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PRESENTACION

Esta tesis esta enfocada al estudio bioquimico y funcional de la fosfolipasa denominada
Phaiodactylipina, aislada a partir del veneno del alacrdn Anuroctonus phaiodactylus, colectado en
Maneadero, Baja California. La importancia de este estudio reside en el hecho de que se conoce
una amplia variedad de funciones téxicas de moléculas similares por lo cual la relevancia de su

estudio.

La tesis se halla dividida en diez partes: la primera es una introduccion acerca de la amplia gama de
fosfolipasas estudiadas hasta ahora y su interaccion con algunos receptores; en la segunda parte se
hace una descripcion de los antecedentes que fueron tomados en cuenta para formular la hipotesis
de éste trabajo y disefiar los objetivos del mismo, los cuales comprenden las partes tres y cuatro; en
la quinta parte se describen las metodologias usadas para la realizacion de este trabajo; en la sexta
seccion se muestran los resultados publicados, los no publicados y la discusién de cada uno de
ellos; en la séptima parte se formulé una conclusion de los mismos. En la octava seccion se
discuten las perspectivas del trabajo. En la novena parte se encuentra la bibliografia y por tltimo el

anexo con las publicaciones de los trabajos en los cuales participé.



RESUMEN

Las fosfolipasas A, de tipo secretorio (SFLA,) son enzimas que catalizan la hidrolisis de el enlace
éster de la posicion dos de glicerofosfolipidos, son de bajo peso molecular y han sido asociadas con
diferentes procesos toxicos, fisiolégicos o patologicos. En el presente trabajo se reporta la
caracterizacion bioquimica y funcional de la fosfolipasa A, heterodimérica denominada
Phaiodactylipina, purificada del veneno del alacran Anuroctonus phaiodactylus. La
Phaiodactylipina tiene un peso molecular de 19,172 u.m.a. y sufre dos eventos de modificacion
postraduccional: glicosilacién y la eliminacién de un hexapéptido. La eliminacioén del hexapéptido
genera la separacion de la molécula en dos subunidades, una subunidad grande conformada por 108
aminoacidos y una subunidad pequefia de 18 residuos, las cuales permanecen unidas por un puente
disulfuro. En la secuencia se encuentran tres sitios putativos de glicosilacion, dos en la subunidad
grande y una en la subunidad pequeiia, la cual fue caracterizada. Esta glicosilacion consiste de tres
hexosas, dos N-acetilhexosas y dos deoxihexosas. La molécula completa presenta entre el 36% y
50% de identidad con las fosfolipasas: Imperatoxina I y Fosfolipina. Con las otras fosfolipasas del
grupo III, conserva alrededor del 28% de identidad.

La Phaiodactylipina es expresada por un solo RNA mensajero. La secuencia del gene que codifica
para dicha enzima tiene una longitud de 769 pares de bases (pb), de los cuales 99 pb pertenecen a la
regiéon 5° no traducida y 196 pb a la regiéon 3" no codificante. El péptido sefial putativo esta
codificado por 75 pb y la regién madura por 399 pb, que codifican para la subunidad grande, la
subunidad pequena y el hexapéptido de la posicion de aminoacidos 109 a 114 que es removido
durante la maduraciéon. La estructuraciéon exon/intréon del gene que codifica para la
Phaiodactylipina se halla conformada por cuatro exones y tres intrones. El tercer intron separa la
subunidad pequeiia de la subunidad grande. El gene es similar al gene de la fosfolipasa de abeja.
Sin embargo, es diferente a la estructuracion genomica de las fosfolipasas del grupo I, II y XII

La enzima presenta una actividad especifica de 172 U/mg, su actividad depende de Ca’ a
concentracion mM, pH 8.0 y de la temperatura a 37°C. Presenta preferencia lipidica por
fosfolipidos que en la posicion sn-2 tienen acido araquidonico de manera similar a la Imperatoxina
I, con respecto al grupo de la posicion 3 prefiere PC>PE>PS. La Phaiodactylipina no es toxica a
concentraciones de 20 ug/20 g de ratéon cuando es inyectada intraperitonealmente, pero cuado se
inyecta de forma intramuscular causa edema sin provocar dafio celular, presenta actividad
hemolitica directa sobre eritrocitos humanos, y retarda la coagulacion por minutos al ser adicionada
a preparaciones plaquetarias de suero humano. La Phaiodactylipina es letal para insectos y
crustaceos a dosis de Sug y 3ug por animal respectivamente. El péptido sintético de la subunidad

pequeiia es toxico para grillo o cochinilla a concentraciones de 25 ug/g por animal.



SUMMARY

Secreted phospholipases A; (SPLA;) are structurally related enzymes that catalyze the hydrolysis of
the sn-2 acyl bond of glycerophospholipids. They have been associated with several toxic,
physiological or pathological processes. In this thesis, the biochemical and functional
characterization of the heterodimeric phospholipase A, purified from the Anuroctonus
phaiodactylus venom, denominated as Phaiodactylipin are reported. Its molecular mass is 19,172
atomic mass units and it undergoes two events of postraductional modification: glycosilation and
the removal of an internal hexapeptide. The removal of a hexapeptide gives rise the formation of
heterodimeric structure formed by the large subunit formed by 108 amino acids residues and the
small subunit of 18 residues, linked by a disulfide bridge. The sequence displays three putative
sites of glycosylation, two situated in the large subunit and one in the small subunit region, which
was determined. This glycosilation consist of three hexoses, two N-acetyl hexoses and two
deoxyhexoses. The complete molecule presents 36% to 50% identity with the phospholipases
Imperatoxin I and Phospholipin, respectively. Compared with the others phospholipases of group
IT1, it conserves less than 28% identity.

The Phaiodactylipin is expressed from a single messenger containing 769 base pairs (bp) that
comprise 99 bp of the region 5" and 196 bp of the non-codificant region. The putative signal
peptide is codified by 75 bp and the mature region by 399 bp, that comprise the large and small
subunit, and the hexapeptide corresponding at amino acids 109 to 114, that is eliminated during
maturation. The genomic structure exon/intron that codifies for Phaiodactylipin is formed by four
exons and three introns. The third intron separates the small subunit to the large subunit. The
structure of the gene conserves homology with the genomic gene of the bee phospholipase.
Nevertheless, it is different from genomic structure of phospholipases from groups I, II and XII.

The specific activity of the enzyme is 172 U/mg. The activity is calcium dependent at mM
concentration, the optimum pH for activity is close to pH 8.0, and at 37°C the activity is maximal.
The lipidic preference of the enzyme was higher when the position sn-2 is occupied by arachidonic
acid, in a similar way of Imperatoxin I, with respect to the group of position three it prefers
PC>PE>PS.

Phaiodactylipin is not toxic to mammals using doses up to 20 ug/20 g mouse body weight when is
injected intraperitoneally, but when is injected intramuscular, causes edema without cellular
damage. It has hemolytic effect in human erythrocytes and slows down the coagulation per
minutes. Phaiodactylipin is lethal to insects and crustaceans at doses of 5 ug and 3 pg by animal
respectively. Also the synthetic peptide of the small subunit is toxic to crickets and crustaceans at
doses of 25 pg/g.



1 INTRODUCCION
1.1 GENERALIDADES

Los alacranes son artropodos quelicerados, miembros de la clase Aracnida, de los que se conocen
fosiles correspondientes al periodo Silurico, con una antigiiedad aproximada de 365 millones de
afios. Los alacranes que conocemos actualmente han variado poco desde entonces con respecto a
su morfologia y costumbres (Sissom, W. D, 1990). El modesto grupo de alacranes conocido hasta
ahora comprende 1259 especies, las cuales se hayan agrupadas en 9 familias (Fig. 1) y 155 géneros
(Fet y cols., 2000). Los alacranes se encuentran distribuidos entre los 52° latitud Norte y 42° latitud
Sur de nuestro planeta (Sissom, W. D, 1990). La sobrevivencia de los alacranes y su amplia
distribucion indica que éstos animales han mantenido una evolucion exitosa principalmente en su
veneno que es su arma principal, el cual les ha permitido defenderse de predadores y obtener sus
presas para sobrevivir en los dificiles ambientes terrestres. En particular, en la regién de Baja
California (México), y California (USA), que es una zona de constante especiacion, se han descrito
4 familias de alacranes, divididas en 11 géneros, 61 especies y 12 subespecies (Williams, 1980),
entre las cuales se halla la familia Iuridae (Fig. 1) que comprende la especie Anuroctonus
phaiodactylus. El veneno de ésta especie de alacranes fue la fuente biologica para el estudio
descrito en ésta tesis.

En los ultimos 40 afnos numerosos estudios acerca de la bioquimica, biologia molecular y evolucion
de los componentes activos que se hallan en el veneno de los alacranes, han permitido encontrar
herramientas nuevas en el estudio de enfermedades, descripcion de diferentes moléculas,
determinacion de los blancos de sus venenos y evolucion de los mismos, asi como avances en la
forma de tratamiento de la picadura y el desarrollo de nuevos sueros. Cada especie de alacran
presenta en su veneno distintos componentes moleculares como péptidos toxicos, fosfolipasas,
hialuronidasas, proteasas, mucoproteinas, lipidos, nucledtidos, sales y otros componentes aun
desconocidos (Zlotkin, E.,y cols. 1978; Possani, L.,1983). Los componentes del veneno mejor

conocidos son los polipéptidos toxicos que reconocen canales iénicos como: canales de sodio
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(Caterall, 1980), potasio (Carbone, E., y cols., 1982) cloro (DeBin, J., y cols., 1993) y calcio
(Chuang, R. S., 1998; Olamendi, T., y cols., 2002). Dichas moléculas principalmente han sido

caracterizadas a partir de venenos provenientes de especies pertenecientes a la familia Buthidae.

