhiben las contracciones evocadas en el nervio, sin afectar las
respuestas a agonistas del receptor nicotinico. Estas neurotoxinas presentan un efecto
trifasico caracteristico en las preparaciones in vitro: primero se presenta un
decrecimiento seguido por un incremento transitorio, terminando en el bloqueo completo
(Su & Chang 1984; Chang 1985; Harris 1997; Montecucco & Rossetto 2000).

La secuencia especifica de eventos que causan el bloqueo presinaptico varia entre
especies. En general, existe un periodo de 5 a 20 minutos antes de observarse algun
efecto en la transmision del estimulo, este es el tiempo en el cual ha sido reportado que
las toxinas pueden unirse a la membrana presinaptica y actuar en ella, lo cual se basa en
que los lavados realizados en la preparacion in vitro durante este tiempo tienen muy
poco efecto medible (Hodgson & Wickramaratna 2002; Lewis & Guttman 2004).

La actividad enzimatica de las B-NT es dependiente del ca® y puede ser inhibida
remplazando el Ca®" con estroncio (Sr2+) en la solucién que bafa el tejido de la
preparacion in vitro (Yu et al. 1993; Montecucco & Rossetto 2000). Los iones de ca”
juegan un papel muy importante en la despolarizacién de la terminal nerviosa de la placa
motora, y en la liberacion de acetilcolina. En la ausencia de estos iones, el potencial de
accion en el nervio invade la terminal nerviosa, pero falla en inducir la liberacién del
neurotransmisor hacia el espacio sinaptico (Katz & Miledi 1965; Dodge & Rahamimof

1967). Ha sido demostrado que los iones de Sr?*, tienen propiedades similares a los
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iones de Ca** y permiten que la liberacion del neurotransmisor sea posible (Dodge et al.
1969; Meiri & Rahamimoff 1971; Mellow et al. 1982).

Las neurotoxinas que utilizan como blanco de accién la membrana postsinaptica, pueden
inhibir la transmisién neuromuscular bloqueando la contractibilidad muscular por su unién
con el receptor de ACh. Estos estudios se basan en la inhibicion de las contracciones
frente a los agonistas nicotinicos, teniendo en cuenta que las neurotoxinas
postsinapticas, bloquearan la respuesta a agonistas como la ACh en el receptor
colinérgico, pero no afectaran la respuesta al KCI (Harvey et al. 1994; Hodgson &
Wickramaratna 2002).

La estimulacién de las fibras musculares tonicas lentas presentes en el musculo cervical
digastrico de pollo, por el agonista nicotinico ACh, es la base para evidenciar el efecto de
las a-NT (Harvey et al. 1994; Hodgson & Wickramaratna 2002; Kuruppu et al. 2008). La
adicion de ACh a la preparacién, en ausencia de un estimulo eléctrico, activa las dos
subunidades a del receptor nicotinico, de modo que al causar su apertura permite la
entrada de Na" y la consecuente despolarizacion de las fibras musculares ténicas lentas
causando una contraccion sostenida (Ebashi 1972; Brenner 1987; Holmes & Geeves
2000; Herzog et al. 2008) dada por la falta de relajacién en el acople excitaciéon -
contraccion del musculo, de modo que se produce una inhibicién del Ca* hacia el
reticulo sarcoplasmico y aunque la adicion de ACh causa mas potenciales de accién, la
contraccion resultante es sostenida. Con base en lo anterior, las neurotoxinas de accion
postsinaptica inhiben la respuesta a la ACh, mientras que las presinapticas no la inhiben
(Harvey et al. 1994; Hodgson & Wickramaratna 2002; Kuruppu et al. 2008).

2.4.1.1. Neurotoxicidad de los venenos

La determinacion de la letalidad de los venenos en animales completos por lo general ha
sido estudiada con base en la dosis letal 50 murina (DLsp), la cual tiene como propdsito
determinar que concentracion de veneno mata el 50% de los ratones bajo estudio en un
periodo de 24 — 48 horas, y pretende determinar los rangos de letalidad de los venenos
de las serpientes. Debido a razones éticas y a que el porcentaje de error es alto debido a
que se toman en cuenta no solo los efectos de las neurotoxinas de los venenos sino
también de las cardiotoxinas, miotoxinas, factores hemoliticos y factores anticoagulantes,
este tipo de estudios se esta reemplazando por estudios in vitro (Kuruppu et al. 2008).
Un método para comparar la neurotoxicidad de los venenos en preparaciones
neuromusculares es por medio de la toma del tiempo que el veneno tarda en causar el
50% o 90% del bloqueo de las contracciones (tso y tgo respectivamente). La decisién

acerca del valor a utilizar se toma dependiendo de la velocidad de bloqueo que cause el
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veneno, de modo que si el bloqueo es lento, se calcula el valor t5q y si es rapido se
calcula el t59. Las DLsg y los valores tyg 0 t50 miden diferentes parametros de toxicidad,
mientras que las DLsy se basan en “cantidad”, los valores tgg se basan en la velocidad de
un veneno para actuar, de esta forma, es posible tener un veneno extremadamente letal
(segun la DLsg) que se tome una cantidad considerable de tiempo para actuar (Hodgson
& Wickramaratna 2002; Kuruppu et al. 2008).

2.4.1.2. Reversion del efecto de un veneno neurotdxico

La manera mas especifica y eficiente para revertir el efecto neurotoxico de un veneno es
la aplicacion de un suero antiofidico. La farmacocinética de los venenos y antivenenos
juegan un rol de alta importancia para el éxito de la neutralizaciéon. Ya que el secuestro
de la toxina por anticuerpos debe darse idealmente antes de que las toxinas desarrollen

su funcién (Gutierrez et al. 2003).

La base molecular de la neutralizacién de toxinas por anticuerpos o sus fragmentos, esta
dada por el bloqueo de las regiones moleculares de la toxina que estén involucradas en
la interaccion con su blanco de accion, excluyendo su accion farmacoldgica. Un epitope,
también conocido como determinante antigénico, es la parte de una macromolécula que
es reconocida por el sistema inmune, especificamente por anticuerpos, células Bo T. La
parte del anticuerpo que reconoce el epitope es llamado paratopo. El bloqueo de las
reigiones moleculares de la toxina puede ocurrir por varios mecanismos directos o
indirectos: (i) el “sitio farmacolégico” de la toxina puede ser un epitope reconocido por
paratopos de anticuerpos. (ii) Los anticuerpos pueden unirse a epitopos localizados
cerca del “sitio farmacoldgico” de la toxina, de modo que la neutralizacién es lograda por
el obstaculo estérico de dicha regiéon molecular. (iii) Los anticuerpos pueden reconocer
un epitope lejos del “sitio farmacolégico” de las toxinas, induciendo cambios
conformacionales en la molécula que decrecen la afinidad por sus blancos celulares
(Gutierrez et al. 2003).

Teniendo en cuenta que en la mayoria de los casos no se cuenta con un antiveneno
para las mordeduras casadas por serpientes coral, algo frecuente en Colombia (de
Roodt et al. 2004), existen terapéuticos alternativos que pueden ser utilizados con el fin
de revertir los efectos neurotdxicos cuando se presentan envenenamientos (Kuruppu et
al. 2008). La adicion de una droga anticolinesterasica como la neostigmina en los casos
de envenenamiento causa la reversion de un veneno de accién postsinaptica, con
presencia de a-NT (Wickramaratna et al. 2003; Kuruppu et al. 2005). La droga inhibe la
enzima acetilcolinesterasa del espacio sinaptico permitiendo que la concentracion de

neurotransmisor aumente y desplace competitivamente la toxina unida al receptor
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nicotinico (Gold 1996). Uno de los primeros reportes acerca del uso clinico de la
neostigmina fue en el tratamiento de un paciente por envenenamiento de la cobra Naja
naja philippinensis (Familia Elapidae) (Watt et al. 1988). La administracion de
neostigmina (0,5 Mm). En los ultimos afios se ha demostrado que en el envenenamiento
causado por otras especies de cobras, es posible causar una reversion dramatica de los
efectos neurotéxicos (Gold 1996). Si bien la mayoria de los efectos neurotéxicos de los
venenos pueden ser revertidos por medio de una droga anticolinesterasica, existen
reportes acerca de algunos venenos de serpientes coral que no presentan esta
caracteristica (Serafim et al. 2002). La importancia acerca de la evaluacion de la
reversion de la accion de un veneno neurotoxico en preparaciones in Vitro recae en
aportar informaciéon que pueda ser utilizada en el momento en que se presenten casos

por envenenamiento de las especies bajo estudio.

2.4.2. Accién de las miotoxinas in vitro

Aunque la Miotoxicidad es un factor dificil de probar sin ayuda de cortes histologicos,
factores como la adicion de KCI y el monitoreo de la tension de la linea de base
perrmiten realizar una aproximacion a este tipo de efecto con el uso de la preparacion
neuromuscular in vitro de pollo (Harvey et al. 1994).La estimulacion de las fibras
musculares ténicas lentas presentes en el musculo cervical digastrico de pollo, por el
agonista KCI, es uno de los factores que permiten aproximarse al efecto miotdxico
(Harvey et al. 1994; Hodgson & Wickramaratna 2002; Kuruppu et al. 2008). La senal
para la que pueda darse la contraccion muscular involucra la propagacion de un
potencial de accién a lo largo de las fibras. El incremento en la concentracion
extracelular de K ¥, genera un cambio en las cargas presentes en la membrana y tiende
a despolarizar el potencial de reposo transmembranal (Fortune & Lowery 2007). Por otra
parte, el incremento en la tensién de base de las contracciones musculares implica un
dafio a la maquinaria contractil, Una mayor tension en el musculo implica el dafio directo
al mecanismo de acople exitacion-contraccion, especialmente al proceso de relajacion,
en donde el Ca®* no es retomado completamente por el reticulo sarcoplasmico y no logra
una relajacion completa de las fibras (Ebashi 1972; Eisenberg & Hill 1985).
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3. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

3.1.Formulacién del Problema

Los venenos de serpientes son el resultado de la seleccion en la habilidad de digerir y
capturar las presas disponibles en su habitat. La gran diversidad existente en las toxinas
de los venenos de serpientes se debe a su modo de evolucién, sujeto a la duplicacién
frecuente de genes codificantes para toxinas, lo cual en la mayoria de los casos se
encuentra seguido por una diversificacion funcional y estructural (Slowinski et al. 1997;
Afifiyan et al. 1999; Chang et al. 1999; Fry et al. 2003), (muy evidente cuando los
habitats y sus condiciones difieren) (Daltry et al. 1996).

Las especies de serpientes coral M. dissoleucus (Figura 5a) y M. mipartitus (Figura 5b)
objeto de este estudio presentan diferencias considerables en cuanto a las
caracteristicas de sus habitats particulares y a su vez, presentan una alta relacién
evolutiva (ver Anexo 1) (Com. Pers. Erick Smith). Los individuos utilizados en este
estudio de la especie M. dissoleucus pertenecen a Santa Marta, Departamento del
Magdalena en el norte de Colombia, y los individuos de la especie M. mipartitus
presentan una distribucién desde los Andes del oeste y centro de Colombia y la zona sur
de la cordillera oriental adyacente al oeste de Ecuador, hasta el norte de Peru (también

han sido reportados en la Isla de Gorgona en Colombia) (Campbell & Lamar 2004).

M. dissoleucus presenta una distribucién principalmente en ecosistema de bosque seco
tropical y se alimenta de lagartos diurnos, gekos y colibridos (Com. pers. Juan Manuel
Renijifo). M. mipartitus presenta una distribucion mas amplia, en donde incluye un rango
desde el ecosistema de bosque humedo bajo tropical hasta bosque humedo tropical, y
se alimenta principalmente de lagartos, anfisbénidos, gekos, colubridos y algunos
anfibios (Roze 1996).
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Figura 7: Serpientes coral (género Micrurus) utilizadas en el estudio A. M. dissoleucus

(Santa Marta, Magdalena - Colombia). B. M. mipértitus (Melgar, Tolima - Colombia).

La variacion en los componentes presentes en los venenos de las serpientes coral,
originadas por la especializacion de las serpientes en diferentes habitats y condiciones,
hace que la neurotoxicidad de sus venenos sea particularmente susceptible, teniendo en
cuenta que su efecto en la inhibicion de la transmisién en la unién neuromuscular puede

afectar las caracteristicas del bloqueo que se produce en la transmisién neuromuscular.

3.2.Pregunta de investigacion

¢ Existen diferencias en la actividad neurotoxica del veneno de las serpientes coral
Micrurus dissoleucus y Micrurus mipartitus, en una preparacion in Vitro de érgano aislado

(musculo cervical digastrico de pollo)?

3.3.Justificacion de la investigacion

M. dissoleucus y M. mipartitus son especies que presentan una alta relacion evolutiva
(ver Anexo 1) (Com. Pers. Erick Smith), lo cual podria suponer, a pesar del modo de
evolucién que presentan las toxinas, componentes neurotéxicos similares y por lo tanto,
efectos similares. Teniendo en cuenta que estas especies presentan diferencias
ecoldgicas significativas, el estudio del efecto neurotéxico que presentan sus venenos
permitira dar a conocer el efecto que tiene especializacion de las serpientes en
condiciones ecolégicas particulares, en cuanto al modo de accién de las neurotoxinas

presentes en sus venenos, en inhibicion de la transmisién neuromuscular.

Por otra parte, teniendo en cuenta la problematica actual que se sufre en Colombia por la
falta de tratamientos que pueda ser utilizados en caso de envenenamientos causados
por serpientes coral, el estudio del veneno de Micrurus dissoleucus y Micrurus mipartitus
brinda una oportunidad para realizar aproximaciones importantes acerca de las
caracteristicas necesarias a tomar en cuenta para producir un antiveneno en casos
futuros, de forma que pueda tomarse una decisiéon acerca de realizar los antivenenos
basandose en la cercania evolutiva de las serpientes, o bien, en las caracteristicas
ecologicas presentes en los habitats de las serpientes. Asimismo, el conocimiento acerca
de las caracteristicas y el comportamiento del bloqueo neuromuscular producido por
estas serpientes, permitira realizar aproximaciones a terapéuticos que puedan ajustarse

a las caracteristicas particulares del bloqueo producido por el veneno de cada especie.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Caracterizar la actividad neuromuscular del veneno de las serpientes coral Micrurus
dissoleucus y Micrurus mipartitus, en una preparacion in vitro de dérgano aislado

(musculo cervical digastrico de pollo).

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Cuantificar la neurotoxicidad del veneno de M. dissoleucus y M. mipartitus por
medio de los valores t5q 0 tgo,

4.2.2 Establecer el tipo de bloqueo neuromuscular (neurotdxico pre o post-sinaptico, y
miotdxico) que se produce por el veneno de M. dissoleucus y M. mipartitus

4.2.3 Comprobar si existe actividad dependiente de la fosfolipasa A2 en el veneno de
M. dissoleucus y M. mipartitus.

4.2.4  Evaluar si existe reversion del efecto neurotoxico del veneno de M. dissoleucus y

M. mipartitus por medio un inhibidor de la colinesterasa (neostigmina).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1.Disefio de la investigacion

Tabla 2: Diseno de la investigacidon experimental del efecto neurotoxico del veneno de

M. dissoleucus y M. mipartitus.

Factor de disefio No. 1 - Veneno de serpientes coral

Niveles del factor de disefio 1 - Veneno de M. mipartitus

- Veneno de M. dissoleucus

Factor de disefio No. 2 - Dosis de veneno
Niveles del factor de disefio No. 2 - 3 pg/mi
- 10 pg/mi
- 50 pg/ml
Variable de respuesta - Amplitud de la contraccion expresada

en el porcentaje de respuesta con

respecto al inicial.

- Tiempo en causar el 50% del bloqueo

neuromuscular

- Contraccién dada por agonistas

nicotinicos
Unidad de respuesta - Contracciones evocadas por el nervio
Unidad de muestreo - Nervio de la preparacion in vitro de

musculo cervical digastrico de pollo

5.1.1. Poblacién de estudio y muestra de la poblacién de estudio

El veneno de las serpientes utilizadas en el estudio fue brindado por PISCILAGO, Melgar
en la seccion de herpetos con la ayuda del sefior Jairo Maldonado, cuidador de los

animales presentes en el lugar. En este lugar se cuenta con el seguimiento de cada
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animal, de modo que se tienen los datos de pesos, edades y localidades de las que

fueron colectados los animales.

Los pollos con los que se realizaron las pruebas fueron adquiridos de la Avicola
PASABANA, teniendo en cuenta que cumplen con condiciones de alimentacién e higiene
adecuadas para la realizacion del estudio. Asimismo, cumplen con ser unidades
homogéneas, ya que son mantenidos en condiciones iguales de alimentacion y

temperatura.

5.1.2. Variables del estudio

Tabla 3: Variables independientes y dependientes de la investigacion experimental del

efecto neurotoxico del veneno de M. dissoleucus y M. mipartitus.

Variables independientes - Veneno de serpientes coral (Micrurus dissoleucus y
Micrurus mipartitus)

- Dosis de bloqueo (3 ug/mly 10 pg/ml)

Variables dependientes - Amplitud de la contraccion expresada en el
porcentaje de respuesta con respecto al inicial.
- Tiempo en causar el 90% del bloqueo

neuromuscular

5.2. METODOS

5.2.1. Extraccién del veneno

La extracciéon del veneno de las dos especies se realizé con ayuda de tubos capilares
que fueron introducidos en cada colmillo inoculador de veneno de las serpientes. Con el
fin de obtener el veneno, se realiz6 una estimulacion directa a la glandula de veneno y
posteriormente, el veneno recolectado se introdujo en un vial y posteriormente se

preservé en nitrdgeno liquido para evitar la degradacioén del mismo.
5.2.2. Liofilizacién del veneno
El veneno preservado en nitrégeno liquido se llevo al Instituto Nacional de Salud o INS,

en donde se llevo a cabo la liofilizacion de éste. Posterior a la liofilizacion, el veneno fue

preservado en una nevera para ser utilizado en los experimentos.
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5.2.3. Diseccion y montaje de la preparacién

Las preparaciones neuromusculares de digastrico se realizaron siguiendo el protocolo de
Gingsborg & Warriner (1960). Los tejidos utilizados en el estudio fueron aislados de
pollos de edades entre 4 — 14 dias (50 — 250g). Para la diseccion, se realizd una incision
en la linea media de la parte posterior del cuello, desde el craneo hasta la base del
cuello, exponiendo los dos musculos digastricos inmediatamente por debajo de la piel.
Se atd un hilo alrededor del extremo superior de uno de los nervios (Figura 8A) y fue
posteriormente cortado de su adherencia al craneo. El masculo y nervio motor fueron
cuidadosamente removidos, junto con el tendon proximal que adhiere el musculo al
ligamento supraespinoso. Los electrodos fueron ubicados como lo indica la Figura 8B y
posteriormente montados sobre un soporte como lo indica la Figura 8A. Las
preparaciones de los musculos digastricos fueron montadas en una camara de 15 ml
para 6rgano aislado (Figura 8B), y bafados con una solucion fisiolégica Krebs-Hensleit
de composicion: (mM) NaCl, 118.4; KCI, 4.7; MgSOQ,, 1.2; KH,PO,, 1.2; CaCl,, 2.5;
NaHCOsg;, 25; y glucosa 11.1. La solucién fue mantenida con carbdgeno (95 % O2 y 5%
CO,)a 34°C conun pH de 7.