1 Buthidae

— ) Chaerilidae

Ischnuridae

Diplocentridae

Scorpionidae

Bothriuridae

Chactidae
Turidae
Vaejovidae

Figura 1. Cladograma de familias de alacranes (propuesto por Fet et al., 2000). Estudio sistematico
basado en el analisis de DNA, en el cual se hipotetizan las diferentes ramas evolutivas de las
familias de alacranes. 1, buthidos, 2, chaerilidos, 3, diplocentroides.

1.2 FOSFOLIPASAS

Las fosfolipasas son enzimas ubicuas pertenecientes al grupo de las esterasas, que actian sobre los

enlaces éster de los fosfolipidos, generando acidos grasos libres. Las fosfolipasas segun su sitio

especifico de corte se dividen en A, A,, B, C y D (Fig. 2) (Rosenberg, 1990).

Ay |0
0 Hzc\_ O _C_RIl

o

Figura 2. Corte especifico de las fosfolipasas A;, A, B, Cy D.
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1.2.1 Fosfolipasas A; (FLA;)

Las superfamilia de fosfolipasas A, (E.C.3.1.1.4) consiste de una gran numero de enzimas
ampliamente distribuidas en la naturaleza. Las FLA; catalizan la hidrélisis del enlace acil-éster de
la posicion 2 de un fosfoglicérido (revisado por Six and Dennis, 2000). Los productos liberados por
la hidrolisis son 4cidos grasos y lisofosfolipidos (revisado por Van Deenen y Den Hass, 1963) los

cuales tienen importantes funciones biologicas.

1.2.2 Clasificacion de las fosfolipasas A;

En las ultimas 2 décadas se han caracterizado cinco distintas formas de FLA;: secretorias (SFLA;) o
de bajo peso molecular, citosolicas (cFLA») o de alto peso molecular, fosfolipasas independientes
de calcio (iFLA»), acilhidrolasas que catalizan especificamente el factor activador de plaquetas
(PAF) (Dennis, E., 1997) y fosfolipasas lisosomales (Hiraoka, M. y cols., 2002). Hasta ahora se
han descrito 13 grupos diferentes los cuales guardan mas del 30% de identidad. Esto se requiere
para definirlas dentro de un mismo grupo. Dichas enzimas participan en los procesos de
transduccion de senales, remodelacion de membranas, digestion, sintesis de eucosanoides, en el
mecanismo de defensa en infecciones, proliferacion celular, apoptosis y oncogénesis (Six y Dennis,
2000; Capper E.A., 2001). Sin embargo, las funciones biologicas de algunas de ellas aun son
desconocidas.

Las FLA; se han clasificado segun su patrén de cisteinas, peso molecular, secuencia de
aminoécidos, dependencia de calcio y localizacion celular (Dennis, 1997, Valentin y Lambeau,
2000). El reciente aumento de reportes sobre las caracteristicas bioquimicas y estructurales de las
FLA; exige ampliar la categorizacion (Six y Dennis, 2000, Rouault M., 2003, Canaan, y cols., 2004
(Tabla 1).

Los criterios propuestos para clasificar las fosfolipasas dentro de estos 13 grupos son:1) la enzima

debe catalizar el enlace éster de la posicion 2 de un fosfolipido. 2) La secuencia de aminoécidos



debe ser completamente caracterizada. 3) Las secuencias deben mostrar un alto grado de homologia

debiendo conservar mas del 30% de identidad. Los pardlogos deben ser clasificados en subgrupos.

Los homologos de diferentes especies deben ser clasificados en el mismo subgrupo segun Six y

Dennis (2000).

Tabla 1. Clasificacion de fosfolipasas A, (Six D.A., y Dennis, E.A., 2000).

Grupo Fuente Localiza Tamafio ca* Disul- Funcién Aminodcidos
~cién (KDa) Conc. | furos conservados en
s/c el sitio
catalitico
| A Cobras S 13-15 MM 7 Nerotoxicas, His-Asp
mitodxicas, hemoliticas,
anticoaugulantes
B Pancreas s 13-15 MM 7 Digestion His-Asp
humano/porcino
I A Vibora de cascabel, S 13-15 MM 7 Artritis, inflamacion, His-Asp
liquido sinovial, choque séptico,colitis
plaquetas ulcerativa,
tumorogénesis,
bactericida
B Vibora de Gabon S 13-15 mM 6 Neurotdxicas, citoliticas | His-Asp
C Testiculos de ratén S 15 mM 8 Espermatogénesis His-Asp
D Péancreas, timo, s 142 7 ND His-Asp
pulmoén
E Utero, tiroides, s 14.4 7 ND Hist-Asp
testiculo
F Embrion, testiculo S 16.8 15 ND Hist-Asp
1M1 A Abejas y lagartos S 16 mM 5 Miotoxica y His Asp
neurotoxica
Alacréin Pandinus S 16 5 ND His-Asp
imperator
HGIII Rifidn, corazon e S uM 10 ND His-Asp
higado
v Higado de raton, 8 85 uM ND Ser 228 Arg200 y
plaquetas Asp549, Ser 505
A4 Corazon, pulmén S 14 M 6 Participa en periodos de | His-Asp
de Humano, ratay inflamacion
raton, macrofagos
VI Macrofagos C 80-85 No ND GlyXSerXGly
VII Plasma humano S 45 No ND GlyXSerXGly, Ser
273, Asp296, His 351
VI Plasma humano C 104 No ND
X Caracol marino S ND His-Asp
X Humano y raton S 14 mM Participa en la respuesta | ND
del sistema inmune,
inflamacion.
X1 Arroz 12 ND ND
XII Humano, S No es catalitica, ND ND
Drodophila
melanogaster
XIII Virus S 14 Ninguno | Infeccion de la célula His-Asp
hospedera

S, secretoria;

C, citosélica, N.D. no determinado
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1.2.3 Estructura general de las fosfolipasas A> de bajo peso molecular

La diversidad molecular de fosfolipasas A, de bajo peso molecular es grande; hasta ahora se
conocen mas de 170 fosfolipasas de las cuales se han determinado mas de 20 estructuras
tridimensionales. La mayoria presenta entre 120 a 145 aminoacidos y contiene de 5 a 7 puentes
disulfuro, los que definen un plegamiento bien conocido. Todas las fosfolipasas A, de bajo peso
molecular presentan un sitio de unién a calcio (en la regién amino terminal) y un sitio catalitico
bien conservado (entre los amino acidos 30 a 52). El plegamiento general de las fosfolipasas
consiste en tres hélices alfa bien definidas, en las cuales se hallan embebidos los residuos
cataliticos y los residuos encargados de unir al i0n calcio. Entre la segunda y la tercera hélice alfa

se halla una hoja beta conocida como ala-f (Arni et al., 1995).

ala-f

Figura 3. Diagrama en listones de la fosfolipasa KPLA, (Bungarus caeruleus). Las tres hélices se
indican como H1, H2 y H3 y las hélices cortas se muestran como SH4 y SHS5. El ala-f y los
puentes disulfuros también son mostrados. El sitio de union a calcio se halla ocupado por el i6n
sodio. El sitio catalitico se halla marcado con un asterisco (*) (Singh y cols., 2000).

1.2.4 Fosfolipasas A; endogenas de mamifero de bajo peso molecular

La primera enzima A, caracterizada fue la FLA; pancredtica. Dicha enzima fue purificada de

pancreas de mamifero y posteriormente se aislo de otros tejidos como: pulmones, rifiones, higado,
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ovarios y prostata, la cual fue clasificada en el grupo IB. Este grupo de fosfolipasas se ha
involucrado directamente con la digestion, sin embargo su amplia distribucién sugiere funciones
adicionales (Tischifield, J., 1997). Las fosfolipasas pertenecientes al grupo IIA se encuentran
relacionadas con la inflamacion. Estas FLAs son expresadas en diferentes tejidos de pacientes con
artritis reumatoide, choque séptico, colitis ulcerativa (Murakami, M., y cols., 1997), cancer en
organos digestivos y después de la isquemia de varios tejidos, incluyendo el cerebro (Lauritzen, y
cols., 1994, Leugen, y cols, 2002). Las fosfolipasas A, de este grupo son activadas en respuesta a
hormonas, factores de crecimiento o agonistas relacionados con un gran numero de tipos celulares.
Los inductores de su expresion son citocinas proinflamatorias como la interleucina IL-1a, IL-1b, el
factor de necrosis tumoral y endotoxinas como lipopolisacaridos (LPS). Por otro lado existen
citocinas antinflamatorias y factores de crecimiento como el factor de crecimiento semejante a
insulina, que suprimen la induccién de las fosfolipasas de éste grupo (Murakami, M., y cols., 1997;
Jacques, C., y cols., 1997). Todos estos datos indican entonces la gran participacion de estas
fosfolipasas en la patogénesis y en la progresion de la inflamacion (Capper, E., y Marshall, L.,
2001). El 4cido araquidonico es el acido graso mas cominmente liberado por la catélisis, el cual es
usado en la sintesis de eicosanoides (prostanglandinas, troboxanos y leucotrienos), los cuales
modulan la contraccién muscular y la respuesta inflamatoria (Kishino, J., y cols., 1994; Ohara, O.,
y cols., 1995; Capper, E., y Marshall, L., 2001).