Elecirodes an
forma da anillp

Tendén

Figura 8: Preparacion in vitro del muasculo cervical digastrico de pollo. A. Vista superior
de la parte ventral del cuello, mostrando el musculo cervical digastrico de pollo. B.
Organizacion del montaje del electrodo alrededor de la preparacion in vitro de musculo

digastrico de pollo.
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Haia e tremsducks

Figura 9: Organizacién y montaje de la preparacion in vitro de musculo cervical
digastrico de pollo. A. Organizacién de los electrodos alrededor del musculo B. Camara

para aislar érganos in vitro (modificado de: ADInstruments.com).

5.2.4. Experimentos

Las contracciones fueron dadas por la estimulaciéon eléctrica al nervio motor (estimulo
indirecto) cada 10 segundos con pulsos de 0.2 milisegundos de duracién y a un voltaje
supramaximo utilizando un estimulador PowerlLab. Los tejidos se dejaron en
estabilizacion por 30 minutos antes del comienzo del experimento (Crachi et al. 1999;
Wickramaratna & Hodgson 2001; Serafim et al. 2002; Lumsden et al. 2004; Lumsden et
al. 2005; Kuruppu et al. 2007) . Posterior a la estabilizacion, el veneno, en dosis de 3, 10
y/o 50 pg/ml se dejé en contacto con la preparacion hasta que la respuesta a la
estimulacion fuera inhibida, o hasta que se cumplieran 3 horas sin que ocurriera un

bloqueo (para el caso de los controles, se utilizé el mismo tiempo sin adiciéon de veneno).

A continuacion sera explicado en detalle la metodologia utilizada para evaluar cada uno

de los objetivos especificos.

5.2.4.1. Objetivo especifico No. 1
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Con el fin de cuantificar la neurotoxicidad del veneno de M. dissoleucus y M. mipartitus
por medio del valor t50 o t90. Posterior a la estabilizacion, el veneno se dejé en contacto
con la preparacion hasta que la respuesta a la estimulacién fuera inhibida, o hasta que
se cumplieran 3 horas sin que ocurriera un bloqueo (para el caso de los controles, se
utilizé el mismo tiempo sin adicion de veneno). En la conclusion del experimento se
adicionaron los agonistas nicotinicos acetilcolina (ACh 1 mM por 30 segundos) y KCI (40

mM por 30 segundos) en ausencia de estimulacion eléctrica.
5.2.4.2. Objetivo especifico No. 2

Con el fin de establecer la actividad neurotdxica presinaptica que se produce por el
veneno de M. dissoleucus y M. mipartitus se observé el comportamiento de bloqueo en
la dosis mas baja de veneno (3ug/ml), con el fin de evaluar la presencia de una curva

trifasica caracteristica del mecanismo de accién presinaptico

Con el fin de establecer la actividad neurotdxica postsinaptica que se produce por el
veneno de M. dissoleucus y M. mipartitus se evalué la respuesta de la preparacion in
vitro (después que la preparacion estuviera en contacto durante tres horas con el

veneno), a la adicion de acetilcolina (ACh) 1 mM en ausencia de estimulacion eléctrica

Con el fin de establecer la actividad miotdxica que se produce por el veneno de M.
dissoleucus y M. mipartitus se evalud la respuesta de la preparacion in vitro (después
que la preparacion estuviera en contacto durante tres horas con el veneno), a la adicién
de KCI 40 mM en ausencia de estimulacion eléctrica. Adicionalmente, se evaluo el

incremento en la tensién de base en el bloqueo de las contracciones musculares.
5.2.4.3. Objetivo especifico No. 3

Con el fin de comprobar si existe actividad dependiente de la fosfolipasa A2 en el veneno
de M. dissoleucus y M. mipartitus, los tejidos fueron bafiados en solucion fisiologica
Krebs normal y después de 30 min, fueron bafiados con solucion fisioldgica libre de ca™.
Posteriormente, los tejidos fueron sumergidos en la camara de 6rgano bafados con
soluciodn fisiolégica con sr*t (10 mM) reemplazando el ca”. Se siguio el protocolo de 30
minutos de estabilizacion y posterior adicion de veneno como fue mencionado

anteriormente.

2.1.1.1. Objetivo especifico No. 4

Con el fin de evaluar si hay reversion del efecto neurotoxico del veneno de M.
dissoleucus y M. mipartitus, en casos en donde se observd una inhibicion completa de

las contracciones evocadas al nervio, se realizé una prueba de reversibilidad con
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Neostigmina (5 uM), en donde ésta fue adicionada en el ts5q (tiempo en el que el veneno

causa el 50% de la inhibicion a las contracciones)
5.3.Recoleccién de la informacion

La fuerza de contraccion generada durante los experimentos por el tejido, fue obtenida
por medio de un transductor de tensién Grass FT 03C. La sefial fue acondicionada y
digitalizada a través de un poligrafo digital ADInstruments® PowerlLab/45T para su
registro y tabulacion con el programa Chart 5.1® el cual permite observar el
comportamiento de las contracciones musculares evocadas al nervio, y a su vez, calcula

el valor de amplitud y tensién para cada una de las contracciones (Figura 10).
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Figura 10: Registro de las contracciones musculares evocadas al nervio.

El programa arroja un valor cada 10 segundos, durante 210 minutos, los cuales
consisten de 30 minutos de estabilizacion y tres horas de experimento desde la adicion

del veneno o sin adicién de éste (control) (Figura 11).
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Figura 11: Registro de los datos de las contracciones musculares evocadas al nervio en
el software CHART 5.1®.

Con los datos obtenidos por el software, se realizé un promedio de los ultimos quince

minutos de la estabilizacion (Ecuacién 1). En donde Y,= Amplitud o tensién de base

generada en una contraccién muscular

YitYat....V3
37

7:Y

(Ecuacién 1)

Se realizé el promedio de las contracciones musculares generadas cada cinco minutos
después de la estabilizaciéon de la preparacién (Ecuacion 2). En donde Z,= Promedio de

amplitud o tension de base generada en cinco minutos
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Se utilizaron los datos generados en las ecuaciones 1y 2 con el fin de expresar los datos

obtenidos como el porcentaje del inicial (Ai) (estabilizacion) (Ecuacion 3)

(Ecuacion 3)

Se calculé el promedio (A;) y error estandar de la media de las repeticiones generadas

en cada una de las muestras (Ecuacion 4).
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5.4. Analisis de la informacion
Con el fin de evaluar los efectos de los venenos, fueron realizados diferentes pruebas
que incluyen: Neurotoxicidad: Respuesta al agonista ACh, inhibicion de PLA2, reversion

del efecto neurotoxico y miotoxicidad: tension de base y respuesta al KCI (Figura 10).

M. dissoleucus

M. mipartitus
|
Neurotoxicidad Miotoxicidad
-Respuesta al agonista Ach -Tensién de linea de base
- Respuesta al KCI

- Actividad dependiente de PLA2
- Reversién del efecto neurotdxico
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Figura 12. Experimentos realizados en la evaluacién del modo de accion del veneno de

M. mipartitus y M. dissoleucus

Con los datos obtenidos con el veneno de cada especie, se realizaron las siguientes

pruebas estadisticas con ayuda del programa R.2.8.0 ®.
5.4.1. Neurotoxicidad

Los datos de amplitud de las contracciones obtenidos para las dosis de 3 y 10 ug/ml de
veneno, fueron comparados con el control. Siguiendo el supuesto de homogeneidad de
varianzas, se realizé un ANOVA de una via utilizando como punto de comparacion, los
valores de amplitud obtenidos en el tiempo 180 (t159). Cuando se encontraron diferencias
significativas, se realizé una prueba de comparacion multiple de Dunnett, con el fin de

comparar los tratamientos con el control.

El valor de neurotoxicidad tso fue calculado Unicamente para el veneno que haya logrado
inhibir por completo las contracciones evocadas al nervio. La comparacion de la
neurotoxicidad del veneno de M. dissoleucus y M. mipartitus se realizé utilizando el valor
de amplitud de la contraccién en el t5o del veneno de la especie que haya logrado inhibir
por completo las contracciones evocadas al nervio, en cada dosis respectiva.
Cumpliendo con el supuesto de homogeneidad de varianzas, se realizd un ANOVA
factorial en donde se evalud el efecto de las variables especie y dosis y su respectiva

interaccion, en la amplitud de la contraccion del ts.

5.4.1.1. Respuesta al agonista ACh

Para evaluar la respuesta al agonista ACh se comparo la respuesta obtenida en las dosis
de veneno de 3 y 10 pg/ml, con la respuesta generada en los respectivos controles.
Siguiendo el supuesto de homogeneidad de varianzas, se realizé un ANOVA de una via.
Cuando se encontraron diferencias significativas, se realizé una prueba de comparacion

multiple de Dunnett, con el fin de comparar los tratamientos con el control.

La comparacion de la respuesta al agonista ACh por parte del veneno de M. dissoleucus
y M. mipartitus se realizé utilizando el valor de amplitud de la contraccidon generada, en
cada dosis respectiva. Cumpliendo con el supuesto de homogeneidad de varianzas, se
realiz6 un ANOVA factorial en donde se evaluo el efecto de las variables especie y dosis

y su respectiva interaccion, en la amplitud de la contraccion del agonista ACh.
5.4.2. Inhibicién de fosfolipasa A2

Con el fin de comprobar si existe actividad dependiente de la PLA2, se comparé la

respuesta generada en el tsop de M. mipartitus por cada veneno y en el ti5 (tiempo final
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de los experimentos) para la dosis de 3 pg/ml, tanto en el bafio de 6rgano regular (con
Ca”) como en un bafio que reemplazé el Ca®* por Sr*, Siguiendo el supuesto de
homogeneidad de varianzas, la comparacién entre las dos muestras fue realizada por

medio de la prueba t de Student no pareada.

5.4.3. Reversion del efecto neurotéxico

En los experimentos de reversion del efecto neurotoxico se utilizé el veneno de la
serpiente que bloqued completamente las contracciones evocadas al nervio. Se comparé
la respuesta generada por el veneno (10 ug/ml) en presencia de neostigmina adicionada
en el tsg, con la respuesta generada por el veneno (10 ug/ml) en su ausencia (control).
Cumpliendo con el supuesto de normalidad y homogeneidad de varianzas, la
comparacion entre las dos muestras fue realizada por medio de la prueba t de student no

pareada
5.4.4. Miotoxicidad

5.4.4.1. Incremento en latension de lalinea de base

Los datos de tension en la linea de base obtenidos para las dosis de 3 y 10 yg/ml de
veneno, fueron comparados con el control. Siguiendo el supuesto de homogeneidad de
varianzas, se realizé un ANOVA de una via utilizando como punto de comparacion, los
valores de tension obtenidos en el tiempo 180 (t1g0). Cuando se encontraron diferencias
significativas, se llevd a cabo una prueba de comparacion multiple de Dunnett, con el fin

de confrontar los tratamientos con el control
5.4.4.2. Respuesta al KClI

Para evaluar la respuesta al KCl se comparé la respuesta obtenida en las dosis de
veneno de 3 y 10 ug/ml, con la respuesta generada en los respectivos controles.
Siguiendo el supuesto de homogeneidad de varianzas, se realizé un ANOVA de una via.
Cuando se encontraron diferencias significativas, se realizé una prueba de comparacion

multiple de Dunnett, con el fin de comparar los tratamientos con el control.

La comparacién de la respuesta al KCl por parte del veneno de M. dissoleucus y M.
mipartitus se realizé utilizando el valor de amplitud de la contraccién generada, en cada
dosis respectiva. Cumpliendo con el supuesto de homogeneidad de varianzas, se realizé
un ANOVA factorial en donde se evalu6 el efecto de las variables especie y dosis y su

respectiva interaccion, en la amplitud de la contraccién del agonista KCI.
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6. RESULTADOS

6.1. Neurotoxicidad

El veneno de M. mipartitus caus6 una inhibicion dosis-dependiente de las contracciones
evocadas al nervio (Voltaje supramaximo, 0,2 ms de duracién y 0.1 Hz),
significativamente diferentes con respecto al control (P= 9,03E-8; F= 183,54; gl= 2.
ANOVA de una via seguido por la prueba de comparacion miltiple de Dunnett, ver anexo
7 y 8), en la preparacion neuromuscular de pollo (Figura 13) Presenté un t5o de 83,5 +

9,54 minutos para la dosis de 3 ug/ml y de 43,9 + 8,99 minutos para la dosis de 10 ug/ml.

100 =

80

—— Controles
—=— 3 ug/ml

Amplitud de la contraccion (% de la
inicial)

60
—— 10 ug/ml
40
20
0
0 30 60 90 120 150 180

Tiempo (minutos)

Figura 13: Efecto del veneno de M. mipartitus en dosis de 3 ug/ml (n=5) y 10 pg/ml
(n=6), y control (n=6) en las contracciones evocadas al nervio (Voltaje supramaximo, 0,2
ms de duracion y 0,1 Hz) en la preparacion neuromuscular de pollo. *Estadisticamente
diferentes con respecto al control (P= 9,03E-8; F= 183,54; gl= 2 .ANOVA de una via

seguido por la prueba de comparacion multiple de Dunnett. ver anexo 3 y 4, ver anexo 7
y 8)

El veneno de M. dissoleucus no causé una inhibicion completa de las contracciones
evocadas al nervio (Voltaje supramaximo, 0,2 ms de duracién y 0,1 Hz). Las dosis de 10
y 50 ug/ml fueron significativamente diferentes con respecto al control (P= 6,38E-5; F=
14,399; gl= 3. ANOVA de una via seguido por la prueba de comparacion mdultiple de

Dunnett, ver anexo 7 y 8) (Figura 14).
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Figura 14: Efecto del veneno de M. dissoleucus 3 pg/ml (n=5), 10 yg/ml (n=5), 50 pg/mi

(n=5) y control (n=6) en las contracciones evocadas al nervio (Voltaje supramaximo, 0,2

ms, 0,1 Hz) en la preparacion neuromuscular de pollo. *Estadisticamente diferentes con
respecto al control (P= 6,38E-5; F= 14,399; gl= 3. ANOVA de una via seguido por la

prueba de comparacion multiple de Dunnett, ver anexo 7 y 8)

Comparacion del veneno de M. mipartitus y M. dissoleucus

La Figura 15 muestra la comparacion de la inhibicién de las contracciones evocadas al
nervio, por los venenos de M. mipartitus y M. dissoleucus en la dosis de 3 pg/ml (Figura
15A) y 10 pg/ml (Figura 15B).
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Figura 15: Comparacion de la inhibicion de las contracciones con el veneno de M.
mipartitus y M. dissoleucus. A. Inhibicién de las contracciones para el veneno de M.
mipartitus (n=5) y M. dissoleucus (n=5) en la dosis de 3 pg/ml. B. Inhibicion de las
contracciones para el veneno de M. mipartitus (n=6) y M. dissoleucus (n=5) en la dosis

de 10 pg/ml.

La comparacion entre los venenos de M. mipartitus y M. dissoleucus mostré que el
mayor efecto en la amplitud de las contracciones en el t5; esta dado por el factor especie
(P= 0,000119; F= 24,5917; gl= 1. ANOVA factorial ver Anexo 7), lo cual significa que
existen diferencias consistentes entre el veneno de M. mipartitus y M. dissoleucus
(niveles del factor especie). Por el contrario, el factor dosis no fue responsable de causar
un efecto significativo (P= 0,95682; F= 0,003; gl= 1. ANOVA factorial. ver Anexo 7). Las
diferencias mencionadas entre las especies no se deben la dosis que sea utilizada,
teniendo en cuenta que la prueba no arrojé un efecto de interacciéon entre los factores
(P=0,954904; F= 0,0033; gl= 1. ANOVA factorial ver Anexo 7) (Figura 16).

36




A. 100 B.
—o— 3 pg/ml 100
—&— 10 pg/ml -
© 80 o 80
o [0} o
S e L3
o © o0
S o 60 S o 60
O O 0o
€ ¢ E ——o
22 o
Q g 40 S 8 40
38 38
a § 20 a § 20 | —*— M. mipartitus
§ g —&— M. dissoleucus
0 0
M. mipartitus M. dissoleucus 3 ug/ml 10 pg/ml

Figura 16: Interaccion de variables (especie y dosis) en la amplitud de la contraccion en
el t5o (P= 0,954904; F= 0,0033; gl= 1. ANOVA factorial ver Anexo 7) A. Efecto del factor
especie (veneno de M. mipartitus y M. dissoleucus) en la amplitud de la contraccion en el
tso (P= 0,000119; F=24,5917; gl= 1. ANOVA factorial ver Anexo 7). B. Efecto del factor
dosis (3 y 10 ug/ml) en la amplitud de la contraccion en el t5,. (P= 0,954904; F= 0,0033;
gl= 1. ANOVA factorial ver Anexo 7).

6.1.1. Respuesta al agonista ACh

El veneno de M. mipartitus inhibio significativamente la respuesta a ACh (1 mM) exégena
en las dos dosis de veneno, con respecto al control (P= 1,557E-5; F= 27,034; gl= 2.
ANOVA de una via seguido por la prueba de comparacién multiple de Dunnett, ver anexo
7y 8) (Figura 17).
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Figura 17: Respuesta del veneno de M. mipartitus 3 ug/ml (n=5) y 10 ug/ml (n=6) y
control (n=6) frente al agonista ACh (1mM) en la preparacion neuromuscular de pollo.
*Estadisticamente diferente con respecto al control (P= 1,557E-5; F= 27,034; gl= 2.
ANOVA de una via seguido por la prueba de comparaciéon multiple de Dunnett, ver anexo
7y 8).

El veneno de M. dissoleucus inhibié significativamente la respuesta al agonista ACh (1
mM) (P= 0,000982; F= 8,7594; gl= 3. ANOVA de una via seguido por la prueba de
comparaciéon multiple de Dunnett, ver Anexo 3 y 4) en las dosis de 3, 10 y 50 ug/mi
(Figura 18).
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Figura 18: Respuesta del veneno de M.dissoleucus 3 pg/ml (n=5), 10 pg/ml (n=5) y 50
pg/ml (n=6) y control (n=6), frente al agonista ACh (1mM) en la preparacion
neuromuscular de pollo. *Estadisticamente diferente con respecto al control (P= 1,557E-
5; F=27,034; gl= 2. ANOVA de una via seguido por la prueba de comparacion multiple

de Dunnett, ver anexo 7 y 8).

Comparacion de la respuesta a ACh por el veneno de M. mipartitus y M.

dissoleucus

La Figura 19 muestra la comparacién de la respuesta generada por el agonista ACh en

presencia de los venenos de M. mipartitus y M. dissoleucus en las dosis de 3 y 10 ug/ml.
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Figura 19: Comparacion de la amplitud de la contraccién generada por el agonista
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acetilcolina (ACh) en presencia del veneno de M. mipartitus y M. dissoleucus.

La comparacion entre la respuesta generada por la ACh en presencia de los venenos de
M. mipartitus y M. dissoleucus mostré que el mayor efecto en la amplitud del agonista
esta dado por el factor especie (P= 7,21 E-11; F= 202,167; gl= 1. ANOVA factorial ver
Anexo 7), lo cual significa que existen diferencias consistentes entre el veneno de M.
mipartitus y M. dissoleucus (niveles del factor especie). Por el contrario, el factor dosis no
fue responsable de causar un efecto significativo (P= 0,7784; F= 0,0818; gl= 1. ANOVA
factorial ver Anexo 7). Las diferencias mencionadas entre las especies no se deben la
dosis que sea utilizada, teniendo en cuenta que la prueba no arrojé6 un efecto de
interaccion entre los factores (P= 4,96 E-01; F= 0,4837; gl= 1. ANOVA factorial ver

Anexo 7) (Figura 20).
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Figura 20: Interaccion de variables (especie y dosis) en la amplitud de la contraccion
generada por el agonista ACh (P= 4,96 E-01; F= 0,4837; gl= 1. ANOVA factorial ver
Anexo 7) A. Efecto del factor especie (veneno de M. mipartitus y M. dissoleucus) en la
amplitud de la contraccion generada por el agonista ACh (P= 7,21 E-11; F= 202,167; gl=
1. ANOVA factorial ver Anexo 7). B. Efecto del factor dosis (3 y 10 ug/ml) en la amplitud
de la contraccion generada por el agonista ACh (P=0,7784; F= 0,0818; gl= 1. ANOVA

factorial ver Anexo 7).