Las fosfolipasas IIA ademas se relacionan con la destruccion de bacterias gram negativo (E. coli) y
su deficiencia causa alteraciones en la respuesta a la infeccién (Harwig, S., y cols., 1995). En 1997
se demostré que la deficiencia de este tipo de fosfolipasas IIA provoca el incremento de tumores en
ratones propensos y su sobrexpresion genera resistencia (Cormier, R., y cols., 1997). De igual
forma se comprobd que su expresion en humanos se correlaciona con la sobrevida en personas con
cancer gastrico, asi como el arresto en las etapas primarias del cancer (Leung, S., 2002). Las
fosfolipasas correspondientes a los grupos IIC, IIE y IID, fueron clonadas a partir de tejido de rata

y raton. La fosfolipasa clasificada en el grupo IIC parece corresponder a un pseudo gene humano,
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el cual es expresado de manera importante en testiculos de rodente y se ha propuesto que tiene una
funcién especifica en la espermatogénesis (Chen, J., y cols., 1997). La fosfolipasa perteneciente al
grupo V se expresa de manera importante en el corazon, pulmon, y placenta. Ademas es expresada
por células inflamatorias como mastocitos y macréfagos, proponiéndose que juega un importante
papel en la inflamacion (Balboa, M., y cols., 1996). La fosfolipasa del grupo X se expresa en rifion,
timo y leucocitos periféricos; se conoce que participa en la respuesta del sistema inmune en contra
de infecciones o en la inflamacion (Cupillard, L., y cols., 1997).

La fosfolipasa hGIII fue caracterizada en el afio 2000 (Valentin, E., y cols., 2000). El hallazgo de la
secuencia codificante de esta enzima fue relevante, ya que anteriormente no habia sido
caracterizada ninguna fosfolipasa de mamifero que presentara similitud con fosfolipasas de grupo
III. Las fosfolipasas clasificadas en el grupo III solo habian sido obtenidas a partir de veneno de
abeja, avispa, monstruo de Gila y alacran. La secuencia encontrada, codifica para un propéptido de
19 residuos, seguidos de 490 aminoacidos, en la parte central del gene existe una region que
codifica para una proteina con el 43 y 46% de homologia con las fosfolipasas purificadas del
veneno del monstruo de Gila. Este dominio incluye 10 cisteinas y un péptido idéntico al encontrado
en la IpTxI que es eliminado postranscripcionalmente (Zamudio, F., y cols., 1997). El gene consta
de 7 exones y mapea en el cromosoma 22q. El transcrito de éste gene fue hallado en rifén, corazoén,
higado y musculo esquelético. La fosfolipasa hGIII es calcio dependiente, prefiere fosfatidilglicerol
sobre fosfatidilcolina y su actividad 6ptima se presenta a pH 8.0. El hallazgo de esta fosfolipasa
enmarca una pregunta importante: ;Cual es su funcién bioldgica? La pregunta surge debido a que
su distribucion no parece redundante con respecto a las fosfolipasas endogenas de tipo I y [TA, V y
X (Valentin, E., y cols., 2000) lo que sustenta ¢l estudio bioquimico y caracterizacion de la funcion

de las fosfolipasas del grupo III.
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1.2.5 Fosfolipasas A; de bajo peso molecular purificadas de venenos (vFLA;)

Los animales venenosos ademas de contener toxinas, pueden presentar una variedad de vFLA,, que
participan en la digestion de la presa y la toxicidad del veneno. Hasta ahora alrededor de 150
vFLA; han sido caracterizadas (Valentin y Lambeau, 2000), las cuales se presentan en diversas
formas como mondémeros, homomultimeros, (Valentin y Lambeau, 2000), heteromultimeros
(Possani, y cols., 1992 ) o heterodimeros (Valentin y Lambeau, 2000). Dichas fosfolipasas se han

clasificado en los grupos IA, IIA, IIB, IIIA, III y IX de acuerdo a sus caracteristicas moleculares.

Las vFLA, varian considerablemente en cuanto a estructura primaria y cuaternaria, asi como en su
toxicidad y actividad enzimatica. Independientemente de la actividad enzimética de las
fosfolipasas, algunas de ellas ejercen una amplia gama de efectos deletéreos (Valentin y Lambeau,
2000), proponiéndose que las vFLA, se unen de forma selectiva en sitios especificos (Lambeau, y
Lazdunski, 1999). Durante la evolucion, las fosfolipasas han adquirido una gran variedad de
actividades fisiologicas y farmacologicas. El conocimiento de diversas secuencias y estructuras ha
permitido proponer algunos sitios involucrados en diferentes efectos farmacologicos. Sin embargo,
la relacion entre la conformacion y la letalidad atin no ha sido completamente definida (Singh G., y
cols., 2001). Singh, propuso un andlisis estructural con el cual dilucida algunas de las regiones de la
molécula que participan en los tan variados efectos farmacologicos. Dichas regiones se encuentran
localizadas en las asas de la molécula, como se aprecia en la figura 3. Este estudio fue realizado

solo con estructuras de FLA,; de los grupo 1 y II purificadas de serpiente.



Sitio de unién a calcio

Actividad
anticoagulante Mitoxicidad,

Loop 3 neurotoxicidad

Determina la orientacion de e
asa 3 y del ala beta

Determina la
flexibilidad del
sitio catalitico

Sitio neurotdxico

Reconocimiento
78 de sustrato

Figura 4. Sitios farmacologicos propuestos por Singh y cols., 2001. Las asas se presentan
marcadas en rojo y sus diferentes funciones estan marcadas en cada uno de ellos. (Figura tomada
de Singh, G., y cols., 2001).

Las enzimas clasificadas en el grupo I han sido separadas del veneno de serpientes de las familias
Elapidae e Hydrophidae; la clase II estd presente en veneno de las serpientes de las familias
Crotalidae y Viperidea. Los miembros del primer grupo poseen un puente disulfuro entre las
cadenas laterales, conformado por la cisteina 11 y la 80. Las enzimas correspondientes al segundo
grupo presentan una extension de 5 a 7 residuos de aminoacidos en la region C-terminal, la cual
establece un puente disulfuro con la cisteina de la posicion 50. Los otros seis puentes disulfuro son
conservados en ambos grupos.

En los ultimos afios se han caracterizado fosfolipasas monomeéricas y heterodiméricas con actividad
neurotoxica, que actian a nivel presinaptico o postsinaptico (Harris, J., y cols., 1973; Bon, C., y
cols., 1979; Chang, C., 1985; Delot, E., y Bon, C., 1993). Algunas de estas moléculas han sido
modificadas quimicamente en el sitio catalitico para eliminar las posibilidad de que dicho efecto
dependa de la catalisis. Sin embargo se ha encontrado que éste tratamiento disminuye el efecto
neurotoxico entre un 40 a un 60% (Tang, L., y cols., 1998). Por otro lado, ejemplos de fosfolipasas

monomeéricas, inactivas enzimaticamente ya que carecen de la histidina que conforma la diada
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catalitica (H48K), son capaces de provocar efecto miotoxico (Francis, B., y cols., 1991 Gutiérrez,
J., y Lomonte, B., 1995). Dentro de las vFLA;'s heterodiméricas u oligoméricas toxicas se han
reportado cuatro: la B-bungarotoxina, Crotoxina, taipoxina y taicatoxina, las cuales causan efectos
neurotéxicos de manera especifica a nivel presinaptico y postsinaptico respectivamente (Chang, G.,
y cols., 1973; Bon, C.,y cols., 1979; Lind, P., y Eaker, D., 1982; Possani, L., y cols., 1992).

Las fosfolipasas purificadas del veneno de abeja, avispas, monstruo de Gila y del alacran Pandinus
imperator fueron clasificadas en el grupo III por sus caracteristicas moleculares diferentes a las
fosfolipasas del los grupos I y II (Lambeau, G., y Lazdunski, M., 1999). La fosfolipasa de abeja ha
sido una de las fosfolipasas mas estudiadas debido a que sus caracteristicas moleculares en cuanto a
secuencia, estructura y funcion son diferentes a las fosfolipasas de los grupos I y II. En 1990, la
estructura tridimensional de ésta enzima fue descrita (Scott, D., y cols., 1990). Se enconird que los
sitios de union a calcio (X-Cys-Gly-X-Gly) y el catalitico se encuentran conservados pero
recorridos hacia la region amino terminal. La histidina del sitio catalitico corresponde a la posicion
34 y no la posicion 48 de las fosfolipasas del grupo I y II. El canal hidrofébico en donde se lleva a
cabo la catalisis presenta una conformacion igual que a las fosfolipasas del grupo I y II. Esta
enzima se encuentra glicosilada en una sola posicién con al menos 16 isoformas de carbohidrato
(Chien-Chan, L., y Guor-Rong, H., 2002), la forma no glicosilada también se encuentra en el
veneno (Scott, 1990). La fosfolipasa A, de abeja tiene efecto miotdxico (Ownby, c., y cols., 1997),
neurotoxico (Rodriguez de Truco y cols., 2002), e inhibe el desarrollo del parasito de la malaria
(Moreira, L., et al., 2002). Ademas de estos efectos, también presenta una potente actividad anti-
HIV bloqueando la entrada del virus en leucocitos (Fernard, D., 1999; 2001). Las fosfolipasas
heterodiméricas aisladas del veneno del alacran Pandinus imperator denominadas Imperatoxina I
(Zamudio, F.,y cols., 1997) y Fosfolipina (Conde, R., y cols., 1999) también fueron agrupadas en
el grupo III. Estas presentan caracteristicas moleculares diferentes a las encontradas en el veneno
de serpientes, lagartos, insectos y caracoles (tabla 1). En 1995, la enzima Conodipine-M aislada del

caracol marino Conus magus fue caracterizada y clasificada en el grupo IX (McIntosh et al., 1995).
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1.2.6 Receptores para fosfolipasas A> de bajo peso molecular

Las vFLA2 han servido en el estudio y caracterizacion de las fosfolipasas endogenas de mamifero,
asi como para el estudio de su funcién y de sus receptores. Entre los afios 1989 a 1991, los
receptores de fosfolipasas denominados N y M fueron caracterizados por el grupo de Lazdunski
(Lambeau, y cols., 1989, 1990 y 1991), usando como ligandos las fosfolipasas purificadas de
diferentes venenos de serpiente y abeja. Se demostro que las fosfolipasas caracterizadas de dichos
venenos se unen con alta afinidad a los receptores, los cuales estan relacionados con la toxicidad de
las fosfolipasas A; secretorias (Lambeau, G., y Lazdunski, M., 1999). El hallazgo de estos sugiere
entonces la importancia del estudio bioquimico y la caracterizacion de ligandos que permitan
profundizar el conocimiento tanto de su topologia como de su funcionalidad. Obsérvese que
muchos de éstos todavia no han sido completamente descritos. Las fosfolipasas de mamiferos IIA,
V y X son los ligandos endogenos del receptor de tipo M, compartiendo esta afinidad con
fosfolipasas purificadas del veneno de serpientes (Lambeau, G., y cols., 1989; Lambeau, G., y
Lazdunski, M., 1999; Cupillard, L., y cols., 1999).

A pesar de que la busqueda de ligandos endogenos para el receptor de tipo N ha sido exhaustiva,
solo la fosfolipasa purificada del veneno de abeja lo reconoce con alta afinidad, a diferencia de las
fosfolipasas A, del tipo I y II (Tabla 2) (Lambeau, G., y Lazdunski, M., 1999). Datos recientes
apuntan a que el efecto neurotoxico de esta fosfolipasa se debe al reconocimiento de dicho receptor
(Lambeau y cols., 1989, Kolko, M., y cols., 1996;Rodriguez de Turco y cols., 2002). Estos
hallazgos validan la relevancia del estudio de fosfolipasas tipo III, las cuales estan altamente
relacionadas en cuanto a secuencia primaria. Ademas de los receptores N y M se han caracterizados
otros receptores como: R180, PLA2R, NPR y TCBP-49. Los receptores R180 y PLA2R son
similares al receptor tipo M, presentan el mismo peso molecular. El receptor NPR y TCBP-49 son
atipicos en cuanto a peso molecular pero son reconocidos con alta afinidad por la fosfolipasa

Taipoxina. El canal de potasio tipo T dependiente de voltaje también participa como receptor de la
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subunidad pequefa que conforma la B-bungarotoxina. El receptor R25 reconoce con alta afinidad a
la fosfolipasa A, Atrotoxin y es el mas pequeno que se conoce (Krizaj, I., y Gubensek, F., 2000).

Tabla 2. Caracteristicas moleculares de los receptores de fosfolipasas A,.

Propiedades Receptores
N M R180 NPR PLAZR TCBP-49 Canal idnico R25
K+
Fuentes Cerebro ME Cerebro  Cerebro Osteoblastos RE Membrana Cerebro
Corazén Rindn poreino rata de ratén ubicuo presindptica Membrana
Pulmén Pulmén Intracelular
Rindn Higado
Masa 3 36-51 180 180 65 180 49 ~460 25
Molecular KDa 1 85-88 heteropolimero
Dependencia 3mM- 2mM No No Mo No 10nM No 10nM
a ca”
IC..= pM
0s, 1 500 000 34
pp-PLA, 2 000 000 30000 78000
Taipoxina 68 180 5000 Ki 200nM 100nM
0s82 6 10 2000
Crotoxina 9 10 10,000000
Notexina 190 10000
Abeja 80 300000
fi-Btxn 10,000000 100nM
Atrototoxin 10nM

IC50, constante de inhibicién 50%; Ki, Constante de inhibicién

2 ANTECEDENTES

2.1 Fosfolipasas A, heterodiméricas unidas covalentemente
Hasta ahora se han publicado cuatro fosfolipasas heterodiméricas unidas covalentemente, una
purificada de la serpiente Bungarus multicinctus, una purificada del veneno del caracol Conus

magus y dos purificadas del veneno del alacran Pandinus imperator.

2.1.1 B-Bungarotoxina

En 1982 se purificé y secuenci6 la B-bungarotoxina, que fue clasificada en el grupo II. Este es un
heterodimero que se compone de una subunidad grande de 120 residuos (azul y verde) y una
subunidad pequeiia (rojo y amarillo) (Fig. 5) de 61 aminoacidos unidos por un puente disulfuro
(Kondo, K., y cols., 1982 a y b). La subunidad pequefia, también conocida como inhibidor de
proteasas tipo Kunits, le confiere especificidad ya que bloquea el canal de potasio tipo T sensible a

voltaje (Benishin, C., 1990). Dicha subunidad ademas sirve de guia a la toxina para posicionarla
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sobre membranas presinapticas con alta afinidad (Kd=~10nM), en donde inhibe la liberacion de
neurotransmisores (Chang, C., y cols. 1973; Benishin, C. 1990) postulandose un importante
mecanismo de regulacién de la actividad in vivo de la molécula. Existen varias isoformas de
B-bungarotoxinas (B1-p6) (Kondo, K., y cols., 1982b) y aunque las subunidades de este tipo de
fosfolipasa tengan una secuencia altamente parecida a los inhibidores de proteasas tipo Kunits, no

presentan dicha actividad (Kondo, K., 1982 ay b).

Figura 5. Estructura de la fosfolipasa heterodimérica -bungarotoxina. En colores azul y verde se
muestra la subunidad grande, el i6n Cazﬁ, se presenta como esfera en color azul. La subunidad
pequena se presenta en color rojo y amarillo (1BUN, PDB).

2.1.2 Conodipina-M

En 1995 se publicé una nueva fosfolipasa purificada del veneno del caracol Conus magus. Esta
fosfolipasa es atipica ya que ademés de presentar actividad fosfolipasica A,, también cataliza la
hidrolisis de triglicéridos en la posicion 2. La Conodipina-M consiste de dos subunidades (8,571 y

5,036 Da) unidas por un puente disulfuro (McIntosh, y cols., 1995). La subunidad grande presenta

actividad de FLA; y la pequeiia atn no se le ha encontrado funcién alguna, ni similitud con algin
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péptido (McIntosh, y cols., 1995). En 1997 esta fosfolipasa fue clasificada por Dennis en un nuevo

grupo denominado IX (Dennis, 1997).

2.1.3 Imperatoxina I

En 1997 nuestro grupo report6 la primera fosfolipasa de tipo A; purificada del veneno del alacran
Pandinus imperator, a la cual se le denominé Imperatoxina I (IpTxI). Dicha proteina consta de dos
subunidades, una tiene actividad fosfolipasica de tipo A, y es de 104 residuos mientras que la
subunidad pequeiia es de 27 aminoacidos. La secuencia de FLA, presenta alta similitud con las
FLAs A, del tipo III, mientras que la subunidad pequefia no presentd similitud con ningin péptido
reportado. La IpTxI inhibe de forma indirecta el pegado de la ryanodina a su receptor, el cual es un
canal de calcio modulado por ligando presente en musculo esquelético. El estudio realizado con la
IpTxI concluye que el efecto de inhibicion del pegado de ryanodina al canal sucede por la
competencia de los acidos grasos liberados (esencialmente dcido araquidonico) a causa de la

actividad de fosfolipasica A, (Zamudio, F., y cols., 1997).

2.1.4 Fosfolipina

En un trabajo posterior de nuestro grupo, Conde, R. (1999) reportd la purificacion de la fosfolipina,
separada del veneno del alacran Pandinus imperator. Encontraron que al igual que la IpTxI,
presenta dos subunidades (108 y 17aa) que son codificadas por el mismo RNA mensajero,
separadas por un pentapéptido que es procesado durante la maduracion (Conde, R., y cols., 1999).
Esta proteina a diferencia de la IpTxI presentd muy poco efecto o casi nulo, sobre el efecto de

inhibicion de ryanodina por su receptor (Conde, R., y cols., 1999).

3 HIPOTESIS
A partir del estudio bioquimico de nuevos venenos de alacranes toxicos para insectos no

pertenecientes a la familia Buthidae, podremos caracterizar nuevas moléculas, conocer su funcién y
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la participacién que tienen en la interaccion con la membrana celular. En especial la busqueda de
moléculas con actividad fosfolipasica en el veneno del alacran Anuroctonus phaiodactylus que
pertenece a la familia Iuridae, se torna importante ya que es un alacran que bioquimicamente jamas
ha sido estudiado pero que guarda cercania filogenética con el alacran Pandinus imperator, cuyo
veneno contiene dos fosfolipasas A, heterodiméricas que conservan similitud con la fosfolipasa
neurotoxica de abeja.

4 OBJETIVO

Global:

Caracterizar bioquimica y funcionalmente ambas subunidades de la fosfolipasa heterodimérica

Phaiodactylipina.