2.1.Inhibicién de fosfolipasa A2 (PLA2)

La comparacion de la amplitud generada en el t5o para la dosis de 3 pug/ml de veneno de
M. mipartitus con Sr?t y con ca® (Figura 21) no mostré diferencias significativas (P=
0,06244; t= -2,2842; gl= 6. Prueba t de Student no pareada, ver anexo 7). Igualmente, la
comparaciéon de la amplitud generada en el tig en las mismas condiciones no mostré
diferencias significativas (P= 0,1644; F= 1,5833; gl=6. Prueba t de Student no pareada,

ver anexo 7)
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Figura 21: Efecto del veneno de M. mipartitus (3 pg/ml) con Sr** y con Ca ** en las
contracciones evocadas al nervio (Voltaje supramaximo, 0.2 ms de duracién y 0.1 Hz) en
la preparacion neuromuscular de pollo. No existen diferencias significativas en el t5o (P=
0,06244; t= -2,2842; gl= 6. Prueba t de Student no pareada, ver anexo 7) ni en el tygq (P=
0,1644; F= 1,5833; gl=6. Prueba t de Student no pareada, ver anexo 7).

40



La comparacion de la amplitud generada en el t5o para la dosis de 3 ug/ml de veneno de
M. dissoleucus con Sr** y con ca® (Figura 22) mostré diferencias significativas (P=
0,06244; t= -2,2842; gl= 6. Prueba t de Student no pareada, ver anexo 7). Igualmente, la
comparaciéon de la amplitud generada en el tigp en las mismas condiciones mostré
diferencias significativas (P= 0,00015; F= 0,787; gl=6. Prueba t de Student no pareada,

ver anexo 7)
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Figura 22: Efecto del veneno de M. dissoleucus (3 ug/ml) con sr* y con Ca % en las
contracciones evocadas al nervio (Voltaje supramaximo, 0.2 ms de duracion y 0.1 Hz) en
la preparacién neuromuscular de pollo. *Existen diferencias significativas en el t5 (P=
0,000382; t= -7,1326; gl= 6. Prueba t de Student no pareada, ver anexo 7) y en el tig (P=
0,00015; F=0,787; gl=6. Prueba t de Student no pareada, ver anexo 7)

2.2.Reversion del efecto neurotéxico

El efecto de la adiciéon de neostigmina (5 uM) en amplitud de las contracciones para el
tiempo tso en la dosis de 10 pg/ml de veneno de M. mipartitus (Figura 23) no mostré un
efecto estadisticamente significativo (P= 0.467, F=-0.735, gl=72. Prueba t de student no
pareada, ver Anexo 7), demostrando que no fue posible revertir el efecto neurotédxico del

veneno de esta especie.
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Figura 23: Efecto del veneno de M. mipatrtitus (10 pug/ml, n=6) solo y con adicién de
neostigmina 5 uM (10 pg/ml, n=5) en el t5, de inhibicién de las contracciones en la
preparacion neuromuscular de pollo (P= 0.467, F=-0.735, gl=72. Prueba t de student no

pareada, ver Anexo 7)

Para el veneno de M. dissoleucus, no se realizaron pruebas de reversion del efecto
neurotéxico teniendo en cuenta que no causo un bloqueo completo de las contracciones

evocadas al nervio en la preparacién neuromuscular de pollo.

2.3.Miotoxicidad

2.3.1. Tensioén de linea de base
El veneno de M. mipartitus causé un incremento en la tensiéon de la linea de base
significativamente diferente del control para la dosis de 3 pg/ml (P= 0,01548; F= 5,6972

gl= 2. ANOVA de una via seguido por la prueba de comparaciéon multiple de Dunnett, ver

anexo 7 y 8) (Figura 24).
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Figura 24: Efecto del veneno de M. mipartitus 3 pg/ml (n=5) y 10 ug/ml (n=6) y control
(n=6) en la tensién de la linea de base de la preparacién neuromuscular de pollo.
*Estadisticamente diferente con respecto al control (P= 0,01548; F= 5,6972 gl= 2.

ANOVA de una via seguido por la prueba de comparacion multiple de Dunnett, ver anexo
7y8)

El veneno de M. dissoleucus caus6 un incremento en la tension de la linea de base
significativamente diferente del control para las dosis de 3 y 10 ug/ml (P= 0,000382; F=
15,313; gl= 3. ANOVA de una via seguido por la prueba de comparacion mdultiple de
Dunnett, ver anexo 7 y 8) (Figura 25).
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Figura 25: Efecto del veneno de M. dissoleucus 3 pg/ml (n=5) y 10 yg/ml (n=6) y control
(n=6) en la tensién de la linea de base en la preparacién neuromuscular de pollo.*
Estadisticamente diferente con respecto al control (P= 0,000382; F= 15,313; gl= 3.

ANOVA de una via seguido por la prueba de comparacion multiple de Dunnett, ver anexo

7y8)

Comparacion de la tension de base generada por el veneno de M. mipartitus y M.

dissoleucus

La Figura 26 muestra la comparacion en la tensién de la linea de base de las
contracciones para los venenos de M. mipartitus y M. dissoleucus en las dosis de 3
pg/ml (figura 26A) y 10 ug/ml (Figura 26B).
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Figura 26: Comparacion del incremento en la tension de la linea de base con el veneno

de M. mipartitus y M. dissoleucus. A. Tension de la linea de base para el veneno de M.

mipartitus (n=5) y M. dissoleucus (n=5) en la dosis de 3 ug/ml. B. Tension de la linea de
base para el veneno de M. mipartitus (n=6) y M. dissoleucus (n=5) en la dosis de 10

pg/mi.

La comparacion entre los venenos de M. mipartitus y M. dissoleucus mostré que el
efecto en la tension de la linea de base en el tig esta dado por el factor especie (P=
5,74E-05; F= 28,2082; gl= 1. ANOVA factorial ver Anexo 7), y por el factor dosis (P=
0,000554; F= 17,9617; gl= 1. ANOVA factorial ver Anexo 7). Las diferencias
mencionadas entre las especies y entre las dosis no son dependientes, teniendo en
cuenta que la prueba no arrojo un efecto de interaccion entre los factores (P= 5,49 E-01;
F=0,3729; gl= 1. ANOVA factorial ver Anexo 7) (Figura 27).
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Figura 27: Interaccion de variables (especie y dosis) en la tension de base en el t5, (P=
5,49 E-01; F= 0,3729; gl= 1. ANOVA factorial ver Anexo 7). A. Efecto del factor especie
(veneno de M. mipartitus y M. dissoleucus) en la tensién de base en el t5, (P= 5,74E-05;

F=28,2082; gl= 1. ANOVA factorial ver Anexo 7). B. Efecto del factor dosis (3y 10
pg/ml) en la tensién de base en el tsy. (P= 0,000554; F= 17,9617; gl= 1. ANOVA factorial
ver Anexo 7).

2.1.1.

El veneno de M. mipartitus no inhibi6 significativamente la respuesta al KCI (40 mM) (P=

Respuesta al KClI

0,6261; F= 0,4843; gl= 2. ANOVA de una via, ver anexo 7) (Figura 28).

Figura 28: Respuesta del veneno de M. mipartitus 3 pg/ml (n=5) y 10 ug/ml (n=6) y

control (n=6) frente al agonista KCI (40mM) en la preparacion neuromuscular de pollo.
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No es estadisticamente diferente con respecto al control (P= 0,6261; F= 0,4843; gl= 2.

ANOVA de una via, ver anexo 7).

El veneno de M. dissoleucus inhibié significativamente la respuesta al agonista KCI (40
mM) (P= 0,001105; F= 8,7594; gl= 3. ANOVA de una via seguido por la prueba de
comparacion multiple de Dunnett, ver anexo 7 y 8) en las dosis de 3, 10 y 50 ug/ml
(Figura 29).
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Figura 29: Respuesta del veneno de M. dissoleucus 3 pg/ml (n=5), 10 pg/ml (n=5) y 50
pg/ml (n=6) y control (n=6), frente al agonista KCI (40mM) en la preparacion
neuromuscular de pollo. *Estadisticamente diferente con respecto al control (P=
0,001105; F= 8,7594; gl= 3. ANOVA de una via seguido por la prueba de comparacioén

multiple de Dunnett, ver anexo 7 y 8).

Comparacion de larespuesta generada por el KCl para el veneno de M. mipartitus

y M. dissoleucus

La Figura 30 muestra la comparacién de la respuesta generada por el KCI en presencia

de los venenos de M. mipartitus y M. dissoleucus en las dosis de 3 y 10 ug/ml
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Figura 30: Comparacion de la amplitud de la contraccién generada por el KCl en

presencia del veneno de M. mipartitus y M. dissoleucus.

La comparacién entre la respuesta generada por el KCl en presencia de los venenos de

M. mipartitus y M. dissoleucus mostré que el mayor efecto en la amplitud del agonista
estd dado por el factor especie (P= 0,004375; F= 10,787; gl= 1. ANOVA factorial ver

Anexo 7), lo cual significa que existen diferencias consistentes entre el veneno de M.

mipartitus y M. dissoleucus (niveles del factor especie). Por el contrario, el factor dosis no
fue responsable de causar un efecto significativo (P= 0,93375; F= 10,787; gl= 1. ANOVA

factorial ver Anexo 7). Las diferencias mencionadas entre las especies no se deben la

dosis que sea utilizada, teniendo en cuenta que la prueba no arrojé6 un efecto de

interaccion entre los factores (P= 0,8164; F= 0,556; gl=

1. ANOVA factorial ver Anexo 7)

(Figura 31).
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Figura 31: Interaccion de variables (especie y dosis) en la amplitud de la contraccion
generada por el KCI (P= 0,8164; F= 0,556; gl= 1. ANOVA factorial ver Anexo 7) A. Efecto
del factor especie (veneno de M. mipartitus y M. dissoleucus) en la amplitud de la
contraccion generada por el agonista KCI (P= 0,004375; F= 10,787; gl= 1. ANOVA
factorial ver Anexo 7). B. Efecto del factor dosis (3 y 10 ug/ml) en la amplitud de la
contraccion generada por el agonista KCI (P= 0,8164; F= 0,556; gl= 1. ANOVA factorial

ver Anexo 7).
7. DISCUSION

Tradicionalmente, los venenos del género Micrurus sp. han sido clasificados como
neurotéxicos debido a que su modo de accion es el resultado de un bloqueo progresivo
en la unién neuromuscular. Estudios experimentales sugieren un amplio espectro de
actividades farmacologicas que incluyen efectos presinapticos, postsinapticos y
miotoxicos (Goularte et al. 1995; de Roodt et al. 2004; Cecchini et al. 2005). El presente
estudio demuestra que a pesar de la alta cercania evolutiva entre las serpientes coral M.
mipartitus y M. dissoleucus (Anexo 1) existen diferencias sustanciales en cuanto a la

actividad de sus venenos.

Al contrario del veneno de M. dissoleucus (Figura 14), el veneno de M. mipartitus causo
una inhibicion completa de las contracciones musculares evocadas al nervio (Figura 13)
y por lo tanto, fue posible cuantificar su neurotoxicidad. Para la dosis de 3 ug/ml el valor
tso fue de 83,5 + 9,54 minutos y para la dosis de 10 ug/ml fue de 43,9 + 8,99 minutos.
Comparado con estudios anteriores, puede decirse que el bloqueo causado por M.
mipartitus es lento, ya que venenos como el de M. lemniscatus carvalhoi y M. dumerilii
carinicauda (5 pug/ml) presentan el 50% de inhibicion de las contracciones alrededor de
los 30 minutos (Serafim et al. 2002; Cecchini et al. 2005). De acuerdo a la DLs, reportada
para M. mipartitus (2 pg/kg) (Corredor 1984), puede decirse que es un veneno altamente
letal, pero a su vez, se toma un tiempo considerable para actuar. Debido a la falta de
inhibicién de las contracciones evocadas al nervio y a la falta de informacién para el
veneno de M. dissoleucus, no se cuenta con el valor neurotoxicidad, ni con el valor de la

DLsg para realizar una aproximacion de su letalidad.

La comparacién de la inhibicién de las contracciones (Figura 15) mostré que existen
diferencias significativas entre el modo de accion del veneno de las especies bajo
estudio y que son independientes a la dosis utilizada (ver seccion 6.1.1 de resultados)
(Figura 16A y B). Lo anterior corrobora la presencia de un amplio espectro de
actividades farmacolégicas presentes en éstas toxinas que redunda en la

heterogeneidad de la respuesta (de Roodt et al. 2004; Cecchini et al. 2005). Los
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aspectos relacionados con el modo de accion especifico del veneno de las dos

serpientes seran discutidos a continuacion.

7.1.Actividad neurotdxica postsinaptica del veneno de M. mipartitus y M.

dissoleucus

El veneno de M. mipartitus inhibio significativamente la respuesta al agonista ACh (1
mM) en las dosis de 3 y 10 yg/ml (Figura 17). Esta respuesta indica un modo de accion
postsinaptico que se debe al antagonismo de las a-NT con el receptor nicotinico, lo cual
le impide al musculo producir una respuesta contractii en presencia del agonista
(Changeuxt et al. 1970). Igualmente, la poca variabilidad presente en la amplitud de las
contracciones al finalizar el tiempo de bloqueo para las dos dosis (aprox. 40 minutos)
(Figura 13) corrobora la falta de disponibilidad de receptores para causar una
despolarizaciéon y también sugiere la presencia de a-NT muy afines al receptor (cadena
larga). El veneno de M. mipartitus no presenté un efecto importante frente a la adicion
del farmaco neostigmina (Figura 23), lo cual puede corroborar lo anteriormente planteado
acerca de la presencia de a-NT de cadena larga unidas con una alta afinidad al receptor
nicotinico, resultando asi en la incapacidad del farmaco para desplazarlas del receptor.
Teniendo en cuenta que el veneno de M. dissoleucus no presentd un bloqueo completo
de las contracciones musculares evocadas al nervio, e igualmente su actividad
predominante no fue neurotéxica, no se evalué su respuesta frente a un agente

anticolinesterasico.

Al igual que el veneno de M. mipartitus, el veneno de M. dissoleucus inhibio
significativamente la respuesta al agonista ACh (1 mM) (Figura 18); sin embargo, una
contraccion leve generada aun después del bloqueo, puede indicar que algunos
receptores presentes en la membrana postsinaptica no se encuentran ocupados por las
a-NT y el neurotransmisor puede despolarizar la fibra muscular levemente. La
disponibilidad de receptores puede evidenciarse en la variabilidad de amplitud en las
contracciones al finalizar las tres horas de actividad del veneno (Figura 14). Puede
proponerse que en el veneno de M. dissoleucus existen a-NT de cadena corta y larga,
teniendo en cuenta que la accion competitiva de la ACh podria resultar en el
desplazamiento de las de cadena corta, ya que éstas tienden a disociarse cinco a nueve
veces mas rapido del receptor que las de cadena larga (Dufton & Harvey 1989; Servent
et al. 1997).

Las a-NT, han sido aisladas unicamente de venenos de la familia Elapidae (Endo &
Tamiya 1999) y recientemente de la familia Colubridae (Fry et al. 2003; Lumsden et al.

2005). Estudios moleculares demuestran que existen transcritos de mRNAs en genes
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diferentes para las a-NT, lo cual sugiere la presencia de una gran variedad de isoformas
téxicas capaces de interactuar con el receptor (Afifiyan et al. 1999). Se ha sugerido que
las secuencias conservadas de las a-NT intervienen en la interaccién con el receptor,
mientras que las no conservadas permiten una especializacién hacia las diferentes
presas (Trémeau et al. 1995). De acuerdo a lo anterior, es posible decir que teniendo en
cuenta las diferencias significativas de habitat y por lo tanto, dieta que presentan las
serpientes M. dissoleucus y M. mipartitus es posible sugerir la existencia de a-NT de los

dos tipos de cadena en sus venenos.

La comparacién de la respuesta generada por el agonista ACh en presencia de los dos
venenos (Figura 19) mostré diferencias en la forma de responder frente al agonista, las
cuales nuevamente son independientes de la dosis de veneno utilizada (ver seccion
6.2.1 de resultados) (Figura 20A y B). Lo anterior podria deberse a que existe una accion
postsinaptica predominante en el veneno de M. mipartitus, que para el caso del veneno

de M. dissoleucus parece ser secundaria.

7.2.Actividad neurotéxica presinaptica del veneno de M. mipartitus y M.

dissoleucus

La dosis mas baja de veneno (3 ug/ml) para el caso de las dos especies mostré un
comportamiento caracteristico de las neurotoxinas presinapticas (Figura 15A), el cual
consiste de tres fases: A. un leve decrecimiento, B. un leve incremento y C. un
decrecimiento que termina en el bloqueo final de las contracciones. Para el veneno de M.
mipartitus, el bloqueo de las contracciones presento las fases A, B y C, mientras que el
veneno de M. dissoleucus solo presenté las fases B y C sin terminar en la inhibicion
completa de las contracciones. Las dosis mas altas para los dos venenos no mostraron
indicios del efecto trifasico (Figura 15B), pudiendo ser explicado por la rapida accion de
las neurotoxinas postsinapticas, la cual enmascara la accidn mas lenta de las

presinapticas (Hodgson & Wickramaratna 2002; Kuruppu et al. 2005; Hodgson 2007).

A diferencia de las a-NT, las neurotoxinas presinapticas o B-NT actuan en la unién
neuromuscular inhibiendo la exocitosis del neurotransmisor y son dependientes de la
actividad de la PLA2 (Gelb et al. 1994; Montecucco & Rossetto 2000). Teniendo en
cuenta que el ca” es indispensable para la actividad catalitica de esta enzima, su
reemplazo por otro ion divalente con propiedades fisiolégicas similares pero sin accién
sobre la PLA2 (caso especifico del Sr2+), permite evaluar la respuesta del veneno en
ausencia de actividad (Meiri & Rahamimoff 1971; Yu et al. 1993; Gelb et al. 1994;
Montecucco & Rossetto 2000).
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En los experimentos en los que se reemplazé el Ca 2z por Sr**, la presencia de la fase A
para los dos venenos (Figuras 21 y 22), corrobora la independencia de la actividad
enzimatica en el leve decrecimiento caracteristico de esta fase (Caratsch et al. 1981; Su
& Chang 1984; Harvey 1990; Prijatelj et al. 2006). Para el veneno de M. mipartitus la fase
A se ve prolongada con Sr* (Figura 21) y presenta una gran similitud con la curva de
inhibicién generada para la dosis de 10 ug/ml en presencia de ca® (Figura 13). Por el
contrario, la misma fase para el veneno de M. dissoleucus, se hace evidente en
presencia de Sr** (Figura 22). De acuerdo a lo anterior, se puede sugerir que el
decrecimiento inicial esta dado por la rapida accion de las a-NT presentes en los
venenos, ya que para una concentracion de 3 pg/ml sin actividad enzimatica, su
mecanismo de accién esta dado principalmente por el bloqueo al receptor nicotinico. La
rapida accion de las neurotoxinas postsinapticas presentes en el veneno de M.
dissoleucus esta de acuerdo con el hecho que en la dosis mas alta de veneno (50 pg/ml)
en presencia de ca”, se logra llegar a un 30,7% de la respuesta muscular maxima
(Figura 14), por el contrario, cuando en el veneno no existe actividad enzimatica a causa
del Sr**, los componentes mas abundantes podrian ser las a-NT, logrando asi llegar al
15,7% de la respuesta muscular maxima gracias a su rapida accion de bloqueo (Figura
22).