Especificos:

1. Determinar la estructura primaria de la enzima Phaiodactylipina.

2. Clonar la fosfolipasa Phaiodactylipina a partir de cDNA.

3. Determinar la actividad especifica de la fosfolipasa Phaiodactylipina.

4. Caracterizar la preferencia lipidica de la fosfolipasa Phaiodactylipina.

5. Determinar la actividad farmacolégica de esta fosfolipasa.

6. Marcar y probar si la Phaiodactylipina presenta afinidad por algin receptor ubicado en

preparaciones de membrana.
7. Sintetizar las subunidades pequefias, para ser probadas en diferentes preparaciones de

membranas y sistemas animales, con el fin de conocer alguna posible actividad funcional.

5 MATERIALES Y METODOS
5.1 Obtencion del veneno
Los alacranes fueron colectados en Maneadero Baja California. Los alacranes fueron anestesiados

con CO, y fueron ordenados por estimulacién eléctrica. El veneno se recupero y centrifugd a 15000
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r.p.m. por 10 min. (centrifuga Beckman J2-21 equipada con un rotor JA-20). Posteriormente el

sobrenadante fue liofilizado y guardado a -20°C.

5.2 Purificacion de la fosfolipasa A Phaiodactylipina

El veneno fue disuelto en acetato de amonio 20 mM y se fraccioné mediante exclusion molecular
utilizando una columna (0.9 x 190 ¢cm) Sephadex G-50 medio, (Pharmacia Fine Chemicals). La
fraccion I, la cual presentd actividad fosfolipasica, fue sometida a una separacion por cromatografia
liquida de alta resolucion (CLAR) en una columna C-18 semipreparativa de fase reversa Vydac
usando un gradiente de 0 a 60% de acetonitrilo al 0.1% de 4cido trifluoroacético (TFA), en un
aparato Waters 600E equipado con un detector 996 de Millipore (Milford, MA, USA.). Las
subfracciones obtenidas a partir de la fraccion I y que mostraron actividad fosfolipasica fueron
repurificados en una columna C-18 analitica (Novapack de Waters) utilizando el mismo gradiente.
La repurificacion de la enzima Phaiodactylipina se realiz6 utilizando la misma columna pero

variando el gradiente de 15 a 40% de acetonitrilo 0.1% TFA en 60min.

5.3 Determinacion de la estructura primaria de la FLA, Phaiodactylipina

La estructura primaria de la proteina fue determinada por secuenciaciéon de aminodcidos por el
método de degradacion de Edman usando un secuenciador de proteinas automético (LF-
3000/Beckman, Palo Alto, CA. USA) y por espectrometria de masas. Para la secuenciacion la
proteina fue adsorbida en membranas de inmobilén-CD como es descrito por el fabricante.
Posteriormente la proteina fue reducida con DTT (Dithiotreitol) y los componentes separados por
CLAR con un gradiente de 0 a 60% de acetonitrilo 0.1% TFA, en 60 min. De esta separacion se
obtuvieron dos componentes, uno de los cuales fue la subunidad pequeiia de la molécula la cual fue
secuenciada de forma directa hasta el aminoacido 14. La proteina ademas fue digerida con las
enzimas Lisina-C (Lys-C), Endopeptidasa V8, y Arginina-C (Arg-C) (Beheringer, USA). Cada

proteolisis fue llevada a cabo por separado usando los amortiguadores correspondientes para cada
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enzima. Las incubaciones se realizaron por periodos de 12 horas a 25°C. Los fragmentos obtenidos
de cada digestion fueron separados por CLAR con el protocolo ya descrito. Los segmentos
restantes de la proteina fueron obtenidos mediante una digestion con Tripsina (Promega, WI,
USA). El producto de la digestion fue aplicado directamente en una columna C18 capilar (100 x
0.5 mm, Vydac) utilizando un gradiente de 0% de 4cido acético a 60% de acetonitrilo que contenia
0.1% de acido acético en 60 minutos. Dicha separacion resolvio diferentes pesos moleculares de
fragmentos que dilucidaron las regiones faltantes de la secuencia y los cuales empalmaron con los
aminoacidos deducidos a partir de la secuencia nucleotidica. Algunos de los componentes
separados fueron secuenciados por espectroscopia de masas, utilizando la técnica de fragmentacion
MS/MS. Las secuencias obtenidas por MS/MS fueron analizadas manualmente y automéaticamente

con el software SEQEUEST vy la deconvolucion fue realizada utilizando el software Xcalibur.

5.4 Determinacion del peso molecular de la enzima Phaiodactylipina

El peso molecular de la Phaiodactylipina fue determinada por espectrometria de masas MALDI -
TOF, utilizando el equipo: Voyager-DE PRO MALDI-TOF Workstation (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), por el Dr. Brian Martin del NIH de Bethesda, en Maryland USA. El peso

molecular de la subunidad pequefia fue analizado por espectrometria de masas por ES (MS/MS).

5.5 Determinacion de la glicosilacion de la subunidad pequefia

El carbohidrato unido a la subunidad pequefia fue determinado por espectrometria de masas,
usando un aparato ESI/MS. La proteina completa fue separada por cromatografia en gel y
posteriormente fue digerida con tripsina (Promega, Madison, WI). Los productos fueron
reconstituidos en 500 picomoles de circa en 5 ul de agua con el 1% de acido acético, y fueron
directamente aplicados en un sistema de cromatografia liquida que se encuentra acoplado a la
trampa de iones (LCQ Y9 del espectrometro de masas, de Finnigan (San José, CA) siguiendo el

protocolo descrito por Batista,. y cols., (2002).
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5.6 Ensayos de actividad fosfolipasica y determinacion de actividad A
La identificacion réapida de actividad fosfolipasica se realizo en base a la técnica descrita Haberman
y Hardt (1972), el cual consiste en utilizar fosfolipidos de la yema de huevo de gallina en medio

solido de agarosa al 0.3%. Los experimentos se hicieron en presencia de 10 mM de calcio.

La especificidad de corte tipo A,, se verificé usando fosfolipidos marcados radioactivamente,
conforme al método descrito por Opperdooes y cols., 1987. Se utilizé L-1,2-dipalmitoil-[*“C]-sn-2-
palmitoyl fosfatidilcolina a una concentracion final de 27 nM en un volumen final de 20 pl, con
una concentracion especifica de 1800 uCi/mole. El sustrato fue incubado con 1 ug de fosfolipasa
pura en presencia de 10 mM de Tris-HCI a pH 8.0, y 0.04% de Tritén X-100. La reacciéon fue
incubada 37°C, y los tiempos de incubacion fueron variables. En diferentes intervalos de tiempo la
reaccion fue detenida con 25 ul de TFA al 5% en butanol, acido linoleico (1 mg/ml) y
lisofosfolipidos (1 mg/ml). La reaccion fue aplicada en placa fina de silica (Whatman de
borosilicato, 10 por 10 cm) para ser separados usando disolventes para lipidos polares (cloroformo-
metanol-acido acético- agua, 170:40:16:8). Una vez que los productos migraron en la placa se dejo
secar y se someti6 a una camara de yodo, lo que reveld las manchas lipidicas. Las manchas
amarillas se rasparon y colectaron en viales de borosilicato de 20 ml y se adiciond liquido de
centelleo (2-5-difeniloxzole PPO, 6% en tolueno). La cuantificacién se realizd en un espectrometro
de centelleo (Beckman Ins. Inc. Modelo LS9800 Irvine, Cal. USA).

La actividad de la enzima Phaiodactylipina se probd con el método de titulacion descrito por
Shiloah y cols., 1973. Se utilizé yema de huevo diluida 1:20 en una solucion salina como sustrato.
La liberacion de acido graso fue medido a pH 7.5 y 37°C, titulando con NaOH 10 mM, bajo un
flujo constante de N,. Una unidad de enzima se defini6 como la cantidad de enzima que libera
Immol de acido graso por minuto bajo las condiciones descritas.

La preferencia lipidica de la Phaiodactylipina fue determinada mediante el uso del método

colorimétrico descrito por Lobo de Araujo y Radvanyi (1987). En este microensayo se utiliza una
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solucién de 0.055 mM de rojo de fenol pH 7.6, 100 mM NaCl, 10 mM CaCl, y 3.5 mM de
diferentes sustratos solubilizados con 7 mM de Triton X-100 y 2 microgramos de enzima por cada
ensayo. Los sustratos utilizados fueron: 1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, 1-
stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine, 1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-
3-[phospho-L-Serine], 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine, 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-[phospho-L-serine], 1,2 diphytanoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine, 1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine, 1,2-diphytanoyl-sn-
glycero-3-[phospho-L-serine]. La reaccion se llevé a cabo en micropozos en un volumen de 1ml y
fueron incubados a 25°C bajo flujo de nitrogeno. La reaccion acido base se corrobord con la
variacion de absorbancia, leyendo a 558 nm. La actividad enzimética se expresa como la

disminucion de la absorbancia por minuto y por mg de fosfolipasa.

5.7 Determinacion de las condiciones optimas de actividad de la fosfolipasa Phaiodactylipina

La determinacion del pH optimo de actividad de la fosfolipasa se realizé con diferentes
amortiguadores: 100 mM de acetato de sodio pH 5.0, 100 mM Tris-HCI, pH 8.0 y 100 mM de
glicina — HCI, pH 10.0. La actividad de la enzima fue medida a 37°C en 10 mM de CaCl,, 7 mM
de Tritén X-100, en un volumen de 250 ul, que contienen 3.5 mM de 1-esteroyl-2-arachidonoyl-sn-
glycero-3-fosfatidilcolina, como sustrato. La neutralizacion de la liberacion de acido graso fue
hecha con NaOH 50 mM. Para determinar la dependencia de calcio de la enzima, se usaron
diferentes cantidades de CaCl, (0.1 mM hasta 10.0 mM) siguiendo el protocolo descrito por

Shiloah y cols., (1973).