La inhibicién de la actividad de la PLA2 por el Sr?t para la dosis de 3 ug/ml de veneno de
M. mipartitus y M. dissoleucus mostré que la fase B desaparece por completo (Figura 21
y 22) y corrobora la dependencia de actividad enzimética esta (Strong et al. 1976;
Montecucco & Rossetto 2000; Pungercar & Krizaj 2007; Kuruppu et al. 2008). Ha sido
propuesto que el incremento caracteristico de la fase B se debe a la hidrdlisis de la cara
externa de la membrana de la terminal nerviosa y posteriormente, de la membrana
vesicular (Su & Chang 1984). La accién enzimatica produce AG cénicos y LisoFL de
forma coénica invertida con una alta capacidad de realizar dobleces en las monocapas
(Montecucco & Rossetto 2000; Pungercar & Krizaj 2007). Cuando las membranas se
tornan fusogénicas por el cambio en su estructura fosfolipidica, las vesiculas pueden
fundirse en cualquier lugar de la terminal, causando un incremento de la concentracion
del neurotransmisor en el espacio sinaptico. Lo anterior permite una activacion muscular
aumentada, y por ende, un incremento en la amplitud de las contracciones, caracteristico
de la fase B (Dreyer & Penner 1987; Rowan & Harvey 1988).

Vale la pena mencionar que ha sido propuesto por otros estudios que el mecanismo que

permite un incremento en la amplitud de la fase B involucra el bloqueo directo de las

corrientes de K" dirigidas hacia el exterior de la terminal nerviosa (Hodgson 2007,

Kuruppu et al. 2008), y ha sido demostrado para el caso de las -bungarotoxinas (Strong

et al. 1976; Rowan & Harvey 1988; Pungercar & Krizaj 2007), pertenecientes a
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serpientes del género Bungarus (familia Elapidae). Para el caso de los venenos de M.
mipartitus y M. dissoleucus la dependencia de la PLA2 para esta fase podria excluir la
posibilidad del bloqueo directo a canales de K" presinapticos, a menos que ocurriera de
manera simultanea con la hidrdlisis de la membrana de la terminal nerviosa, lo cual no

ha sido demostrado aun.

La inhibicién de la actividad de la PLA2 por el sr* para la dosis de 3 ug/ml de veneno de
M. mipartitus y M. dissoleucus mostré que la fase C desaparece por completo (Figura 21
y 22), lo cual, al igual que para la fase B, sugiere la dependencia de actividad enzimatica
en esta. La propiedad fusogénica de las vesiculas, producto de la accion de la PLA2 es
el factor responsable de causar el decrecimiento final de las contracciones, ya que las
membranas ricas en AG y LisoFL, no permiten que exista un gradiente de pH, del cual
depende la endocitocis de las vesiculas. Cuando el neurotransmisor no realiza su
proceso normal de reciclaje, la placa se satura y causa un decrecimiento en las

contracciones, caracteristico de la fase C (Montecucco & Rossetto 2000).

La respuesta generada en presencia de Sr** para el veneno de M. dissoleucus, fue
significativamente diferente a la que se obtuvo en presencia de Ca?*, tanto en el tso como
en el tigg de las contracciones musculares evocadas al nervio (Figura 22). Lo anterior
sugiere que la actividad de la PLA2 para este veneno es esencial para su actividad
neurotéxica. Por el contrario del veneno de M. dissoleucus (Figura 21), la respuesta
generada en presencia de Sr** por el veneno de M. mipartitus, no fue significativamente
diferente con la que se obtuvo en presencia de ca”, y sugiere que si bien se logra inhibir
el efecto trifasico, la actividad presinaptica en su veneno posee un papel secundario, y
confirma lo anteriormente propuesto acerca de su mecanismo de accion postsinaptico

primario.
7.3. Actividad miotdéxica de los venenos de M. mipartitus y M. dissoleucus

El veneno de M. mipartitus no inhibié la respuesta a la adiciéon de KCI (Figura 28) por el
contrario, el veneno de M. dissoleucus inhibié significativamente la contraccion sostenida
caracteristica del este (Figura 29). La comparacion de la respuesta generada por el KCI
en presencia de los dos venenos (Figura 30) mostré diferencias en la forma de
responder frente a este que no se deben a la dosis de veneno utilizada (ver seccion 6.2.1
de resultados) (Figura 31A y B). La respuesta obtenida por el veneno de M. dissoleucus
sugiere la presencia de un dafio fisico al musculo, indicado por la pérdida de la

capacidad despolarizante de la membrana muscular.
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El dafio fisico a un musculo por la accidon de un veneno se encuentra directamente
relacionado con la actividad enzimatica dada por la PLA2. Las PLA2 son enzimas
versatiles con respecto a su localizacién, regulaciéon, mecanismo de accion, estructura y
dependencia de iones divalentes (Rosenberg et al. 1989; Arni & Ward 1996; Balsinde et
al. 1999; Six & Dennis 2000). Se ha demostrado que las PLA2 de venenos de serpientes
tienen varios efectos biolégicos que incluyen cardiotoxicidad, agregacion plaquetaria,
induccion de edema, hemdlisis, anti coagulacién, convulsiéon, hipertension y por

supuesto, miotoxicidad (Rosenberg et al. 1989).

El efecto miotdxico de las PLA2 se basa, al igual que en el efecto neurotdxico, en la
hidrélisis de fosfolipidos, pero esta vez, de la membrana del reticulo sarcoplasmico. Esta
actividad enzimatica destruye la integridad del muasculo, tornandolo incapaz de realizar
una respuesta contractil (Mebs & Ownby 1990; Arni & Ward 1996)

El veneno de M. mipartitus y M. dissoleucus caus6 un incremento en la tension de la
linea de base para las dosis mas bajas (3 ug/ml en el caso de M. mipartitus, 3y 10 pg/ml
en el caso de M. dissoleucus) (Figuras 24 y 25). Estudios han demostrado que el
incremento en la tension esta dado por el bloqueo directo a la ATPasa de Ca” del
reticulo sarcoplasmico. Lo anterior es evidente en moléculas como la miotoxina | la cual
ha sido aislada en el veneno de Bothrops asper (familia Viperidae) (Volpe et al. 1986;
Maurer et al. 1987), en donde el ion no es retomado completamente por el organelo y no
se logra una relajacion completa de las fibras (Ebashi 1972; Eisenberg & Hill 1985) La
comparacién de la tension muscular generada (Figura 26) mostré que tanto el veneno
como la dosis son factores determinantes en el incremento de la linea base, pero no
dependientes (ver secciéon 6.2.1 de resultados) (Figura 27A y B). La tension de base
generada siempre es mayor para el veneno de M. dissoleucus y es mas evidente, para

los dos venenos, en la dosis mas baja.

Varios estudios han demostrado que algunos componentes de las PLA2 de venenos de
la familia Elapidae, como la notexina y notechis-1I-5 presentan una actividad miotéxica y
presinaptica (Harris & Johnson 1978; Dixon & Harris 1996). De acuerdo a lo anterior,
puede sugerirse que la respuesta generada en la tension del muasculo (inversamente
proporcional a la dosis de veneno utilizada) es consistente con la actividad presinaptica
de la PLA2 anteriormente descrita para los venenos, la cual igualmente es evidente en

dosis mas bajas (Figura 15A),

Si bien existe actividad de PLA2 dependiente de ca® para la dosis mas baja del veneno
de M. mipartitus (Figura 21), y esta logra causar un incremento en la tension (Figura 24),
debe recordarse que este veneno mostré ser mas dependiente de la accion postsinaptica

de las a-NT. De acuerdo a lo anterior, puede sugerirse que su accidon enzimatica no
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causa un efecto importante en la contractibilidad muscular. Este comportamiento ha sido
demostrado para el caso del veneno de M. dumerilii carinicauda, en donde cortes
histologicos demuestran un dafo leve a las fibras, pero la respuesta al KCl no se ve
afectada (Serafim et al. 2002). Lo anterior soporta, los resultados previamente obtenidos
por Gutiérrez y colaboradores (1983) para el veneno de M. mipartitus, en donde los
niveles de creatinkinasa en el plasma de ratones tres horas después de la adicion del
veneno se mostraron dentro de los rangos normales, sugiriendo que el efecto miotdxico

de este veneno no juega un rol principal.

La respuesta generada por el veneno de M. dissoleucus a la adicion del KCI (Figura 29),
sumado al incremento en la tensidon de base para las dosis mas bajas, sugiere que la
actividad de la PLA2 logra causar un efecto en el potencial de reposo de la membrana
muscular, viéndose reflejado en que el musculo pierde su capacidad de contraerse por
un potencial de accién propio. (Harvey et al. 1994; Hodgson & Wickramaratna 2002;
Fortune & Lowery 2007).

Por otra parte, el bloqueo incompleto del veneno de M. dissoleucus podria explicarse con
base en que las cantidades necesarias para producir una inhibicién in vitro por una
miotoxina, son mucho mayores que las de las neurotoxinas (Harvey et al. 1994). Dicho
factor, aunque no pudo corroborarse con el uso de dosis mas altas en la preparacion,
debido a la poca cantidad de veneno de M. dissoleucus disponible, puede tenerse en
cuenta ya que el decrecimiento en la amplitud de las contracciones es dosis-dependiente
(Figura 14). Presumiblemente, algunos de los efecto in vivo de las miotoxinas pueden
estar mediados por la alteracién del suministro sanguineo hacia el musculo esquelético,
por lo cual el efecto in vitro no muestra la totalidad de su accion (Gutiérrez et al. 1983).
En estudios anteriores, se han utilizado los valores de la DLs, como criterio para
clasificar a las PLA2 miotdxicas y se ha visto que aquellas menos letales (con DLg, de
menos de 1 mg/kg), son altamente miotéxicas y por ello aunque no causan sintomas
neurotoxicos principales, tienen un efecto igualmente adverso al producir mioglobinuria,
la cual puede causar falla renal. Los ratones inyectados con este tipo de toxinas
generalmente mueren después de varios dias en un estado de emaciacién severa
(Fohlman et al. 1976; Mebs & Samejima 1980).

El veneno de serpientes como Bothrops asper, Crotalus atrox, Echis carinatus y
Trimeresorus flavoviridis (Familia Viperidae) presentan efectos similares al obtenido para
M. dissoleucus, ya que no presentan un bloqueo de las contracciones musculares
evocadas al nervio, e inhiben la respuesta al agonista KCl en la preparacion in vitro del
musculo cervical digastrico de pollo (Harvey et al. 1994). Estudios experimentales

demuestran que aunque existe actividad miotdxica para el veneno de algunas especies
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de serpientes coral, siendo muy evidente para el caso de Micrurus nigrocinctus
(Gutierrez et al.1980, 1983), su mecanismo de accion principal esta dado por el bloqueo
de tipo postsinaptico (Goularte 1995). Como se menciond anteriormente, la necrosis
muscular es un efecto importante inducido por varios venenos de serpientes
generalmente de la familia Viperidae y en algunos casos para la familia Elapidae. La
actividad propuesta para el caso del veneno de M. dissoleucus no habia sido reportada

previamente en el veneno de una serpiente coral.

7.4.Modelo del efecto neuromuscular del veneno de M. mipartitus y M.

dissoleucus

De acuerdo a los factores mencionados acerca del modo de accién de los venenos de M.
mipartitus y M. dissoleucus puede sugerirse que presentan actividades caracteristicas
de las ao-NT, B-NT y PLA2, pero difieren significativamente su mecanismo de accion. Se
sugiere que el mecanismo de accién mas importante en el veneno de M. mipartitus se
debe a la neurotoxicidad postsinaptica causada por las a-NT, mientras que el veneno de
M.dissoleucus parece presentar una accién miotdxica predominante. Un modelo que
representa los posibles blancos de accion y la operacion sinaptica de los venenos de M.

mipartitus y M. dissoleucus puede apreciarse en la figura 32.
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Figura 32: Modelo del mecanismo de accion del veneno de M.mipartitus y M.

dissoleucus

8. PERSPECTIVAS

8.1. Perspectivas médicas

Previamente ha sido reportado que los signos y sintomas del envenenamiento causado
por Micrurus sp. son el resultado de un bloqueo progresivo de la unién neuromuscular.
La actividad biolégica mas importante presente en los venenos de serpientes coral
descrita hasta el momento es el bloqueo postsinaptico, responsable de causar una
paralisis flacida que conlleva a la muerte por falla respiratoria (Chang 1979; Russell et al.
1997). Estudios experimentales del veneno de las serpientes del género Micrurus sp.
sugiere un amplio espectro de actividades (Cecchini et al. 2005), que puede corroborarse
con el modo de accion anteriormente planteado para el veneno de M. mipartitus y M.

dissoleucus.

Teniendo en cuenta la problematica actual que existe con la consecucion y la
implementacion del suero antiofidico anticoralico, existen tratamientos de soporte como
la ventilacion asistida y la aplicacién de drogas que actian segun el efecto especifico de
accion de la neurotoxina. Si bien la mayoria de los efectos neurotdxicos de los venenos
de serpientes coral se deben a un bloqueo postsinaptico (como ocurre con el veneno de
M. mipartitus), no todos pueden ser revertidos por medio de una droga
anticolinesterasica, como ocurrié para el caso del veneno de M. mipartitus (Serafim et al.
2002). La neostigmina inhibe la enzima acetilcolinesterasa del espacio sinaptico
permitiendo que la concentracién de neurotransmisor aumente y desplace
competitivamente la toxina unida al receptor nicotinico (Gold 1996), su falta de
efectividad permite sugerir que el uso de un fadrmaco de este tipo no debe ser usado en

casos de envenenamientos por esta serpiente.

Las diferencias en mecanismo de accién de los dos venenos, sugiere que el tratamiento
mas importante para casos de envenenamiento por los venenos M. mipartitus y M.
dissoleucus, es el suero antiofidico. La efectividad de la inmunoterapia en
envenenamientos depende de la habilidad de los anticuerpos o sus fragmentos para
unirse, redistribuir y eliminar toxinas presentes en diferentes partes del organismo
afectado. Asi, dependiendo de la naturaleza y sitio de accion de la toxina, los anticuerpos

tienen diferentes probabilidades de unirse y causar la neutralizaciéon (Scherrmann 1994).
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De acuerdo con la heterogeneidad de la respuesta que caracteriza a dos especimenes
cercanos evolutivamente y que ha sido puesta de manifiesto en el presente estudio, se
sugiere que se debe reconsiderar la utilizacion del suero antiofidico polivalente, a menos

por supuesto, que en los inéculos de inmunizacién sean incluidos estos venenos.

8.2. Perspectivas ecolégicas

El veneno de una serpiente cumple un rol principal en la captura y digestion de las
presas. Dado que de acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, el efecto
del veneno de M. mipartitus y M. dissoleucus difiere significativamente, se puede sugerir
una especializacion hacia los habitats en doénde se encuentran las presas que
consumen. Ha sido reportado previamente que la diversidad existente en los efectos de
venenos de serpientes se debe a su modo de evolucién, sujeto a la duplicacién frecuente
de genes codificantes para toxinas, lo cual en la mayoria de los casos se encuentra
seguido por una diversificacion funcional y estructural (Slowinski et al. 1997; Afifiyan et
al. 1999; Chang et al. 1999; Fry et al. 2003), muy evidente cuando los habitats y sus

condiciones difieren (Daltry et al. 1996).

A pesar de que no es muy claro el conocimiento acerca de las presas especificas que
consumen las serpientes M. mipartitus y M. dissoleucus, es posible inferir que sus
habitos alimenticios dependen de las condiciones que caracterizan los habitats de cada
serpiente. Las serpientes M. mipartitus y M. dissoleucus a pesar de ser especies
altamente relacionadas filogenéticamente (ver Anexo 2), presentan diferencias
sustanciales en cuanto al habitat en el que se encuentran. Las condiciones del habitat en
el que se encuentra M. mipartitus permiten una mayor diversidad de anfibios y reptiles y
por lo tanto, una mayor disponibilidad de presas para la serpiente, por el contrario, el
habitat de M. dissoleucus se caracteriza por su baja diversidad, en consecuencia a las
condiciones hostiles de temperatura y humedad que se presentan alli (com. Pers. Juan

Manuel Renjifo).

Las condiciones en el habitat de una serpiente también pueden verse reflejadas en el
mecanismo de digestion de sus presas (Daltry et al. 1996; da Silva Jr. 2001). El sistema
digestivo de las serpientes se ha adaptado a pasar de largos periodos inactivos de
tiempo, a fases de alto consumo alimentario que se suelen acompafar de tiempos
considerables de digestion. La actividad miotéxica predominante del veneno de M.
dissoleucus es un factor interesante a analizar en términos evolutivos y ecolégicos.
Teniendo en cuenta que el costo energético que involucra la digestiébn es

significativamente alto para las serpientes, (estudios experimentales demuestran que el
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consumo de O, de las serpientes en fase de digestion presenta un pico ocho veces mas
alto que cuando la serpiente se encuentra en ayuno y representa alrededor del 26% de

la energia asimilada de una presa de un peso promedio de 35g (Secor et al. 1994),

Puede sugerirse que el efecto miotdxico predominante de veneno de M. dissoleucus, es
un mecanismo evolutivo eficiente teniendo en cuenta las condiciones hostiles del habitat
en el que se encuentra (bosque seco). La actividad miotéxica de un veneno involucra la
pre digestion de las presas, lo cual en términos energéticos, disminuye la energia
necesaria que se requiere en la digestion y la deriva hacia otras actividades. Por el
contrario, la actividad neurotéxica postsinaptica predominante del veneno de M.
mipartitus es consistente con que su habitat y condiciones no presentan caracteristicas
selectivas hacia el ahorro energético en la digestion. La paralisis flacida causada por el
efecto de su veneno en las presas es un mecanismo eficiente para que la serpiente

pueda alimentarse.

Los venenos de Micrurus sp. han sido reportados previamente por presentar una mayor
toxicidad frente sus presas naturales (da Silva Jr. 2001), lo que permite sugerir que el
efecto y los mecanismos de accion de los venenos de M. mipartitus y M. dissoleucus (y
el género Micrurus sp en general) han evolucionado dependiendo del habitat donde se
encuentran para el consumo de sus presas, mas que por una afinidad filogenética como
tal.

9. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio, puede concluirse que
las serpientes M. mipartitus y M. dissoleucus, presentan diferencias en el mecanismo de
accion de sus venenos. El efecto del veneno de M. mipartitus presentoé caracteristicas de
accion enzimatica que incluyen un efecto presinaptico y miotéxico dado por la posible
accion de la actividad de la PLA2 presente en su veneno, pero se sugiere que la rapida
interaccion de sus a-NT con el receptor nicotinico enmascara los efectos anteriormente
mencionados y le brinda un componente neurotéxico postsinaptico predominante. La
neurotoxicidad de este veneno, aunque de accion lenta, parece ser bastante letal, lo cual
va de la mano con la falta de reversion del efecto neurotéxico por la adicion de
neostigmina. Si bien existen indicadores que permiten sugerir la presencia de a-NT de
accion postsinaptica en el veneno de M. dissoleucus, la falta de bloqueo en dosis altas,
sumado a la inhibicién de la respuesta contractil del masculo en presencia del veneno
sugiri6 un modo de accién miotéxico predominante que involucra el dano fisico a las

fibras musculares posiblemente causado por la accion enzimatica de la PLAZ2.
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De acuerdo a lo anterior, se sugiere que la variacion en el mecanismo de accion
presente en los venenos estudiados, puede estar relacionado con la especializacion de
las serpientes en diferentes habitats y sus respectivas condiciones. A pesar que no fue
realizado un analisis que permita concluir que dicha variacion se debe a diferencias
causadas por las dietas que consumen las serpientes en los diferentes habitats en los
que se encuentran, se propone que la actividad neurotéxica del veneno de M. mipartitus
puede brindarle un mecanismo para la consecucion de presas eficiente y consistente con
que su habitat y condiciones no presentan caracteristicas selectivas hacia el ahorro
energético en procesos como el de la digestion. Por el contrario, para el veneno de M.
dissoleucus se sugiere que el efecto miotdoxico de su veneno le brinda un mecanismo
que involucra la pre digestion de las presas, lo cual es un factor eficiente para el

decrecimiento de la energia necesaria caracteristica de este proceso.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se concluye que las diferencias en el mecanismo
de accion de los venenos presentan una alta importancia médica, especialmente en el
tratamiento de los envenenamientos causados por estas serpientes. La produccion de
suero antiofidico basada en filogenia puede no tener buenos resultados y se propone
que debe tenerse en cuenta las caracteristicas especificas de cada serpiente (incluyendo
habitat y por lo tanto, dieta) para realizar aproximaciones acerca de patrones de

neutralizacion.

10. RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta la problematica nacional que se sufre actualmente por la falta de
tratamiento en casos de envenenamiento por el género Micrurus, es de alta importancia
realizar estudios que permitan elucidar el mecanismo de accién del veneno completo de
las diferentes especies de serpientes coral que se encuentran en el pais, involucrando
un analisis de las caracteristicas particulares de cada una. Asimismo, se recomienda
realizar analisis que involucren el estudio de contenidos estomacales en las serpientes y
con el fin de evaluar el efecto especifico de la dieta en el mecanismo de accion de las

toxinas.
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ANEXO 1: Filogenia de serpientes coral
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ANEXO 2: Datos brutos Amplitud

2.1. Datos amplitud de los experimentos control

Controles
) S —
Tiempo % de respuesta con respecto al inicial PROMEDIO sD SEM
1 | 2 | 3 | 4 5 6
0 100 100 100 100 100 100 100 0 0
5] 100,2111553 106,0348164 100,255347 100,3563623 99,85886673 99,83968172| 101,0927049 2,629320625 1,17586793

10| 100,0643684 108,5549517 100,0105292 100,1112979 100,071215 99,94747045| 101,4599721 3,797280808 1,698195603
15[ 99,79361659 108,7904702 99,82224781 99,92282678 100,0961117 99,94687217| 101,3953575 3,973811267 1,777142425
20] 99,87536081 107,0442341 99,87007026 99,97069741 99,84237266 99,95963532| 101,0937284 3,200005215 1,431085838
25] 99,92951117 107,3005233 99,91052742 100,0111953 100,0004668 100,0415986| 101,1989704 3,281763177 1,46764911
30| 100,4859528 109,1146578 100,4974675 100,5987268 100,1520256 99,84476703| 101,7822663 3,885961 1,737854591
35| 100,0425838 109,4662027 100,0864642 100,1873094 99,67940289 99,99293914| 101,575817 4,238230808 1,895394438
40| 100,1381249 108,0058551 100,0625011 100,1633222 100,0509864 100,0276389| 101,4080714 3,53426212  1,58057007
45( 99,70046137 105,8478801 99,74838755 99,8488921 99,71166489 99,98446362| 100,8069583 2,726630671 1,219386306
50| 100,1269214 103,9903058 100,1315895 100,2324802 100,6983011 99,79909891| 100,8297828 1,668231803 0,746055943
55| 100,0762981 102,3035905 100,0476668 100,1484729 100,0022303 99,98376563| 100,4270041 1,000898139 0,447615256
60] 99,69423719 101,1187372 99,70201741 99,80247524 99,93293447 99,9718999| 100,0370502 0,605151044 0,270631774
65] 98,92513609 100,4080478 98,9880003 99,0877387 99,91509182 100,0400032| 99,56066965 0,66204784 0,296076795
70] 99,04256561 100,659426 99,02607153 99,12584829 100,0679992 99,85673248| 99,62977384 0,742484659 0,332049234
75] 98,54971434 100,9168297 98,56091786 98,66022594 100,0699701 99,98994778| 99,4579343 1,085379745 0,485396578
80| 97,5583063 101,5695618 97,66287251 97,76127574 99,44361023 99,95265547| 98,99138035 1,731943516 0,774548687
85] 96,93754814 102,5881341 96,89989185 96,99752632 98,89816465 100,209414|98,75511317 2,455810215 1,098271716
90| 95,1516236 104,8033986 95,19083593 95,28674838 98,91756334 98,76558351| 98,01929223 4,195535845 1,876300671
95| 94,21177252 106,1980849 94,32287412 94,41791203 98,17937566 96,67252787|97,33375785 5,160384897 2,307794284
100] 93,33986872 109,3527453 93,32119618 93,41522482 97,37904993 95,72825475| 97,08938995 6,925693693 3,097264378
105| 92,24264963 111,5556124 92,22242105 92,31534258 96,3879531 94,7307354| 96,5757857 8,361053698 3,739176886
110 91,63539449 113,8631354 91,64317471 91,73551261 94,8639282 93,69733633| 96,23974695 9,666961669 4,323196685
115| 90,5090082 116,6071562 90,6026821 90,69397162 94,13397027 91,10709978| 95,60898136 11,33882373 5,070876131
120] 89,79312384 118,5447987 89,72185698 89,812259 92,80811633 86,58256578|94,54378677 12,59555553 5,632903677
125 89,37568887 120,0338506 89,4600265 89,5501647 92,05333084 84,11788333| 94,0984908 13,42954336 6,005874373
130( 88,76239973 121,5576339 88,81561647 88,90510537 91,0619228 82,07159263| 93,52904516 14,42005527 6,448844764
135| 88,2847977 122,9594684 88,21384206 88,30272462 90,26719883 78,96875305|92,83279745 15,3158159 6,849441096
140| 88,07400549 123,6149892 88,08552022 88,1742735 89,687624 76,22736965| 92,31063034 15,71638303 7,028580163
145| 87,87701022 123,425035 87,88105593 87,96960319 89,14612039 74,38648578| 91,78088508 15,75401504 7,04540971
150( 87,11683044 123,8687131 87,20023444 87,28809572 88,50295519 71,88161936| 90,97640804 16,26237207 7,272753886
155| 87,14390562 123,5879658 87,1258555 87,21364183 88,23313701 70,03983808| 90,55739065 16,17741503 7,234759943
160| 87,27679185 123,3899712 87,19930082 87,28716115 88,1391519 70,02188991| 90,5523778 16,06599857 7,184932987
165| 87,45895283 122,6011077 87,47793658 87,56607766 87,72721497 69,99955441|90,47180736 15,67231573 7,008872665
170| 87,56901707 121,0672732 87,56217048 87,65039643 86,95624661 69,9919763| 90,13284668 15,04362622 6,72771417
175| 87,85885636 119,144036 87,84703042 87,93554339 87,18073202 70,0267758| 89,99882 14,06302821 6,289177408
180| 87,82293167 117,1907271 87,84883117 87,59989783 87,30756962 70,03083331 89,633465%]413,21512568 5,909983868




2.2. Datos amplitud de los experimentos con veneno de M. mipartitus

. 3ug/ml 10 ug/ml

T'emp" % de respuesta con respecto al inicial % de respuesta con respecto al inicial

(min) > I 3 7 - 5 PROMEDIO SD SEM 1 7 3 " = 5 PROMEDIO sD SEM

0 100 100 100 100 100 100 0 0| 100 100 100 100 100 100 100 0 0
5[ 93,44715391 98,11860403 97,63595533 93,6902299 99,97633265| 96,57365516 2,880221957 1,288074417| 94,22802897 98,46832277 101,2487558 93,35564231 84,72831203 95,70077786| 94,62163996 5,64828804 2,305903936

10| 87,27332573 91,00159833 91,82651334 86,75104725 94,38485594| 90,24746812 3,211329786  1,43615034] 89,30055218 96,56689683 90,1147765 83,6019524 82,83825937 93,07768894| 89,25002104 5,328216125 2,175235124
15| 81,8893294 87,60555629 89,15530503 83,8280899 91,90686896| 86,87702991 4,037132664 1,805460614] 83,5794932 96,02372116 87,14539029 80,09375604 81,48239647 88,82131542| 86,1910121 5,842587172 2,385226225|
20| 83,51375771 86,82631946 89,91484423 86,23610292 93,39084263| 87,97637339 3,78616727 1,693225478] 73,74381993 96,5037441 86,53566657 78,34519865 80,01737849 82,65723136| 82,96717318 7,889273019 3,220782223
25| 89,08379044 85,90277286 90,82494084 88,92536787 95,77443357| 90,10226112 3,631592907 1,624097721] 71,92739298 96,95219068 81,60180467 75,8203471 77,00135876 74,52101722| 79,6373519 9,064226932 3,700455149
30| 91,6740808 83,73381317 90,59150854 90,84957553 98,32786448| 91,0353685 5,175246179 2,314440451] 71,76795971 96,68900247 72,83114473 71,95520707 71,12163664 65,09786102| 74,91046861 11,02614686 4,501405608
35| 93,10641631 82,94577039 88,93320673 91,16597142 100,5202336| 91,33431969 6,396928654 2,860793464] 66,97952356 95,42874781 58,94134099 65,98835705 62,19908877 55,73726207| 67,54572004 14,29874596 5,837438594
40( 93,88334543 80,57355496 85,53083443 91,44411945 101,7539424| 90,63715933 8,095098223 3,620237982| 66,87830197 93,71942437 43,44787366 58,57652673 51,67045046 46,4945653| 60,13119042 18,5039708 7,554214447
45(94,00447317 77,8776759 81,8785513 90,23530693 102,246211| 89,24844366 9,697233427 4,336734627|60,34363895 90,61980765 26,94096311 51,50049758 40,15521376 37,31358622| 51,14561788 22,5429394 9,203116473
50| 92,46141111 76,25019235 76,38622034 89,14864724 102,3123004| 87,31175428 11,14265418 4,983146439] 58,50323521 86,87326436 12,43351241 43,54464894 28,97312155 28,76035682| 43,18135655 26,45427697 10,79991335)
55| 89,62991855 73,9250618 70,7205032 88,08691876 101,9268195| 84,85784437 12,68798326 5,674238613] 55,02066878 81,84717837 2,177915571 35,44488552 19,11826885 21,7475753| 35,89274873 28,6218329 11,68481435)
60| 86,67124187 70,91791932 62,63726658 86,41122204 101,1174677| 81,5510235 15,02894716 6,721149494] 53,76683116 76,83229189 0,721502338 26,51487812 12,09440609 15,69453327| 30,93740714 28,80099514 11,75795703
65| 84,73095982 68,58542053 54,36143222 84,06608769 99,83516381| 78,31581282 17,3622804 7,764647845] 51,00628734 70,28976272 0,663967432 17,82910301 7,571114793 10,71778749| 26,34633713 27,81375819 11,35491923
70| 80,68450338 63,61904377 46,13953488 81,70973931 98,0016697| 74,03089821 19,77478072 8,843550784] 48,08878209 60,1385063 0,234527876 10,94933456 4,868021451 6,912040452| 21,86520212 25,50319739 10,41163674
75( 78,02719779 57,94747205 38,62227514 78,45076152 95,2158326| 69,65270782 21,79972176 9,749131951] 44,86946594 53,88700853 0 6,451815156 3,247846501 3,92740774| 18,73059065 23,99861439  9,7973933
80| 74,51120185 51,40680687  31,665687 74,95208379 91,69523718| 64,84620334 23,44128664 10,48326208] 41,93712968 47,08346883 0 4,09464548 2,43457865 2,020214054| 16,26167278 21,98043872 8,973476533
85| 70,33045161 44,26392244 25,63945199 72,39628585 86,84763036| 59,89554845 24,54281074 10,97587863] 39,55724825 40,38399113 0 2,807431952 1,872106247 0,965359787| 14,26435623 19,9355454  8,13865233
90| 65,29891067 34,62913355 20,63183067 67,55973412 81,10854595| 53,84563099 25,17414883 11,25822161] 36,60674401 35,88941468 0 2,273474551 1,818721346 0,436258786| 12,83743556 18,15473513 7,41163958
95| 59,40578286 27,64026341 16,89112622 62,12863846 74,55804441| 48,12477107 24,58273323 10,99373252] 33,79181985 30,36479547 0 2,050384757 1,642551174 0,246439517| 11,34933179 16,11227286 6,577807852
100| 52,70386407 17,52078777 13,74493461 56,27951975 67,02069735| 41,45396071 24,18988654 10,81804613] 31,18947339 23,97797043 0 1,897429729 1,65731721 0,170882467| 9,815512204 13,97166259 5,703907368
105| 46,32069556 10,82323288 10,86762423 50,67280435 59,18193901| 35,57325921 23,04238278 10,30486685| 28,35650484 18,1142553 0 1,976313113 1,707180979 0] 8,359042372 11,99830285 4,898286626
110] 40,31896971 4,386202362 8,662811631 45,11962259 52,04163438| 30,10584814 21,97842116 9,829048752| 25,7894644 13,19505712 0 2,029558183 1,729803304 0] 7,123980501 10,40971415 4,249748005
115| 33,28050452 1,910352272 6,354358518 38,47133726 43,48753554| 24,70081762 19,18447863 8,579559666| 22,4342386 8,503841321 0 1,951087927  1,7935055 0| 5,780445559 8,742453659 3,569091761
120] 27,69296093 1,356475912 4,667681502 31,43703559 35,87085693| 20,20500217 16,00251841 7,156543797| 19,6199324 5487754194 0 2,103168094 1,653000984 0| 4,810642613 7,528070507 3,073321915
125| 22,27012473 1,662707358 3,488382141 25,10351077 29,22474449| 16,3498939 12,83129623 5,738330124] 16,84752378 3,442290259 0 2,004162885 1,874377945 0| 4,028059145 6,416647388 2,619585327
130| 17,68807303 0 2,612367933 19,99391739 23,27135556| 12,71314278 10,64054885 4,758598108| 14,09204722 1,912314344 0 2,12853909 1,786576821 0] 3,319912913 5,363475477 2,189629695
135| 14,08913092 0 1,829678418 15,28562614 18,00461578| 9,841810252 8,297013679 3,710537319] 11,60723645 0,835918113 0 2,154055896 1,941393034 0] 2,756433915 4,432789036 1,809678546
140] 10,89991656 0 1,298105473 11,56416967 13,79457701| 7,511353742 6,372037717 2,849661898| 9,356508319 0,121483447 0 2,174469342 1,915382092 0| 2,2613072 3,613168972 1,475070056
145| 8,242084319 0 093638186 8,618083377 10,43969098| 5647248107 4,811710139 2,151862192] 7,240865899 0 0 2,275515895 1,990688878 0] 1,917845112 2,810771229 1,147492549
150| 6,44820884 0 0,26068215 6,330521064 8,009934666| 4,209869344 3,783744946 1,692142182] 5,722294897 0 0 2,212234215 1,970357182 0] 1,650814382 2,243649606 0,915966116
155| 5,05194833 0 0 4,77427381 6,105613155| 3,186367059 2,950835016 1,319653537] 4,508748167 0 0 2,220982834 2,005454915 0] 1,455864319 1,820229584 0,743105616
160| 3,874902695 0 0 3,752995936 4,528215355( 2,431222797 2,238881542 1,001258265] 3,546586919 0 0 0,41555942 2,039530383 0] 1,000279454 1,476976552 0,602973152
165| 3,031353323 0 0 3,080254168 3,439320063| 1,910185511 1,750853205 0,783005357] 2,904898904 0 0 0 1,945595675 0] 0,808415763 1,288608854 0,526072362
170] 2,307220102 0 0 2,485710245 2,631183113| 1,484822692 1,360298907 0,608344165] 2,452058979 0 0 0 2,038508119 0| 0,74842785 1,166811305 0,476348721
175| 1,912764988 0 0 2,321805159 2,019006009| 1,250715231 1,151563221 0,514994729] 2,257896446 0 0 0 2,114609999 0] 0,728751074 1,129885219 0,461273709
180| 1,38055239 0 0 2,223451324 1,584406712| 1,037682085 0,997006115 0,445874689] 2,0486177 0 0 0 1,65239811 0,001372928| 0,61706479 0,963601801 0,393388788

75




2.3 Datos amplitud experimentos con veneno de M. dissoleucus

3 pg/ml

10 pg/ml

50 pg/ml

Tiempo

% der

con respecto al inicial

(min)

2

3

4

PROMEDIO | sD ‘ SEM

% de respuesta con respecto al inicial

2

3

4

PROMEDIO | sD | SEM

% de respuesta con respecto al inicial

2

3

4

| PROMEDIO ‘ sSD | SEM

o

1
1!
2
2!
3
3
4
4
5
5
6
6
7
7!
8
8
9
9
10
10!
11
11!
12
12!
13
13
14
14!
15
15!
16
16
17
17!
18

IR

S oo oS &S oo

S o S o S oo G

S S 6 S oo oo &S A

100
95,54709574
93,84093567
91,87720983
90,34482138
89,37575146
88,21350721
87,60466691
87,61745992
87,87065475
88,37448582
89,00752622
89,35912056
89,91966728
89,87691733
90,07531547
90,17200924
89,80751529

89,2408919
88,50113654
87,88174202
87,27865857
86,59281151
85,56098481

84,7133418
83,70354749
82,49823347
81,38950661
80,12737033
79,03580741

78,4944502
78,60127177
77,28135377
75,88926191
74,94023436
74,33523196
73,62412145

100
95,69006481
93,75162183
91,98130306
90,89059862
89,78123768
88,73237557
88,54678111
88,66454355
89,35095187
89,69658245
90,22532715
90,76054231
90,92446071
91,07597739
91,20678859
91,04060553
90,54831111
89,83731503
89,20547428
88,53394803
87,79771714

87,0748226
86,01715347
85,23347252
83,90206684
82,77760815
81,68841349
80,34794917
79,57181709
79,58810109

78,8705267
77,18529452
76,26789066
75,42759316

74,8007131
74,21596571

100
103,9204664
105,6858358

106,965298
108,0894034
108,9825925
109,5601088
110,1336577
110,3773777
110,5455382
110,6124417
110,7548145
110,9629188
111,1237757
110,9921327

110,469077

109,82619
108,9733955
107,7254014
106,3753388
104,6152892
102,8338702
100,9755543
98,52111769
96,41059107
94,19646316
91,99631106
89,51213458
87,07727915
84,65252236
82,22190476
79,63295483

77,1849351

74,77730995

71,887204
69,25912182
66,67519347

100
103,0255236
104,1208627
103,8993753

103,552616
103,2795726
103,0302722
102,1457927

101,247972
100,6675146
98,95542553
96,50391475
94,30238277

92,3068487
90,54082931
88,54518217
86,58447101
84,56575935
82,56977303
80,81958224
78,61567597
76,53218011
74,49975032
72,42341502
70,45060629
69,04287854
67,30670737

65,0682043
63,25549055
61,24311032
59,91803047
58,25704514
55,78778371
54,28497131

53,6393906
51,61694791
50,79326067

100)
103,8903749
105,7140929)
107,0952345

108,178855
109,1147994
109,7584646
110,3466382

110,617227
110,7540579
110,8851045
110,9800908
111,1726842
111,4223056
111,2974045)
110,7709584
110,1826943
109,3590885
108,1355644
106,8354909
105,1065785)
103,3318449
101,4955797
99,06975496
96,91905297
94,73581526
92,48985589

90,0744396|
87,59512676
85,17311295)
82,76339041
80,14453545)
77,66233055
75,28731279
72,44956468
69,78335216
67,15597395

10
100,4147051
100,6226698
100,3636842
100,2112589
100,1067907
99,85894567
99,75550734
99,70491603
99,83774345

99,704808
99,49433469
99,31152972

99,1394116
98,75665225
98,21346432
97,56119403
96,65081396
95,50178915
94,34740456
92,95064676

91,5548542
90,12770367
88,31848519
86,74541293
85,11615426
83,41374319
81,54653971
79,68064319
77,93527403
76,59717539
75,10126678
73,02033953
71,30134932
69,66879736
67,95907339
66,49290305

153

7,10643E-15
4,393257996
6,264958294
7,805138487
8957311445
9,8965003
10,74228969
11,16769884
11,21781408
11,0419124
10,87517651
10,76512034
10,88236233
11,10931464
11,31723966
11,36540089
11,48193114
11,6561795
11,69990508
11,66451646
11,55987642
11,44548359
11,32423219
11,01404448
10,82652553
10,44999457
10,20680804
10,09648582
9,846062353
9,747121545
9,492088176
9,436046755
9,635299804
9,529464865
9,090484765
9,480857243
9,453195709

3,17764E-15)
1,964724704
2,801774524
3,490564046
4,005831457
4,425849482
4,804097997
4,994346752]
5,016758968|
4,938093344]
4,863526789
4,814308173]
4,866740386
4,968236545)

5,06122344
5,082761796

5,13487571
5,212801943]
5,232356619)
5,216530346
5,169733899
5,118575869
5,064350594
4,925630434]

4,84176941
4,673379644]
4,564623324
4,515285724
4,403292946
4,359045272]
4,244990882
4,219928397|
4,309037069
4,261706245
4,065388377
4,239968256
4,227597642

100
93,47445937
90,18318414
87,62251252
87,01720259
86,34880704
86,04839469
85,24875765
85,40876306
85,13691962

84,7623061
85,46297574
86,61821286
87,45733936
88,57718223
89,03418732
89,42362158
89,84698751
89,96058063
89,90997563
89,74099977
89,55125539
89,27898943
88,63812274
87,55162652
86,54586429
85,37853657
84,02750977
81,98683136
80,15422825
78,53174803
76,82843631
75,02976487
72,94832945
70,78567252
69,03273084
67,43459682

100
98,68000273
97,77482857
96,11594116
95,02490543
94,17896906
93,61443881
92,88166046
92,19961997
92,02324006
91,98762048
92,00525847
91,86999569
92,02759229
91,73667997
91,64505404
91,14970137
90,77598212
90,10058451
89,55426492
88,86340543
87,94474008
86,93487055
84,37556752
83,74529567
82,93704046
82,09018783
81,11998379
79,93411523
79,01808503
77,76991083
76,54464312
75,36679183
75,22431351

73,8092656
72,55284507
72,59942452

100
99,26788907
97,25390768
94,26493227
90,72496547
88,01815951
86,33824081
85,38707277
84,15660436
83,37321612
83,10239831
82,88584385
82,52184276
81,94353258
81,39952683
80,12614671
78,82619626
77,64487673
76,36925123
7459278118
73,12218182
71,36117995
69,62633259
67,95244316
66,12046231
64,53771869
63,40766868
61,83640144
60,52647151
59,59463869
58,54991313
57,52003203
56,16008002
55,05210959
53,85781675
53,02677655
51,88483754

100
102,3180492
102,2208794
100,0516978
98,79825607
96,58395636
93,83702939
91,40807718
89,01389125
86,82468968
83,88303245
8042251776
76,33620997
73,47023778
70,20455099
66,99833798
64,06283322
60,59938878
56,82656349
53,88656646
51,40341401
48,89272197
46,62335937
44,22984077
42,24513525
40,38142812
38,81030464
37,41291492
35,90429262
34,42682326
32,82845318
31,35420653
30,26902975
29,17662627
28,24633523

27,6362632
26,48963132

100
105,057118
107,9684814
109,4413087
110,0416291
110,2605962
108,2608614
106,84115
104,7429679
101,6713247
98,93275848
96,54441111
93,96391748
91,21788149
87,53118985
83,12859913)
79,8987766
76,39129308|
72,9374522
69,83341611
66,17102015
62,0318771
59,01599162
55,95011467|
53,33470099
50,55869307|
48,18359835
46,01075195)
43,92035465
42,1370659|
40,68801205
39,0397568|
37,45839482
35,64965)
34,1290778
32,90245662
31,70147104

10f
99,75952168
99,08025625
97,49927848
96,32139173
95,07809763
93,61979303
92,35334361
91,10436932
89,80587804
88,53362316
87,46420139
86,26203575
85,2233167
83,88982597
82,18646504
80,67222581
79,05170565
77,23888641
75,55540086
73,86020424
71,95635508
70,29590871
68,22021777
66,59944415
64,99214892
63,57405921
62,08151237
60,45441308
59,06616823
57,67360744
56,25741496
54,85681226
53,61020576
52,16563358
51,01021446
50,02199225

S

7,10543E-15
4,345096879
6,577644788
8,047547038
8,859296934
9,481924178
9,010482509
8,804448471
8,250642603
7,378538406
6,808471607
6,663763543
7,131025874
7,683028025

8,61898319
9,645827313
10,79632337
12,28354315
13,81291344
15,04350476
16,13436836
17,29154179
18,20224477
18,73533484

19,3796889
20,00500257
20,42314718
20,68187199
20,73157331

20,8372045
20,88949193
20,93412459
20,83608507
20,99281507
20,70909413
20,44431361
20,65080475

3,17764E-15
1,943186398
2,941612176
3,598972446
3,961998035
4,240445404
4,02961028
3,937469057
3,689799544
3,29978269)
3,044841067
2,980125653
3,189091721
3,435954587
3,809805102
4,313745114
4,828262592
5,4933675|
6,177322682
6,727659854
7,215508885
7,733012574,
8,14029133
8,378696455
8,666860351
8,946509129
9,133509083
9,249214334
9,271441441
9,318681144
9,342064792
9,362025129
9,31818052
9,388272308
9,261388446
9,142974995
9,235320642

100
102,5836565
104,3166997
106,6617339
108,7155709
110,1598831
112,2163509
114,1052692
116,0492701
118,4084449
119,7710377

121,020177
122,3684649

122,549826
122,4503487
121,6563387
119,9581538
116,9256571
113,8931605
110,3543983
107,5389431
102,2028474
97,52587815
93,01278613
89,22475506
85,28726135
80,69403938
76,09637792
72,18700094
68,66846301
65,26009006
61,88361563
58,43117669

55,6369324
52,98540931
50,94439751
49,09686376

100
101,1836619
100,4981677
99,92274296
96,52292486
94,53069461

89,4372707
83,74456462
78,09686232
74,07404019
67,36590261
62,43609181
58,12562508
55,42688984
51,64345524
50,32194387
47,18672626
44,21783283
42,74463706
41,05333565
39,11654681
37,17447137
37,02701172
37,20185319
35,51814278
34,32933832
33,42628069

32,840825
32,26973797
28,98310706

27,8730592
26,53026593
2543838224
23,92655371

20,8549107
21,09619599
21,01183998

100
104,053537
106,0713082
107,5129364
109,4436827
111,2107014
113,5170206
115,3289811
116,4914308
117,7270893
118,2412986
118,1985802
118,0967864
116,4877782
114,2792827
111,270412
107,7898916
105,1978829
100,9698693
95,42345991
91,46128518
87,50816231
84,29970067
79,69370563
75,15856391
71,50764619
67,47734429
64,39224736
60,97953654
57,69847473
54,96735325
51,99405475
50,06886661
48,04236113
46,28423542
44,55977628
43,21369965

100
87,53416769
84,64642696
83,61178478
81,08493053
77,15400401
73,94333639
69,89507039
65,46580257

58,3899618
52,86840946
4787147813
43,62076098
4041777179
37,91968464
35,64935504
34,08663114
32,86878797
31,78623667
30,65296444
29,97563989

29,525424
29,15092903
28,66316811
28,26691757
28,04262073
27,51518789
27,11136706
26,86208826
26,38645783
2591255776
25,46807366
25,34056837
25,00131128
24,75852131
23,38883977
19,84450544

100
101,093384
100,3379003
98,83721894
96,11588054
93,29885475
88,26044699
81,83477516
77,26736047
72,5398352
65,79340085
61,2687545
57,47861372
54,29440281
51,26069314
49,86774467
46,03375281
43,780835%
42,31764456
40,45640988
38,76300031
36,57586008
36,90686355
37,02668707
34,76375485
34,58090668
32,94231096
32,94853673
31,7977166
27,57745628
28,27880286
26,0959936
2510731418
23,28153932
20,42255725
21,25017869
20,63446249

10(
99,28968143
99,17410057
99,30928339
98,37659789
97,27082758
95,47488511

92,9817321
90,67414523
88,22787428
84,80800985
82,15901633
79,93805022
77,83533374
75,51069288
73,75315885
71,01103111
68,59819937
66,34230962
63,58811363
61,37108306
58,59735304
56,98207662
55,11964002
52,58642683
50,74955465
48,41103264
46,67787081
44,81921606
41,86279179
40,45837263
38,39440071
36,87726162
35,17773957

33,0611268
32,24787765
30,76027426

=3

7,10543E-15
6,681639026
8,487913215
9,596471891
11,58580419
14,03940279
17,01399296
20,54371692
23,89466287
27,91870852
31,72585164
34,67734146
37,26789139
38,56742478
39,61415865
39,60332572
39,69690995
39,24912308
38,04046586
36,49722812
35,45756339
33,63902905
31,48747369

29,1037891
27,62372601
25,83798115
24,01133708
22,03437211
20,36945565
19,86697552
18,32995138
17,29011459
16,13276644
15,45756704
15,40686571
14,36083773

14,2129902

3,17764E-15
2,988119813]
3,795910187
4,291672699)
5,181329148
6,278611801
7,608888964
9,187429507|
10,68601809)
12,48562602
14,18823218|
15,50817856

16,6667077|

17,2478767|
17,71599032
17,71114569)
17,75299783|
17,55274145)
17,01221351
16,32205661
15,85710441
15,04383113
14,08162632
13,01561017
12,35370583]
11,55509645
10,73819639)
9,854070775)
9,109497502
8,884781556)
8,197403462
7,732374313
7,214792486
6,912834134]
6,890159811
6,422361876
6,356242452
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ANEXO 3: Datos amplitud en pruebas de inhibicién PLA2 para 3 ug/ml del veneno M. mipartitus y M. dissoleucus

Tiempo
(min)

M. mipartitus sin PLA2 (3 ug/ml)

M. dissoleucus sin PLA2 (3 ug/ml)

% de respuesta con respecto al inicial

1

2

3

PROMEDIO

SD

SEM

% de respuesta con respecto al inicial

1

2

3

PROMEDIO

SD

SEM

10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60

65
70
75
80
85
90
95
100
105
110
115
120

125
130
135
140
145
150
155
160
165
170
175
180

100
81,01342242
70,5702265
61,25910895
52,75097436
45,67873626
39,22640494
34,47280469
31,02576963
28,02759027
26,1408748
25,42992075
25,95804402
26,15142745
25,22770254
24,31207619
22,60500116
21,07977527
19,59062471
17,92895061
16,62533035
15,43582594
14,36673625
12,85852548
11,4910985
10,50062196
8,945210585
7,743190244
6,552458783
5,871444808
5,387250007
4,579604245
4,157007465
3,786192288
3,563605018
3,649253262
3,659239579

100
99,6367708
95,95242538
93,56911631
90,34479155
84,81439182
81,46963759
79,06562659
75,59845233
69,70417646
61,89218577
52,95572227
45,25301385
39,14435362
36,27514649
33,70810784
31,48862265
29,25779121
27,129076
24,94402767
23,03626569
20,95651849
18,95155036
17,01061222
15,26249393
13,14651837
11,60004479
9,940108735
8,681670586
7,587653492
6,664626333
5,49237985
4,637828288
3,977556327
3,49484318
2,922355342
1,821509062

100
101,5842523
98,55853964
96,36528262
93,64786592
87,64610736
76,73786111

61,5416424
47,32212791
35,72646654
28,58542715
23,54905918
19,34559941
16,89767297
14,71640838
12,74727404
10,98144532
9,483749232
8,416083574
7,5681478343
6,753774416
6,117836229
5,588264861
5,080717325
4,588122616
4,262516833
3,988048582
3,790626035
3,571933896
3,289885524
2,624418807
2,200497728

2,0294359
1,595106297
1,317017689
1,356502199
1,361105969

100
94,0781485
88,36039717
83,73116929
78,91454394
72,71307848
65,81130121
58,36002456
51,31544996
44,48607776
38,87282924
33,97823407
30,18555243
27,39781801
25,40641914
23,58915269
21,69168971
19,94043857
18,37859476
16,81815221
15,47179015
14,17006022
12,96885049
11,64995168
10,44723835
9,303219055
8,177767985
7,157975005
6,268687755
5,582994608
4,892098382
4,090827275
3,608090551
3,119618304
2,791821963
2,642703601
2,280618203

1,00486E-14
11,35620852
15,46174594
19,51152887
22,71842545

23,4551998
23,14443691

22,4660179
22,55307022
22,17617079
19,97278249
16,46187121
13,46114413
11,17559024
10,78048014
10,49910007
10,28404997
9,936133562
9,415188997
8,734410947
8,202308929
7,499882997
6,790428065
6,056078439
5,413204576
4,561436299
3,863592586
3,116230419
2,566660624
2,163355037
2,065115145
1,699499683
1,388131855
1,323728709
1,277680626
1,171678574
1,215911356

5,0243E-15
5,678104258
7,730872968
9,755764433)
11,35921273

11,7275999
11,57221845
11,23300895
11,27653511
11,08808539
9,986391245
8,230935606
6,730572063)
5,5687795119
5,390240068
5,249550033
5,142024987|
4,968066781
4,707594499
4,367205474
4,101154465
3,749941499
3,395214032
3,028039219
2,706602288

2,28071815
1,931796293

1,56811521
1,283330312
1,081677518
1,032557572
0,849749841
0,694065928
0,661864354
0,638840313|
0,585839287
0,607955678

100
70,1384694
57,5453433
47,4682093
39,5088518
35,5039264

32,078435
29,9290615
29,0754767
29,3480786
30,2227282

31,065316
31,5756703

32,16796
32,3586265
32,9744591
33,2915137
32,6299893
31,8629865
30,6121153
30,0333008
28,0205381

26,544099

25,933894
25,1698341
24,7380078
22,7498722
21,2598547
25,2441801
25,8798383
25,3795518
24,8619178
23,0046621

21,437046
20,7793938
20,7038087
20,7101114

100
50,0653876
43,2428055
44,7528558
48,4476642
50,9444995
52,2910704
50,4477149
48,2666771
44,7670809
44,8001269
44,5685859
44,9857099
44,4976792
44,4834541
44,7725521
44,2363748

44,889198

44,575589
44,1133823
40,7599766
37,3960661
33,8539405
30,9582185
28,0114321
25,7730561
23,3079538
21,1665275
19,2984421
18,0713622
16,2555815
15,0409758
13,9603051
12,8535915
12,3005629
11,3494501

10,868978

100
107,671255
101,186462
84,6920296
69,8404875
57,5454469
47,9769629

39,069296
32,0950222
26,4736843

21,709395
19,1400798
17,8371171

17,766093
17,7206961
17,0860555
17,9055784
17,4796169
17,6895773
17,5122001
17,5705936
17,6608382
17,4213454
17,7752456
17,3944978
18,3465502
19,2687652
20,1525394
20,4324256
20,0216573
19,3870167
18,4748696
17,9861212
16,8149558
16,5956597
15,8484423
15,5274961

100
75,9583707
67,3248702
58,9710316
52,5990012
47,9979576
44,1154894
39,8153575
36,4790586
33,5296146
32,2440834
31,5913273
31,4661658

31,477244
31,5209256
31,6110222
31,8111557
31,6662681

31,376051
30,7458993
29,4546237
27,6924808

25,939795
24,8891194
23,5252547
22,9525381
21,7755304
20,8596405
21,6583493
21,3242859
20,3407166
19,4592544
18,3170295
17,0351977
16,5585388
15,9672337
15,7021952

0
29,2405955
30,1843698

22,316375
15,586123
11,3123268
10,6452285
10,2796517
10,3194174
9,83748048
11,6773235
12,7224112
13,5746277
13,3791719
13,4010302
13,8935144
13,2276719
13,7301804
13,4496184
13,3010957
11,6055168
9,87170305
8,232948
6,6532969
5,49620819
4,02233441
2,1887822
0,61414293
3,1567573
4,06395199
4,63614776
4,9839227
4,53124968
4,29596354
4,23953731
4,67831055
4,92289207

0
14,6202978
15,0921849
11,1581875
7,79306149
5,65616342
5,32261426
5,13982585
5,15970868
4,91874024
5,83866173
6,36120559
6,78731384
6,68958597

6,7005151
6,94675722
6,61383596
6,86509019
6,72480922
6,65054786

5,8027584
4,93585153

4,116474
3,32664845
2,74810409
2,01116721

1,0943911
0,30707146
1,57837865

2,031976
2,31807388
2,49196135
2,26562484
2,14798177
2,11976866
2,33915528
2,46144603
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ANEXO 4: Datos amplitud en pruebas de reversién con neostigmina (5uM) para 10 ug/ml del veneno de M. mipartitus

10 pg/ml M. mipartitus en presencia de Neostigmina (5uM)
% de respuesta con respecto al inicial