5.8 Ensayos de Letalidad
La Phaiodactylipina fue ensayada en diferentes modelos animales, mamiferos (ratones), insectos
(grillos) y crustaceos (cochinillas). La Phaiodactylipina fue inyectada en concentraciones mayores

de 20 ug por 20 g de ratén, y ésta inyeccion no causéd ningun efecto. Insectos (Achaeta spp) y
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crustaceos (Armadillidium vulgare) fueron inyectados con 5 pug de enzima. Cuatro grillos fueron
inyectados en el penultimo segmento de la region posterior, cercano a las patas. Ocho cochinillas
fueron inyectadas en la region blanda de los interdigitos. Dos grillos y dos cochinillas fueron

inyectados con 3 pl de PBS como controles y este no causé ningin efecto.

5.9 Prueba de actividad hemolitica

La actividad hemolitica de la Phaiodactylipina fue determinada basandonos en el protocolo descrito
por Condrea E. y cols (1981a), utilizando eritrocitos humanos, frescos. De igual forma ensayamos
la actividad hemolitica directa de la fosfolipasa IpTxI.

Para preparar el ensayo, la sangre se lavd tres veces con amortiguador salino de fosfatos (PBS), a
pH 7.4; cada vez se centrifug6 por 15 minutos a 900 x g. Se hizo una suspension al 0.5% con PBS.
Se incubaron 195 ul de esta suspension en microplacas de ensayo de 96 pozos con 1 pg de enzima
en 5 ul de solucion amortiguadora. Se utilizé como control positivo (100% de lisis) una solucion al
1% del detergente Tritén X-100. El porcentaje de hemolisis fue determinado midiendo a 540 nm la
cantidad de hemoglobina liberada de los eritrocitos en suspension en presencia de diferentes

concentraciones de enzima.

5.10 Prueba de actividad anticoagulante

La actividad anticoagulante de la enzima fue ensayada sobre plasma rico en plaquetas (PRP) y
pobre en plaquetas (PPP). Las plaquetas fueron obtenidas por centrifugacion como es descrito por
Condrea y cols., (1981). Las alicuotas de plasma se incubaron a 37°C adicionando la proteina
inhibidora en Tris-HCl 10 mM pH 7.4. Después de 60 s las muestras fueron recalcificadas con
NaCl, 0.25 M. El volumen de la reaccion fue de 500 ml. Posterior a esto se midié el tiempo de

coagulacién (Condrea E., y cols., 1981).
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5.11 Prueba de Edema en musculo

La enzima Phaiodactylipina (5 ug) fue inyectada en el musculo de la pata trasera de ratones CD1
en un volumen de 10 ul de PBS pH 7.4. Como control se inyecté el mismo volumen de PBS en la
otra pata. Este experimento se realizé por duplicado. Después de una hora el musculo fue disectado
y congelado a —70°C. Los tejidos fueron cortados en rebanadas de 10 micras. El tejido tefiido con
hematoxilina de Harris - eosina, fue observado microscopio (Zeiszz, Axioskopen) campo claro con

una magnificaciéon 100X.

5.12 Sintesis de subunidades pequerias usando la estrategia de f-moc

La sintesis quimica de la subunidad pequeiia de la fosfolipasa Phaiodactylipina se realiz6 por el
método de fase solida siguiendo la estrategia de f-moc (Atherton and Sheppard, 1989). Se
utilizaron aminoicidos Fmoc-L- Ala- OH, Fmoc-Pro- OH, Fmoc-L- Lys(Boc)- OH, Fmoc-L-
Cys(Trt)-OH, Fmoc-L- Phe- OH, Fmoc-L- Met- OH, Fmoc-L- GIn(Trt)- OH, Fmoc-L- Asn(Trt)-
OH, Fmoc-L-Thr(OtBu)-OH, Fmoc-L- Gly- OH, Fmoc-L- His(Trt)- OH, Fmoc-L- Asp-(OtBu)
OH, Fmoc-L- Glu- (OtBu)- OH, Fmoc-L- Arg(Pbf)- OH y Fmoc-L-Val-OH.

En cada acoplamiento los aminoacidos se activan en forma de éster en presencia de la mezcla de
los activadores N-hidroxibenzotriazol (HBOt), 2-(1 H-Benzotriazol-1-y1)-1,1,3,3-tetrametiluronio
hexafluorofosfato (HBTU) y dimetil-N,N-diisopropiletilenamina (DIPEA), en una proporcion
1:1:2. La reaccion se agita entre 45 o 60 min. en cada acoplamiento. Al finalizar cada acoplamiento
se acetild con anhidrido acético en presencia de DIPEA por 30 min., para facilitar la purificacion
del producto final. Al termino del acoplamiento del Gltimo aminoéacido se lavé 10 veces con
diclorometano (DCM) y tres veces con metanol absoluto. La humedad se elimindé usando un
rotaevaporador (Savant). Una vez la resina seca fue solvatada con la solucién K (TFA 85%,
tiofenol 5%, agua 5%, anisol 5% y etanoditiol 1%). La proporcion de esta reaccion es 15 mg por 1

ml de solucion K. Se deja evaporar por 90 min.
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El péptido se separ6 de la resina por filtracion, y se lavé en éter isopropilico frio, fue separado por
centrifugacion y se disolvié en un volumen minimo de acido acético al 20%. Los péptidos
obtenidos fueron purificados por CLAR con un gradiente de 0 a 60% de acetonitrilo 0.1% TFA, en

60 minutos.

5.13 Clonacion del gene codificante para la enzima Phaiodactylipina a partir de cDNA

El RNA total se obtuvo homogenizando 1 telson de alacran Anuroctonus phaiodactylus; se extrajo
con el estuche de extraccion de RNA total (Promega). El mRNA sirvio como templado para
preparar cDNA usando el oligo T22NN (10 mM), por medio de la enzima reverso transcriptasa
MMV (200U) y dNTP’s 5 mM con un protocolo de: 5 min a 65°C, 5 min 45°C, 30 min 40°C.
Posteriormente el cDNA fue amplificado con un oligo degenerado disefiado en base a la secuencia
amino terminal conocida de la Phaiodactylipina y con un oligo poliT22NN (descrito por Corona y
cols, 2001). La amplificacion se llevé acabo con las enzimas Taq (Beringher) y Vent (Biolabs).

Para obtener el gene completo correspondiente a la regién 5 no codificante de la Phaiodactylipina
usamos el kit RLM-RACE de Ambion (Austin USA). EI ¢cDNA se sintetizé con la enzima reverso
transcriptasa M-MLV. Posteriormente el cDNA se uni6é por medio de una ligacion con el adaptador
provisto por el estuche en la region 5 no codificante. El cDNA modificado fue usado como
templado para la amplificacion por PCR con oligos disefiados de la region del adaptador y regiones
especificas de la Phaiodactylipina. La amplificacion final con oligos especificos de la regiéon 5 no
codificante y la region 3" no traducida fue amplificada con oligos especificos. Dicha region fue

clonada en E. coli DH5a, en el plasmido Pks- de 3 Kbases, por electroporacion.

5.14 Clonacion del gene codificante para la Phaiodactylipina e isoformas, a partir de DNA
genomico

El DNA genémico fue purificado a partir de un alacran Anuroctonus phaiodactylus sacrificado y
pulverizado en nitrégeno liquido, con el estuche DNeasy de Qiagen (USA). La extraccion se

realizé en presencia de Proteinasa K (Boehringer Mannheim) y SDS. El precipitado obtenido fue
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resuspendido en solucién TE provista por el estuche. EI mismo protocolo fue utilizado para extraer

DNA genémico de abeja.

La amplificacion a partir de DNA gendmico se realizo utilizando oligos especificos de la secuencia
nucleotidica conocida de la Phaiodactylipina (oligos descritos en el articulo de la seccion 10). Para
amplificar los segmentos fueron necesarios dos rondas de amplificacion. En la primera
amplificacion se utilizo el siguiente protocolo: 94°C por 60 s, 47°C por 90 s, y 72°C por 120 s, por
30 ciclos. En la segunda amplificacion el protocolo fue: 94°C por 60 s, 47°C por 90 s y 72°C por

120 s, por 28 ciclos.

5.15 Analisis de secuencia y filogenéticos

Los analisis de homologia de secuencia fueron realizados utilizando el programa BLAST usando
las bases de datos del GenBank del NCBI (National Center for Biotechnology Information). Los
alineamientos fueron elaborados con el programa Clustal-X del paquete PHYLIP (Felsenstein, J.,
1995). Las secuencias obtenidas fueron editadas y alineadas usando Clustal X del paquete
PHYLIP. Los arboles fueron construidos usando algoritmos de neighbor-joining (Felsenstein, J.,
1995). Los arboles fueron visualizados usando el programa Tree-View de la universidad de

Glasgow (http://taxonomy.zoologi.gla.ac.uk/lod/treeview.htm/).