1 | 2 [ 3 [ 4 5
0 100 100 100 100 100 100 1,00486E-14 4,49387E-15
5] 102,2220677 97,75000724 98,22193168 100,0402588 95,48322356| 98,74349778 2,533302199 1,132927185
10] 95,26704706 83,84264091 91,06622903 95,87549584 96,04853265| 92,4199891 5,210953906 2,330409432
15| 87,4605718 74,53934289 87,78952851 91,77152081 96,59152561| 87,63049793 8,198789444 3,666610106
20] 83,00142046 67,66193414 85,40267455 90,4120923 90,38151884| 83,37192806 9,35098112 4,181885888
25] 80,44919654 61,79043948 82,5188428 89,25099086 98,55840627| 82,51357519 13,56962983 6,068522946
30] 77,82463893 50,3530926 79,57378476 88,67377026 104,2576106| 80,13657943 19,66866586 8,796094778
35] 74,25688985 37,36537766 75,27020738 87,69894404 95,86575761| 74,09143531 22,41375467 10,02373582
40| 70,83708957 23,84628438 70,88122902 89,08459063 82,40379794| 67,41059831 25,57436972 11,43720584
45| 68,05445358 14,53953585 67,69114428 94,69716236 92,28688202| 67,45383562 32,24600449 14,42085161
50] 113,2336248 14,57567539 112,4294709 182,7427559 151,5739322| 114,9110919 63,28796617 28,3032389
55] 101,0787102 7,305816661 92,8273356 81,40671092 115,4467809| 79,61307084 42,28179688 18,90899441
60] 79,50457837 2,672873042 49,33272897 47,04474748 91,03234019| 53,91745361 34,37468758 15,37282763
65] 66,34783485 1,015902419 28,59657075 59,43331817 73,44880821| 45,76848688 30,30720164 13,55379262
70] 52,48473208 0,406978427 17,03731206 62,21328024 64,73524742| 39,37551004 28,95718078 12,95004493
75] 39,36080266 0,25352159 9,304332839 55,45609909 54,13113505| 31,70117825 25,57656577 11,43818794
80| 28,04521569 0,156180922 4,358608165 54,11020249 39,22307029| 25,17865551 22,92430899 10,25206265
85| 19,15088157 0,317083594 1,877242174 50,21533777 34,83212449| 21,27853392 21,45552295 9,595201562
90| 11,93006672 0,280762449 0,647370967 47,55451996 24,53164975| 16,98887397 19,76707757 8,840105833
95| 6,387764619 0,197405422 0,268350997 42,4001303 13,36252451| 12,52323517 17,55765882 7,85202373
100] 3,177403923 -0,01979502 0,260090306 35,52591926 9,044747979| 9,597673289 14,94561539 6,683882393
105] 1,649550723 -0,02506159 0,256567364 25,70661455 5,845246636| 6,686583536 10,888439 4,869457954
110] 0,91724931 -0,03828854 0,247719515 17,37335334 3,892404071| 4,47848754 7,375705728 3,298515878
115} 0,600212757 -0,00799065 0,267986555 8,975568887 2,458230539| 2,458801617 3,768532316 1,685338887
120} 0,370228691 -0,02451677 0,256931806 1,923540075 1,684670465| 0,842170853 0,89380459 0,399721564
125] 0,256235348 0,018342178 0,285601265 1,377612021 1,203787447| 0,628315652 0,616558468 0,275733329
130] -0,03595284 0,003268903 0,275518362 2,796031212 1,000078687| 0,807788864 1,186649415 0,530685751
135] -0,05421461 -0,01997663 0,259968825 0,490108919 0,776522393| 0,29048178 0,350791083 0,156878541
140] -0,03809289 0,000544817 0,273696151 0,249283182 0,726064236| 0,242299098 0,305011501 0,13640529
145] -0,04879315 -0,01307561 0,264585094 0,268312433 0,604016719] 0,215009097 0,263742399 0,117949187
150] -0,03238609 0,007809046 0,278555381 0,280470009 0,567678946| 0,220425458 0,243253387 0,108786222
155] -0,03966226 -0,00145285 0,272359862 0,275078388 0,503989101| 0,202062448 0,224322351 0,100320005
160] -0,04265833 -0,00526657 0,269808767 0,272858309 0,448001284| 0,188548692 0,207393347 0,092749125
165] -0,07461642 -0,04594625 0,242597076 0,249177464 0,499348136| 0,174112002 0,237904935 0,106394321
170] -0,08545934 -0,05974828 0,233364539 0,241142892 0,491843596| 0,164228681 0,240071283 0,107363141
175] -0,0356675 0,003632114 0,275761324 0,278038494 0,526305233| 0,209613932 0,230185941 0,102942282
180] -0,02986193 0,01102207 0,280704656 0,282340406 0,530323352| 0,214905711 0,229044191 0,102431676

Tiempo
(min)

PROMEDIO SD SEM

78



ANEXO 5: Datos brutos linea de base

5.1. Datos linea de base de los experimentos control

Controles
Tiempo % de respuesta con respecto al inicial PROMEDIO | sD | SEM
1 | 2 | 3 | 4 | 5 [ 6

0 0] 0] 0] 0 0] 0 0 0

5] -0,03511428 -0,03655691 -0,15187635 -0,00809904 -0,03628403 0,024073911| -0,04064278 0,056259684 0,024280657
10| -0,05033035 -0,05250861 -0,22594064 -0,01721076 -0,05181452 0,033020104( -0,06079746 0,083172533 0,035699096
15] -0,05746504 -0,06292388 -0,28277594 -0,02865824 -0,06122726 0,044038096| -0,07483538 0,103892033 0,044770266
20] -0,0627371 -0,06788149 -0,32393835 -0,03816003 -0,06616114 0,05214929| -0,0844548 0,119210351 0,05139301
25] -0,0658784 -0,07095158 -0,3550741 -0,0544413 -0,06916596 0,061762316| -0,0922915 0,129835136 0,056541355
30} -0,07255766 -0,0778029 -0,35985494 -0,07496652 -0,07639695 0,072019799| -0,09825986 0,127213018 0,057598265
35| -0,07512738 -0,08149386 -0,35556704 -0,0962229 -0,07917432 0,080187481| -0,101233 0,12215354 0,057498411
40] -0,07541224 -0,08254391 -0,34957549 -0,12402769 -0,08038459 0,089239993| -0,10378399 0,11744706 0,057701865
451 -0,07389311 -0,08103078 -0,33988754 -0,14484944 -0,07860446 0,097100778| -0,10352742 0,113499698 0,057686144
50} -0,07380124 -0,07985918 -0,32082431 -0,16288066 -0,07775324 0,106624968| -0,10141561 0,106123858 0,056858348
55| -0,07393249 -0,08188883 -0,29659758 -0,1777655 -0,07951591 0,114579405| -0,09918682 0,096605336 0,055427298
60] -0,06837675 -0,07713984 -0,27157213 -0,18298287 -0,07423301 0,123896177| -0,09173474 0,090046223 0,054230778
65] -0,06850479 -0,07515598 -0,23872863 -0,18548967 -0,07275341 0,131207206| -0,08490421 0,078978112 0,051959966
70] -0,06393608 -0,07269321 -0,21506975 -0,18044636 -0,06990503 0,139121746| -0,07715478 0,071731756 0,050567586
75] -0,06114221 -0,06886714 -0,19195785 -0,17476355 -0,06650018 0,146151285| -0,06951327 0,0648992 0,049214181
80] -0,06063811 -0,06953764 -0,18415703 -0,16457782 -0,06645285 0,152783433 -0,06543 0,060091301 0,048848194
85] -0,05666484 -0,06537451 -0,1776923 -0,14225608 -0,06255076 0,15928978| -0,05754145 0,055445594 0,047859445|
90] -0,05676241 -0,06491449 -0,18016868 -0,1164652 -0,06217376 0,18658163| -0,04898382 0,052804489 0,050905976
95| -0,05461211 -0,06286502 -0,16957074 -0,13081258 -0,06019549 0,237542741| -0,04008553 0,051760652 0,058654244
100} -0,04948775 -0,05894487 -0,16076256 -0,13881636 -0,05573553 0,307251828| -0,02608254 0,052754853 0,069394154
105] -0,04378361 -0,05431454 -0,15971517 -0,14169616 -0,05101616 0,383395815| -0,0111883 0,055816192 0,081506184
110] -0,03760393 -0,04714808 -0,15752498 -0,13786869 -0,0438606 0,443397142|0,003231811 0,057936128 0,09053931
115] -0,03121773 -0,04036051 -0,17159629 -0,13051858 -0,03738252 0,496217258|0,014190271 0,064584673 0,099247962
120} -0,02575677 -0,03493512 -0,16844289 -0,12093459 -0,03188594 0,517612195|0,022609482 0,064654461 0,101776556
125] -0,02096653 -0,03108807 -0,17071802 -0,08468543 -0,02778381 0,533721373]|0,033079919 0,063278844 0,102759766
130] -0,01260228 -0,0234654 -0,18271338 -0,08248488 -0,01992381 0,550918774|0,038288169 0,071871001 0,105831616
135] -0,00226994 -0,01444999 -0,1886117 -0,09622575 -0,01031519 0,561417162|0,041590765 0,080158008 0,108006883
140] 0,011153841 -0,0018983 -0,20576292 -0,10605644 0,002052588 0,563723891|0,043868776 0,094415534 0,109537875
145] 0,019998335 0,008897941 -0,21658984 -0,10982398 0,012783584 0,565277661|0,046757284 0,104163701 0,110459097
150] 0,028498148 0,016389267 -0,23075728 -0,11092855 0,020375749 0,572822368|0,049399951 0,11376301 0,112625237
155] 0,036365369 0,024843755 -0,24276321 -0,10656734 0,028610771 0,572740183|0,052204922 0,122044711 0,113244278
160] 0,046795765 0,035179272 -0,244049 -0,10012928 0,039011515 0,575025645| 0,058638987 0,127055303 0,113219318
165] 0,055753209 0,044884126 -0,24640457 -0,10172552 0,048710465 0,579100738|0,063386408 0,132906103 0,113989715
170] 0,063369609 0,053277741 -0,24721184 -0,09645817 0,056481162 0,583917179|0,068895948 0,136606494 0,114446724
175] 0,064148791 0,055836531 -0,24669969 -0,08878568 0,058339943 0,587573488|0,071735564 0,136418574 0,114563902
180 0,0691782 0,059282068 -0,24248489 -0,05061264 0,062942284 0,591600388| 0,081650902 0,133747809 0,113079925
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5.2. Datos linea de base de los experimentos con veneno de M. mipartitus

Tiempo
(min)

3ug/ml

10 ug/ml

% de respuesta

4|

5 [ 6

PROMEDIO

SD

SEM

% de respuesta con respecto al inicial

2

3

4

5

PROMEDIO

SD

SEM

U1

10
15
20
25
30
35
40
45|
50
55
60

65
70
75
80
85
90
95
100
105
110
115
120

125
130
135
140
145
150
155
160
165
170
175
180

0
0,03942737
0,059549938
0,075058713
0,107385508
0,145651365
0,168805736
0,182597105
0,197243804
0,181375454
0,180108819
0,183264108
0,186423137
0,176904357
0,168131273
0,182641462
0,201120363
0,217355704
0,233162586
0,248696089
0,269018944
0,292549596
0,314571441
0,341219259
0,374366145
0,408052524
0,420154126
0,426796589
0,442059492
0,457684646
0,477105738
0,489220395
0,512055271
0,529371268
0,541235161
0,555326396
0,579024753

0
0,012478054
0,027475247
0,041156804
0,058202067
0,073177797

0,08659727
0,073420574
0,082360344
0,094326286
0,094857122
0,098356464
0,113919955

0,11319864
0,138542254
0,160343091
0,176182156
0,185150427
0,203953062
0,198047347
0,226206752
0,215359819
0,230731566
0,230838372
0,213738987
0,307181164
0,355107714
0,357306929
0,359548356
0,361280037

0,36124333
0,362246818
0,364639061
0,368714154
0,373530595
0,377186904
0,381213804

0
-0,01743318
-0,02092696
-0,02465056
-0,03107355
-0,03178271
-0,02798545
-0,02757724
-0,03027658
-0,00758501
-0,01880599
-0,00965915
-0,00373566
-0,00132472
0,004056713
0,007200542
0,007995442
0,015474645
0,026695941
0,045575193
0,065470924
0,084481198
0,100875241
0,124845595

0,15680612
0,179517801
0,194294795
0,194429652
0,197258346
0,206090899
0,209548371
0,211459545
0,213851788
0,217926881
0,222743322
0,226399631
0,230426531

0 0
0,003669125 0,008544
0,00817205 0,008526415
0,013370524 0,014887615
0,022003587  0,02262499
0,031278578 0,036604249
0,034897793 0,053565188
0,039607042 0,071005108
0,044263726 0,099746826
0,049401585 0,113759337
0,058261322 0,131464168
0,07073027 0,151556047
0,083096253 0,174932283
0,089535209 0,196380018
0,100777691 0,217665858
0,111532757 0,241098063
0,127632748 0,261635587
0,137912042 0,28137682
0,154792733 0,291595476
0,170836355 0,30635186
0,187593863 0,327089918
0,200458354 0,351795294
0,214580387 0,37765631
0,241772048 0,409915068
0,267954495 0,437195034
0,292985726 0,460191522
0,315326328 0,477151556
0,338507966 0,492295004
0,365415828 0,511336569
0,388800366 0,530218573
0,405492647 0,54231331
0,41923869 0,551710983
0,427147971 0,561334702
0,436259559 0,568565767
0,460344157 0,581995934
0,477585441 0,599937095
0,503235432 0,609071678

0

0,0018145
0,016559337
0,023964618
0,035828521
0,050985856
0,063176108
0,067810517
0,078667623
0,086255531
0,089177089
0,098849547
0,110927193
0,114938702
0,125834758
0,140563183
0,154913259
0,167453927
0,182039959
0,193901369
0,21507608
0,228928852
0,247682989
0,269718069
0,290012156
0,329585747
0,352406904
0,361867228
0,375123718
0,388814904
0,399140679
0,406775286
0,415805759
0,424167526
0,435969834
0,447287093
0,46059444

0
0,020400323
0,029611848

0,03696025
0,051142758
0,064999775
0,072299086
0,076012992
0,083022208
0,070770149
0,075341172
0,074948096
0,077018468
0,078482447
0,080375953

0,08788835
0,095270915
0,099689774

0,09996286
0,097720792
0,098384195
0,101246696
0,105241125
0,109599571

0,11491995
0,109060555
0,107857101
0,111612073
0,117268137
0,121330406
0,126489874
0,130470218
0,135991475
0,139351334
0,143494532
0,149664468
0,155858939

0
0,009123302
0,013242821
0,016529126
0,022871737
0,029068783
0,032333134
0,033994043

0,03712866,
0,031649373
0,033693596
0,033517807
0,034443706
0,035098417
0,035945219
0,039304865
0,042606448
0,044582622

0,04470475
0,043702067

0,04399875,
0,045278899
0,047065262
0,049014418
0,051393764
0,048773363
0,048235162
0,049914437
0,052443905
0,054260607
0,056567991
0,058348055
0,060817236
0,062319811
0,064172706
0,066931985
0,069702236

0
-0,00766119
-0,01988731
-0,03788404
-0,02324742
-0,00442746
-0,04684869
-0,04842177
-0,05329827

-0,0239389
-0,03626333
-0,03834033
-0,04135087

-0,0446052
-0,04746379
-0,04940374
-0,05296919
-0,06129356
-0,06697934
-0,07150282
-0,07189548
-0,06475567
-0,06086099
-0,05376788
-0,04581536
-0,04015307

-0,0305965
-0,01619459
-0,00940306
-0,00043986
0,009246348
0,025424606
0,048716334
0,051486288
0,044622062
0,038146114
0,024251533

0
0,03574166
0,045642884
0,053143081
0,059480514
0,066904501
0,073869635
0,079889718
0,083644677
0,08740042
0,093863554
0,10403074
0,10600935
0,101823584
0,096123496
0,097256369
0,098733433
0,101431143
0,097418385
0,100155953
0,11228036
0,125916028
0,134252937
0,140469069
0,156400538
0,174621494
0,171127068
0,17923489
0,195654501
0,197386183
0,197349475
0,198352964
0,200745207
0,2048203
0,209636741
0,213293049
0,21731995

0
0,002204154
0,002287542
0,012813183
0,024507473
0,057173335
0,070729222
0,089035159
0,093134076
0,120832516
0,140423756
0,156641847
0,145243158

0,1823579
0,083402272
0,043471833
0,049214159

0,05432045
0,059259415
0,063853815
0,069268844

0,07477129
0,079422413
0,085735369

0,09180741
0,096983274
0,101016939
0,103216154
0,105457581
0,107189262
0,107152554
0,108156043
0,110548286
0,114623379

0,11943982
0,123096129
0,127123029

0
0,010229026
0,01660657
0,019610101
0,018045719
0,017668768
0,019609272
0,023090434
0,027325917
0,028038335
0,032270932
0,042740655
0,062545715
0,086674708
0,103849526
0,114479986
0,118406978
0,121905668
0,124851369
0,127826247
0,128495452
0,13157751
0,140062885
0,154062094
0,153383201
0,152816638
0,153154446
0,156925743
0,166730892
0,170307446
0,169517348
0,175764953
0,208483252
0,226084055
0,230900496
0,234556805
0,238583706

0
0,034749796
0,036262777
0,027704305
0,008722809

-0,00447977

-0,0106013
-0,01573371
-0,01479661
-0,01226303
-0,00184896
0,018005665
0,044270949

0,06316173
0,078331437
0,100452656

0,12509526
0,134668585
0,147663586
0,162052169
0,175232617
0,184169749
0,189909462
0,200075483
0,208502704
0,218240444
0,225062185
0,229041159
0,236129192
0,238187215
0,234347907
0,231246277
0,227836733
0,231146533
0,232273096
0,242021941
0,251339903

0
-0,02112036
-0,0120497
0,009130355
-0,03203798
-0,03528611
-0,02950155
-0,00958798
-0,0194891
-0,0234573
-0,02491969
-0,02770859
-0,02897504
-0,03031917
-0,0327209
-0,03898555
-0,04285951
-0,04696
-0,04675505
-0,0389453
-0,0358499
-0,02903039
-0,02369703
-0,01738407
-0,01131203
-0,00613617
-0,0021025
9,67121E-05
0,002338139
0,00406982
0,004033113
0,005036602
0,007428844
0,011503937
0,016320378
0,019976687
0,024003588

0
0,009023848
0,011477128
0,014086164
0,009245187
0,016258877
0,012876099
0,019711976
0,019420115
0,029435339
0,033921044
0,042561666
0,047957211
0,059848925
0,046920341
0,044545259
0,049270188
0,050678713
0,052576394

0,05724001
0,062921982
0,070441419
0,076514946

0,08486501
0,092161077
0,099395436
0,102943607
0,108720011
0,116151207

0,11945001
0,120274458
0,123996907
0,133959776
0,139944082
0,142198766
0,145181788
0,147103618

0
0,022850341
0,026190174
0,029894793
0,033449415
0,039384925
0,051042403
0,055128159

0,059319
0,061807025
0,070151588
0,075998427
0,073424141
0,085489026
0,068162397

0,07293823
0,079895839
0,085776172
0,089978911
0,093466419
0,097284865

0,09791918

0,09914976
0,100824811
0,101147948
0,103202173
0,100949905
0,099203116
0,102083728
0,100593783
0,097354659
0,093627098
0,092359671
0,094773093
0,096347095
0,099625079
0,104699206

0
0,009328613
0,010692094
0,012204498
0,013655667
0,016078828
0,020837974
0,022505977

0,02421688
0,025232612
0,028639266
0,031026228

0,02997528
0,034900749
0,027827182
0,029776908

0,03261734
0,035017976
0,036733737
0,038157506

0,03971638
0,039975338

0,04047772
0,041161557
0,041293477
0,042132111
0,041212626
0,040499503
0,041675507

0,04106724
0,039744873
0,038223103
0,037705678
0,038690953
0,039333537
0,040671768
0,042743272
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5.3. Datos linea de base de los experimentos con veneno de M. dissoleucus

Tiempo

3 ug/ml

10 pg/ml

50 pg/ml

% de respuesta con respecto al inicial

PROMEDIO
2 3 4 5

SD

SEM

% de respuesta con respecto al inicial

2 3 4 5

PROMEDIO

SD

SEM

% de respuesta con respecto al inicial

2 3 4 5

PROMEDIO SD

SEM

10
15
20,
25
30
35
40
45]
50
55)
60)

65)
70
75)
80
85
90j
95)
100
105
110)
115)
120

125
130)
135)
140
145
150)
155)
160
165
170)
175)
180)

0
0,0654405
0,09956334
0,13781059
0,18112972
0,23041194
0,27846394
0,32979498
0,37731828
0,42861515
0,48123144
0,52484483
0,56522901
0,60443788
0,64788675
0,68546751
0,72218827
0,75676605
0,79386985
0,8328358
0,86628095
0,89268277
0,91592166
0,93927604
0,9574381
0,97408113
0,9862005
1,00359813
1,0084558
1,01531291
1,02819079
1,03975969
1,05094946
1,06857393
1,08818548
1,09384094
1,09822973

0 0 0 0 0
0,08572746  0,06299195 0,10450744 0,06341796| 0,07241706
0,09988591 0,00573849  0,1394133 0,09626534| 0,10617328
0,13828738 0,13307216 0,17403584 0,13374733| 0,14339066
0,18203958  0,1748015 0,19889975 0,17558938] 0,18249199

0,23115569
0,27935601
0,33074636
0,37794339
0,42988687
0,48196927
0,52539283
0,56583632
0,60514012
0,64854745
0,68573668
0,7228727
0,75733181
0,79448311
0,83340158
0,86664504
0,892946
0,91585367
0,93943843
0,95739879
0,97375113
0,98638069
1,0031317
1,0081614
1,01510158
1,02827013
1,03980344
1,05048303
1,06862954
1,08818176
1,0932084
1,0977633

0,22363873
0,27182721
0,32125992
0,37106717
0,41993179
0,47346753
0,51937084
0,56079316
0,59859601
0,64253141
0,68122149
0,71746763
0,75256156
0,78756534
0,82734402
0,86328657
0,89084527
0,91413456
0,93906399
0,95816329
0,97477076
0,98637992
1,00451914
1,01118014
1,01695173
1,02716006
1,04135102

1,0520781
1,06808896
1,08730305
1,09888487
1,10063379

0,22002146
0,24023913
0,25941718
0,27925457
0,29636387
0,31451357
0,32720793
0,33593144
0,34120174
0,34275096
0,34508801
0,34461923
0,34567371
0,34794319
0,34762572
0,34953474
0,35155489
0,35336841

0,3569783
0,36296131
0,36150496
0,36139194
0,36408942
0,35754515
0,35581838
0,35076293
0,34979688
0,35533321
0,36511518
0,36227304
0,38048126
0,37299946

0,2246461
0,27270407|
0,32223762
0,37180165|

0,4212061
0,47461135|
0,52018838|
0,56121917|

0,5994966
0,64326589)
0,68184327]
0,71818431
0,75311214
0,78844222
0,82803697|
0,86362361
0,89139585|
0,91452696
0,93905695|
0,95817404
0,97478151
0,98642032
1,00462481
1,01072225)
1,01675484
1,02753861
1,04117788|
1,05203545)
1,06822428|
1,08734347]
1,09832612
1,10065048|

0,22597479
0,26851807
0,31269121
0,35547701
0,39920076
0,44515863
0,48340096
0,51780182
0,54977447
0,58499649
0,61587139
0,64506643
0,67308906
0,70246074
0,73384882
0,76187418
0,78388496
0,80276105
0,82276274
0,83882711

0,8517779
0,86135467
0,87599264
0,87921295
0,88398789

0,8923845
0,90237778
0,91217585
0,92772638
0,94265736
0,95294832
0,95405535

0
0,01797938
0,01867601
0,01728997
0,00972194
0,00472215
0,01615977
0,03008823
0,04272349
0,05765475
0,07313217
0,08735605
0,10169416
0,11663175
0,13544593
0,15138638
0,16797192
0,18304307
0,19820573
0,21592257
0,23050973
0,24168143
0,25121937
0,26038147
0,26601733
0,27407127
0,27948768
0,28616328
0,29162422

0,2952569
0,30277602
0,30890301
0,31128526

0,3145093
0,32444499
0,32002904
0,32482286

0
0,00804062
0,00835217
0,00773231
0,00434779
0,00211181
0,00722687|
0,01345587|
0,01910652|
0,02578399
0,0327057|
0,03906682|
0,04547901
0,0521593]
0,06057326|
0,06770205|
0,07511933
0,08185935)
0,0886403]
0,09656351
0,10308708|
0,10808322
0,11234872|
0,11644613]
0,11896657
0,1225684,
0,12499069
0,12797611
0,13041832
0,1320429)
0,13540555|
0,13814563]
0,139211
0,14065284|
0,14509621
0,14312134
0,1452652|

0
0,02717913
0,03692613
0,04064751
0,04088647
0,04275194
0,04126357

0,0484821
0,05465743

0,0627792
0,07846707
0,08992157
0,10042475
0,11236295
0,12410378
0,14233939
0,15870059
0,17683409
0,19383331
0,20675672
0,22904329
0,24197891
0,25514188

0,2716593
0,28540178
0,29461156
0,30302325
0,31339714

0,3242048
0,33324505
0,34565424
0,35697396
0,36797989
0,37995089

0,3916072
0,40296953
0,41505249

0 0 0 0
0,02883351 0,01500386  0,1546716 0,15337872
0,0388593 0,02479832 0,22276252 0,22186117
0,05292068 0,03761979  0,2862576 0,28277568
0,05964362 0,05322342 0,32535932

0,06822443
0,08069472
0,09601662
0,11926514

0,1504932
0,18247694
0,21087997
0,23525285
0,25741233
0,27725075
0,29323205
0,30404675
0,31281915
0,32547602
0,32837377
0,31736815
0,32329174
0,32221227
0,28900438

0,2932493
0,30185994
0,30846229
0,31276157
0,32095904
0,32315341

0,3245226
0,31469379
0,31242322
0,30431341
0,29868908
0,30175814
0,35485974

0,06841283
0,08465001
0,10531109
0,13374431
0,16399353
0,19740114
0,23306537
0,26926721
0,30615657
0,34047565
0,38099295
0,41019732
0,44156595
0,46436102
0,48432598
0,50413274
0,52187933
0,53435811
0,54550891
0,55125463
0,55462704
0,52286539
0,55599544
0,55885984
0,55930419
0,55902426
0,55571494
0,56001738
0,56282894
0,56897431

0,5814281

0,5939975

0,33151665
0,36507827

0,3970894
0,43992532
0,47621895
0,50741721
0,52877042
0,54691055
0,56364271
0,57717671
0,59204382

0,6065303
0,61611672
0,62515613
0,62913399
0,63544875
0,64419777
0,65738251
0,66630486
0,67564331
0,68819934
0,69118617
0,69325032
0,69805973
0,69704439
0,69178782
0,68051536
0,67408573
0,67089567
0,67287664
0,67327949
0,67520949
0,66364633

0,35787681
0,39156683
0,43445612
0,47025732
0,49924887
0,52016305
0,53699806
0,55400907
0,56762014
0,58321103
0,59641614
0,60664323
0,61442498
0,61880624
0,62429052
0,63496749
0,64769547
0,65576453
0,66602154
0,67794873
0,68007536
0,68321918
0,68709134
0,68624798
0,67863633
0,66824185
0,66266647
0,65942299
0,66107769
0,66360433
0,66139947
0,65076772

0
0,07581336
0,10904149
0,14004425

0,1621259
0,18046886
0,19905291
0,22483825
0,25082863

0,2767864
0,30145572
0,32355511
0,34451932
0,36414574
0,38341701
0,40390216
0,41914092
0,43416006
0,44632211
0,45583915
0,46594189
0,47844559
0,48675633
0,48956749
0,49921076
0,50447202
0,50216409
0,51346104
0,51746321
0,51722536
0,51559166
0,51282698
0,51414783
0,51620952
0,51923088
0,52455295
0,53566475

0
0,00755241
0,00762159
0,00810262
0,00953284
0,01476124
0,02398904
0,03048347
0,04210807
0,05495505
0,06478953
0,07704249
0,08929667
0,10080616
0,11125659
0,12071046
0,12625639
0,13238242
0,13528001
0,13913812
0,14044958
0,14398672
0,14575436
0,15334549
0,15127573
0,14807194

0,1253853
0,14024802
0,13642477
0,13352388
0,12972043
0,12869653
0,12991523
0,13291331
0,13732381
0,14160184
0,12438606

0
0,03201968
0,04630541

0,0590388|
0,06797049

0
-0,00829553
-0,00604097
-0,01026892
-0,00101872

0 0 0 0
0,079985292 0,006947059 0,126776083 0,072598832
0,103394324 0,019428862 0,168420979 0,094471395
0,115403016 0,032718955 0,19368242 0,097593571
0,107194482 0,050814146 0,220059054 0,087231629

0,07405253
0,08008565
0,08723111
0,09177434
0,09411466
0,09333062

0,013043529
0,027156936
0,04902226
0,07832165
0,111187001
0,145531732
0,09244302] 0,177796743
0,09194705| 0,212135887
0,09081117} 0,247981121

0,090499] 0,274463846
0,08924897] 0,30052425

0,088066 0,320337828
0,0865939] 0,336863727
0,0842172] 0,350196934
0,08358721] 0,361631185
0,08366554] 0,369798829
0,08442146 0,373812245
0,08479015) 0,371478127
0,08848707) 0,376222016
0,08902441 0,382614361
0,08755207| 0,391029307
0,08570324 0,392025626
0,08553922] 0,395666375
0,08319077| 0,403015465
0,08056329] 0,410513303

0,076738] 0,418758114
0,07544619] 0,434076182
0,0741069] 0,442098205
0,07455572| 0,44844539
0,07482498 0,462557607
0,07385093| 0,467691082
0,06335158] 0,47446458

0,096186868
0,088410242
0,085371953
0,087050595
0,089251929
0,004214188
0,098722074

0,10536336
0,112425253
0,119319383
0,127268454
0,132779392
0,137802612
0,146259391
0,150385188
0,159021415
0,170889207
0,174111679
0,184445777
0,196580569
0,210832858
0,222074252
0,226770927
0,233087877
0,246150211
0,254015281
0,273735062
0,288964719
0,298159435
0,307347956
0,319973908
0,325964346

0,078663007
0,109855512
0,144160815
0,178769576
0,210228967
0,246222976
0,2800481
0,305779498
0,32962377
0,350862199
0,367312206
0,380944463
0,3910398
0,396097411
0,395643442
0,395855862
0,40266341
0,408629521
0,415460563
0,420310554
0,426394057
0,440542258
0,445215233
0,463906869
0,473332716
0,475627395
0,484194539
0,492679232
0,495372104
0,51389211
0,537427485
0,562389399

0,250310488
0,281241954
0,316543861
0,355358645
0,381834941
0,399373593
0,413853555

0,42363912
0,432011979
0,426388963
0,418587786

0,41961992
0,412570904
0,408451346
0,402664277
0,396873183
0,386850865
0,380391791
0,378131699
0,376752721
0,374626036
0,372703617
0,369937542
0,367901824
0,369437788
0,366268837
0,357489931

0,34206755
0,338608686
0,331981752
0,319858217
0,306094222

0,075049386
0,071431316

0,07113374
0,071228454
0,075256892
0,080575125
0,083819483
0,092934463
0,099468392
0,106427807
0,114222619
0,120403895
0,125877968
0,133901719

0,13837155
0,149962072

0,15682302
0,162866283
0,172200772

0,18797802
0,201209958
0,211146212
0,214419216
0,223820913
0,238330705
0,246409317
0,266372312

0,27844015
0,287089077
0,297719095
0,308695855
0,316080444

0 0
0,055602347 0,047188318
0,075934918 0,057264001
0,085825809 0,063872328
0,092856117 0,054122526
0,102650655 0,043828865
0,115619192 0,042916433
0,133246526 0,048008289
0,154145784 0,055645233
0,173551946 0,064453991
0,193183523 0,077329262
0,210847991 0,090909544
0,227970466 0,100279714
0,244302103  0,10970879
0,25549244 0,117982052
0,265583063 0,123894582

0,2748171  0,12938137
0,280831002 0,133347571
0,28698136  0,13298898
0,289739128 0,132874199
0,294302272 0,129869577
0,298207749 0,126312727
0,29949548 0,126050492
0,305292165 0,123616086
0,312847245 0,119780828
0,320818443 0,115605692
0,327698393 0,114721113
0,330401858 0,114527054
0,33834659 0,119624799
0,347552945 0,117312542
0,352215789 0,115098686
0,363173605 0,109935069
0,368849971  0,10607223
0,373534938 0,103021698
0,382699704  0,1075374
0,39072931 0,111032718
0,396998598 0,119498883

0
0,024899182
0,031276407
0,035143189
0,036740866
0,039504355
0,043579
0,048456545
0,053953357
0,067177271
0,059191977
0,061563285
0,062393279
0,063598989
0,063017574
0,062056855
0,062578414
0,062092113
0,06078385
0,059777899
0,057301246
0,0550837,
0,053863062
0,052340656
0,049804611
0,047630899
0,04671085
0,046473638
0,047442853
0,046084442
0,045107728
0,043055365
0,042409832
0,041731324
0,044193117
0,047011698
0,051581156
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ANEXO 6: Datos de amplitud para Agonistas ACh y KCI

6.1. Datos de los experimentos Control

Controles

ACh

KCI

(28 K620 B HOSH ISR o

51,15886796
36,61852238
122,8130806
79,67106204
61,78470706
57,00923825

67,31233892
67,44726683
128,3220379
134,5360473
141,3008383

76,6106514

PROMEDIO
SD

SEM

68,1759
30,2270
12,3401

102,5881968
35,5968
15,9194

6.2. Datos de experimentos con veneno de M. mipartitus

3 pg/ml

10 pg/ml

ACh

KCI

ACh

KCI

DU |D]|WIN|-

1,11399958
2,785462388
0,166395059
0,189241875

0,6999

55,02448758
202,4899093
89,90299362
36,45435281

22,0565

0,300383813
0,280032311
0,943593363
0,590641483
0,500951623
0,449631966

48,82618201
55,32036068

180,237322
76,11127191
24,47586424
46,26527084

PROMEDIO
SD
SEM

0,990991254
1,0774
0,4398

81,18564063
72,4090
29,5609

0,510872427
0,2429
0,0992

71,87271194
55,6205
22,7070

82



6.3. Datos de experimentos con veneno de M. dissoleucus

3 ug/ml

10 pg/ml

50 pg/ml

ACh KCI

ACh

KCI

ACh KClI

1
2
3
4
5

25,40969176 10,06598414
25,70353463 11,74519521
18,06562843 4,423089128
26,70369392 14,27794409

15,1875 7,5002

29,78681329
20,31928386
28,40770978
23,34653939
17,75912204

11,83926305
13,41216502
6,433858956
8,983495201
8,633432462

40,49495279 4,499439198
28,52715574 6,832851675
41,44050703 4,374193913
27,08085719 1,47961549
40,49480631 3,179626851

PROMEDIO
SD
SEM

22,21400522| 9,602479163
5,2232 3,8050
2,1324 1,5534

23,92389367
5,1432
2,0997

9,860442937
2,7634
1,1282

35,60765581| 4,073145425
7,1525 1,9630
2,9200 0,8014
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ANEXO 7: Valores pruebas estadisticas

. . Variable Normalidaq Homoggneidad de Prueba estadistica
Variable dependiente ) . (Shapiro - Wilk) Varianzas
independiente

P w Prueba P F/k gl Prueba P F gl

Amplitud de las contracciones en el t18o 8,31E-02 |0,6872 |Levene |0,2014 1,801 2 9,03E-08 |183.54 | 2

Tensién de la linea de base en el t1so ) 0,3108 0,9394 |Bartlett |0,1235 41833 | 2 . 10,01548 |5,6972 2

- - Dosis de veneno ANAVA de una via

Amplitud de la contracciéon de ACh 0,000155 |0,7111 |Levene [0,04518 |[3,8957 | 2 1,56E-05 |27,034 2

MYe;ﬁ)r;?tgﬁs Amplitud de la contraccion de KCI 0,06248 |0,0898 |Bartlett |0,3703 |1,9871 | 2 06261 [0,4843 | 2
Amplitud de la contraccion en el tso Inhibicion PLA2 0,2653 0,8959 |Bartlett (0,2064 1,5964 | 1 0,06244 |-2,2842 | 6

Amplitud de la contraccion en el t1so 0,4413 0,9214 |Bartlett |0,7624 0,0914 | 1 |t de student 0,1644 1,5833 6
Amplitud de las contracciones Neostigmina 2,76E-08 |0,8125 |Levene 0,233 1,4469 | 1 0,4647 -0,735 72

Amplitud de las contracciones en el t1so 0,2657 |0,9444 |Bartlett |0,5521 |2,0991 | 3 6,38E-05 (14,3999 | 3

Tension de la linea de base en el tiso . 0,1611  [0,9188 |Bartlett [0,3151 |2,3095 | 2 | ANAVA de una via |0,000382 (15,313 | 3

Veneno de - = Dosis de veneno

M. Amplitud de la contraccion de ACh 0,000272 |0,7742 |Levene |0,1523 19,997 | 3 0,000982 |8,7594 3
dissoleucus Amplitud de la contraccién de KClI 1,55E-05 (0,6797 |Levene |1,11E-11 |121,47 | 3 |Kruskall - Wallis 0,001105 |16,0545 | 3
Amplitud de la contraccion en el tso Inhibicion PLA2 0,1826 0,8786 |Bartlett (0,8327 0,0446 | 1 t de student 0,000382 |-7,1326 | 6

Amplitud de la contraccioén en el t18o 5,16E-02 |0,8242 |Bartlett |3,75E-01 |0,787 1 0,00015 0,787 6

Dosis de veneno 0,956822 (0,003 1

Amplitud de las contracciones en el tso Especie 0,06929 (0,9151 |Bartlett |0,1128 [5,9759 | 3 0,000119 24,5917 | 1

Interaccion 0,954904 |0,0033 1

Dosis de veneno 0,7784 0,0818 1

Amplitud de la contraccion de ACh Especie 0,000374 |0,7837 |Levene |0,05646 |2,4837 | 5 7,21E-11 202,167 | 1
Comparacion Interacmon ANAVA factorial 4,96E-01 |0,4837 1
entre venenos Dosis de veneno 0,93375 |0,0071 1
Amplitud de la contraccion de KCI Especie 3,37E-05 |0,707 |Levene |0,2071 1,6887 | 3 0,004375 {10,787 1

Interaccioén 0,8164|0,0556 1

Dosis de veneno 0,000554 (17,9617 | 1

Tensién de la linea de base en el t18o Especie 0,03519 |0,9001 |Levene |0,9578 0,1019 | 3 5,74E-05 28,2082 | 1

Interaccion 5,49E-01 |0,3729 1
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ANEXO 8: Pruebas de comparacién mutiple

. Prueba de comparacion multiple (Dunnett)
Variable . . .
. . Niveles Variable dependiente - ——
independiente Intervalo de confianza Significa
Lower Center Upper tivo
_ _ _ *
3 ug/ml Amplitud de las contracciones 104,06 92,52 80,98
10 pg/ml -103,99 -92,94 -81,89 *
Veneno de . 3 ug/ml . . -91,94 -67,35 -42,76 *
M. mipartitus Dosis de veneno 10 ug/mi Amplitud de la contraccion de ACh 292,26 6767 43,07 "
3 pug/mi L ) 0,0875 0,3789 0,6704 *
Tension en la linea de base
10 pg/ml -0,2124 0,0655 0,3433
3 pg/mi -47,27 -23,14 0,99 *
10 pg/ml JAmplitud de las contracciones -63,74 -39,61 -15,58 *
50 pg/mi -83 -58,87 -34,75 *
3 pg/ml -72,8 -45,96 -19,12 *
10 pg/ml JAmplitud de la contraccion de ACh -71,09 -44,25 -17,41 *
Veneno de *
. 50 pg/mi -59,41 -32,57 -5,73
M. Dosis de veneno "
dissoleucus 3 pg/ml -123,48 -92,99 -62,49
10 pg/ml JAmplitud de la contraccion de KCI -123,22 -92,73 -62,23 *
50 pg/mi -129,01 -98,52 -68,02 *
3 pg/ml 0,5041 0,8724 1,2407 *
10 ug/ml | Tension en la linea de base 0,0858 0,454 0,8223 *
50 pg/mi -0,0529 -0,3153 0,6836

* Son significativamente diferentes con respecto al control. No contienen al cero en el intervalo de confianza.
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