5.16 Busqueda de receptores

Los péptidos sintéticos 18S4, 23C4, 23S4 (100 pg) asi como 10 ug de la fosfolipasa fueron
biotinilados. Por otro lado disectamos cuatro tejidos de diferentes partes del acocil. La primera fue
el musculo que conforma la cabeza, la segunda los nervios de los ojos, la tercera fue el intestino y
por ultimo el musculo del cuerpo el cual contiene la corda neuronal. Parte de los tejidos fueron
usados inmediatamente y los restantes estan conservados conservados a —70°C en PBS 1X con

inhibidores de proteasas. Los tejidos fueron homogenizados y disgregados sonicando por 5
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segundos dos veces a S W. La fosfolipasa y los péptidos marcados fueron probados en membranas
de acocil siguiendo un protocolo de union tipo Bosan (Bosch, D., y cols., 1994). Posteriormente se
realizaron ensayos de competencia utilizando los péptidos sintéticos marcados mezclados con
péptido sintético no marcado a la misma concentracion, los cuales fueron mezclados con los
diferentes tejidos por una hora en solucién de union. Posteriormente se realizaron los lavados de los
productos del reconocimiento por centrifugacién y se corrieron en un gel de agarosa al 9 % en

condiciones desnaturalizantes.

5.17 Expresion de Phaiodactylipina fusionada a la proteina Trp-LE en E. coli recombinante

La clona de la Phaiodactylipina fue subclonada en el vector PKS-. El inserto fue cortado usando las
enzimas de restriccion ECORI y CLAL El producto fue clonado en el vector de expresion pPI3. A
la clona se adiciond una metionina en el amino terminal para que posteriormente fuera separada de
la proteina de fusién (Trp-LE) mediante protedlisis con bromuro de ciandégeno. El plasmido
obtenido fue electroporado en células E. coli W3110. Las colonias positivas fueron seleccionadas
por su resistencia a tetraciclina. Las células fueron crecidas en medio minimo (BYNB-DIFCO) con
glucosa al 2%, por 36 horas. Posteriormente fueron centrifugadas y resuspendidas en agua
tetradestilada, sonicadas y por ultimo se realizé otra centrifugacion a 14000 rpm lo cual enriquecio
los cuerpos de inclusion de la proteina Trp-LE fusionada con la Phaiodactylipina.

5.18 Obtencion de anticuerpos anti-subunidad pequeria de la Phaiodactylipina

Para detectar la expresion de la fosfolipasa fusionada con la proteina Trp-LE se obtuvieron
anticuerpos anti-subunidad pequena de la fosfolipasa Phaiodactylipina

El anticuerpo N418 (Wang, H., y cols., 2001) fue modificado con periodato de sodio (NalOy).
Cincuenta ug de subunidad pequeiia fueron unidos a 50 pg de N418; la mezcla se agito
suavemente por 15 min a temperatura ambiente (TA) en PBS pH 7.4 y se adicion6 el NalO,
(Sigma) disuelto en fosfato de sodio (Na,HPO,4) 10 mM, pH 7.4 para tener una concentracion final

de 50 mM, para activar los carbohidratos de la region constante de los anticuerpos se dejo
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reaccionar por 1 h a TA. La reaccion se detuvo con 100 ml de etilenglicol y El conjugado fue
separado de la sal de la reaccion una columna Superdex 75 (Pharmacia Biotech) eluyendo con PBS
pH 7.4, con un flujo de 0.5 mL/min en un equipo Beckman con un controlador 412A, acoplado a
un detector Waters modelo 481.

El conjugado fue inyectado a dos ratones BALB-B de forma intraperitoneal. Al cabo de 7 dias los
ratones fueron sangrados y el suero recuperado. El reconocimiento del suero por la subunidad
pequeiia y la fosfolipasa completa fue probado mediante un ensayo inmunoenzimatico, usando
placas de polivinilo (COSTAR 2596), las cuales fueron saturadas con 100 ul de proteina, a una
concentracion de 3 pug/ml, disuelto en 20 mM de bicarbonato de sodio pH 9.4, toda la noche a 4°C.
Los pozos fueron bloqueados con OVA 1.0% en PBS pH 7.5 e incubados por 3 h a temperatura
ambiente. Las placas fueron lavadas con PBS Tween-20 0.1% (Solucion de lavado). Las diluciones
de suero correspondientes, fueron aplicadas a la placa, la reaccion fue incubada por 3 h a
temperatura ambiente (TA). La dilucién de los sueros se realizé en PBS, Tween-20 al 0.05% y
ovoalbiimina bovina (OVA) al 0.1%, por 3 h a TA. Las placas fueron lavadas 6 veces con la
solucion de lavado. Para detectar la union de los sueros al antigeno pegado a la placa, este se revelo
con 50 ul de anticuerpo anti-raton acoplado a peroxidas (diluciéon 1:2000). La reaccion fue
revelada con ortofenildiamina y H,O, como substrato. La reaccion fue detenida con HCI 6N vy las

placas fueron leidas en el lector de ELISA modelo 1550 EIA (Bio-Rad) a 492 nm.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados de este trabajo se presentan en dos partes: resultados publicados y resultados no
publicados. En el anexo se muestra el articulo publicado como primer autor, en el cual se describe

parte del trabajo realizado durante el entrenamiento doctoral.

Valdez-Cruz, Norma A., Batista C.V.F. and Possani Lourival D. “Phaiodactylipin, a glycosilated
heterodimeric phospholipase A,, from the venom of the scorpion Anuroctonus phaiodactylus”. Eur.

J. Biochem. (en prensa).

En el anexo se incluyen las caratulas y resumenes de dos articulos que se encuentran sometidos, en
los cuales participo como primer autor. De igual forma se presentan dos articulos en los cuales
funjo como co-autor. Aunque estos articulos no forman parte central de esta tesis, el trabajo fue
realizado durante el periodo comprendido en el desarrollo de este entrenamiento doctoral. Sin
embargo, todo el trabajo reportado se halla relacionado ya que describe el estudio de venenos de
alacranes provenientes de la zona norte del estado de Baja California, México y California, USA, la
cual se sabe que es una region de gran biodiversidad. Las especies de alacranes de esta region solo
habian sido estudiadas desde el punto de vista de Sistematica (revisado por Fet,. 2000), y muy poco

se conocia acerca de la bioquimica y genomica de sus venenos.

Valdez-Cruz, Norma A., Batista, C.V.F. , Zamudio, F.Z. Bosmans, F., Tytgat, J., and Possani, L.D.,
“Phaiodotoxin, a novel structural class of insect-toxin isolated from the venom of the Mexican
scorpion Anuroctonus phaiodactylus”, Eur. J. Biochem. Sometido

Valdez-Cruz, Norma A., Davila, S., Licea, A., Corona, M., Zamudio, F. Z. Garcia-Valdes, J.,
Boyer, L., and Possani, L.D. Biochemical, genetic and functional characterization of venom
components from two species of scorpions: Centruroides exilicauda Wood and Centruroides

sculpturatus Ewing, Biochemie. En revision, practicamente aceptado.
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Corona, M. Valdez-Cruz, N.A. Merino, E. Zurita, M. and Possani, L. D. “Genes and peptides from
the scorpion Centruroides sculpturatus Ewing, that recognize Na(+)-channels”. Toxicon 39 1893-

1898 (2001).

Corona, M. Gurrola, G. B. Merino, E. Cassulini, R. R. Valdez-Cruz, N. A. Garcia,B. Ramirez-
Dominguez, M. E. Coronas, F. I. Zamudio, F. Z. Wanke, E. and Possani, L. D. “A large number of
novel Ergtoxin-like genes and ERG K(*)-channels blocking peptides from scorpions of the genus

Centruroides”. FEBS Lett. 532 121-126 (2002).

6.1 Resultados publicados

Los datos presentados en la introducciéon y en los antecedentes sustentaron el estudio de nuevos
venenos de alacranes con actividad fosfolipasica A,. El veneno del alacran mexicano Anuroctonus
phaiodactylus perteneciente a la familia /uridae fue el modelo escogido por presentar dicha
actividad, ademas de ser un veneno que jamas habia sido estudiado y provenir de un alacran que

pertenece a una familia de la cual solo se tenian conocimientos de Sistematica.

6.1.1 Purificacion de la Phaiodactylipina

El veneno total extraido de alacranes Anuroctonus phaiodactylus fue purificado por exclusion
molecular en una columna Sephadex G-50 medio en cuatro fracciones. La actividad fosfolipasica se
hallo en la fraccion 1 (figura 6A), la cual se sometio a CLAR. En esta separacion se encontraron
cuatro componentes con actividad enzimatica los cuales eluyen entre los 37 y 39 minutos (figura
6B). El componente que eluye a los 39 minutos fue denominado Phaiodactylipina (figura 6B) y fue
obtenido en forma homogénea (figura 6C). La enzima corresponde al 0.5% del total de proteina
contenida en el veneno soluble, lo que significo alrededor del 20% del la actividad fosfolipasica del

veneno total. El peso molecular de dicho componente fue de 19,172 Da.
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La secuencia de aminoacidos fue obtenida por diferentes vias. Primeramente la Phaiodactylipina se
sometid a secuenciaciéon directa por degradacion de Edman, en la cual se obtuvo una secuencia
doble, lo que indicé que la enzima se hallaba compuesta por dos subunidades. La enzima fue
reducida con DTT y sometida a CLAR (Fig. 6D), procedimiento con el cual, se separd en dos
componentes. El primero eluye a los 24.14 min, y correspondio a la subunidad pequena cuyo peso
molecular es de 3242.5 a.m.u.. El otro componente eluye a los 34.82 min, y corresponde a la

subunidad larga, pero al ser separada de la subunidad pequeiia se precipito.
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Figura 6. Purificacion de la fosfolipasa Phaiodactylipina. A, La fraccion soluble de veneno del
alacran Anuroctonus phaiodactylus (61 mg) fue aplicada en una columna de Sephadex G-50 medio.
Fracciones de un ml fueron colectadas y se le hizo la prueba de actividad fosfolipasica. B, En la
fraccion I se encontrd dicha actividad por lo cual fue nuevamente sometida a CLAR en una
columna de fase reversa. C, El componente que eluye a los 40.53 min (marcado con una flecha) fue
sometido a una separaciéon en una columna C-18 analitica en las mismas condiciones de B. Los
componentes marcados con asterisco también presentan actividad fosfolipasica. Dicho componente
fue obtenido en forma homogénea como se observa en el inserto de la figura C, el cual fue
denominado Phaiodactylipina. El gradiente usado fue de 15% a 40% de solucion B durante 60 min.
D, Reduccion de la Phaiodactylipina con DTT.
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6.1.2 Determinacion de la secuencia primaria de la Phaiodactylipina

A

10 20 30 40 50 60 70 80

cPha FLIVSGTKWCGNNNIAANYSDLGFLEADKCCRDHDHCDHIASGETKYGLENKGLFTILNCDCDEAFDHCLKEISNNVTTDIR
Pha FLIVSGTKWCGNNNIAAXYSDLGFLEADKCCRDHDHCDHIASGETKYGLENKGLFTILNCDCDEAFDHCLKEISNXVTTDIR

Directa Lys-C EB %ys-c
MS/M Trp/MS MS/MS
s | < e |

90 100 110 1 10 18
cPha QKGGAENVWRFYFOWYNANCYRLYCKDEKSAR DEACTNQYAVVEENFTVQ
Pha XKGGAENVWRFYFOWYNANCYRLYCK DEACTNQYAVVEXXFTVQ
| Lys-C Arg-C | direct
Trp/MS/MS | MS/MS |
<
B
tgataaaaataaataagtgtagattgttactgctgaaaaccaagaatctattctaactgttatgaaatagccagggaaga 80
aaacaattttccagaagat ATG GTT AAG AGA GTT TCC AAA GAA GAA ATG GAT GCT TTG GAG AGA 144
M A K R A s K E E M D A L E R ~-15

AGT TGT TCT CAA CCG TTT GAG GAG GAA CGC TTC CTC ATC GTA TCA GGT ACG AAA TGG TGT 204
s c s o] P I E E E R F L I v S G T K W e 10

GGT AAC AAT AAC ATA GCA GCA AAT TAT TCT GAT CTT GGA TTT CTA GAA GCA GAT AAG TGT 264
G N N N I A A N X S D L G B L E A D K C 30

TGC CGC GAT CAC GAT CAC TGT GAT CAT ATT GCG TCA GGG GAA ACT AAA TAT GGC CTA GAA 324
C R D H D H o D H I A S G E T K Y G L E 50

AAT AAA GGA TTG TTT ACA ATA TTG AAC TGT GAT TGC GAT GAA GCT TTC GAT CAT TGT TTG 384
N K G L F &L T L N C D c D E A F D H C L 70

AAG GAA ATC TCA AAT AAT GTT ACG ACG GAT ATT AGG CAA ARA GGT GGC GCC GAG AAT GTT 444
K E I s N N v T T D I R Q K G G A E N v 90

TGG AGA TTT TAC TTC CAA TGG TAC AAT GCA AAT TGT TAT CGT TTA TAT TGT AAA GAC GAA 504
w R F ¥ F Q W Y N A N C b2 R L Y c K D E 110

AAG TCT GCC AGA GAT GAA GCC TGC ACT AAT CAA TAT GCT GTT GTA AAG AAG AAT TTC ACA 564
K S A R D E A c T N Q X A v v K K N F T 130

GTA CAA TAG tatgcgagagtatgcgagagatgatgtacaattgatcttctacaagtcaaattcagtaaaattgatg 643
v Q stop 132

atgaataattatactgtatattttcttctaatgtttatgtacgacatagaaacatctataaataaagtatcctttgatag 726
gatctatatattaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

Figura 7. Estructura primaria de la Phaiodactylipina y el gene que la codifica. A, Empalme de las
secuencias obtenidas por secuenciacion directa, digestiones enzimaticas (Lys-C, V8 y Arg-C) y
determinacion por espectrometria de masas por peso molecular (MS) o por fragmentacion
(MS/MS). El hexapéptido que es eliminado se marco en negritas, y la numeracion representa la
posicion de los aminoacidos. B, Secuencia nucleotidica de la Phaiodactylipina. La secuencia de
aminoécidos se muestra debajo cada codon . El péptido sefial putativo se indica en letras cursivas, el
primer aminoacido de cada subunidad en negritas. El hexapéptido que es removido se muestra
subrayado y el codon de término se indica como stop.
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La subunidad pequefia se secuencid y los primeros 15 aminoacidos de la region amino terminal
fueron identificados. Esta informacion nos permitié de deducir la secuencia de la subunidad grande
(35 aminoécidos) a partir de la secuencia doble obtenida al principio

Informacion adicional acerca de la secuencia fue obtenida a partir de cortes enzimaticos realizados

con las enzimas Lys-C, V8, y Arg-C, (figura 7A).

Estas digestiones nos permitieron conocer el 70% de la secuencia de aminoacidos de la enzima. El
30% restante de la secuencia fue determinada por espectrometria de masas, asi como por
fragmentacion por MS/MS. La secuencia obtenida se muestra alineada con la secuencia de
aminoacidos deducida a partir de la secuencia nucleotidica obtenida de cDNA, que codifica para la

Phaiodactylipina (figura 7A).

6.1.3 Determinacion de la glicosilacion de la subunidad pequeiia

La posicion 18 y 76 de la subunidad grande, asi como la posicion 14 de la subunidad pequena jamas
fueron secuenciadas pero fueron deducidas a partir de la secuencia nucleotidica identificada a partir
c¢DNA, correspondiendo a asparginas (Figura 7B). Al estudiar la secuencia encontramos que en
dichas posiciones se encuentran motivos estructurales correspondientes a la secuencia NXT 6 S los
cuales sugieren modificaciones de glicosilacion, (ver Figura 7A). El peso molecular teorico de la
subunidad pequena corresponde a 2058.3 Da teodricos y el experimental correspondié a 3242.5,
existiendo una diferencia de 1184.5 a.m.u. Por espectrometria de masas y fragmentacion MS/MS, se
determiné que en la posicion 14 que corresponde a la secuencia NFT se encuentra una glicosilacion
conformada por tres Hexosas, dos N-acetil hexosas (HexNAc) y dos deoxyhexosas (Figura 8) que
corresponde a un peso molecular de 1184.4 a.m.u., con lo que comprobamos que la secuencia de
aminoacidos es correcta y que la aspargina de la posicion 14 esta modificada con una glicosilacion.
Sin embargo, la estereoquimica exacta de cada uno de los carbohidratos no fue identificada, al

menos sabemos que las hexosas o algunas de ellas son manosas, ya que la Phaiodactylipina es
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retenida en una columna de afinidad en presencia de Sepharosa-concavalina A. El peso molecular
de la subunidad larga teérico es de 12440 Da, por lo que podemos predecir que la subunidad grande

esta glicosilada y que dicha modificacion le confiere una masa molecular adicional de 3489.5 a.m.u.
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Figura 8. Determinacion de los carbohidratos de la subunidad pequena. Se realizd por
fragmentacion MS/MS. Los pesos moleculares correspondientes los se¢ hallan indicados. Los
circulos muestran de forma grafica la presencia de hexosamina, los triangulos deoxihexosa y los
cuadrados hexosas. La letras internas representan la masa molecular encontrada experimentalmente.
6.1.4 Clonacion y secuenciacion de la Phaiodactylipina a partir de cDNA

La secuencia nucleotidica obtenida se compone de 769 pares de bases (pb), incluyendo una region
de 99 pb de la region 5" no codificante y 196 pb en la region 3° no traducida. Ambas subunidades
de la molécula se hallan codificadas en la misma secuencia lo que indica que son codificadas por un
mismo RNA y que sufre un proceso de modificacion postranscripcional cuando el hexapéptido de la
posicion 109 a 114 es eliminado, dejando las dos subunidades unidas por un puente disulfuro (Fig.

7B). La Phaiodactilipina se compone de 108 aminoacidos de la subunidad grande y 18 de la

subunidad pequena. La region —26 o —16 que precede la proteina madura lo denominamos como
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péptido senal putativo. En ambas posiciones se halla un metionina, sin embargo esta region no
guarda similitud con las secuencias usualmente conocidas para organismos cucariotes. El péptido
senal putativo guarda similitud con péptidos senales y propéptidos de secuencias descritas para las
toxinas de la araiia Phoneutria nigriventer Pn2-1A y Tx2-1 (Kalapotahkis, E., y cols., 1998) .

6.1.5 Caracterizacion enzimdtica y funcional de la enzima Phaiodactylipina

Se comprobo que la proteina Phaiodactylipin es una fosfolipasa de tipo A, ya que corta de manera
especifica la posicion 2 de su sustrato. Esto fue comprobado utilizando L-1,2-dipalmitoil-[palmitoil-
2-14C] fosfatidilcolina, marcados radioactivamente en la posicion 2. La actividad especifica de la

Phaiodactylipina es de 172 U/mg a pH 8.0, 37°C, usando yema de huevo como sustrato.
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Figura 9. Caracterizacion de la actividad enzimatica de la Phaiodactylipina. A, Actividad calcio
dependiente. B, Actividad maxima en presencia de Triton X-100. C, Dependencia del pH para la
catalisis.

La catalisis de la Phaiodactylipina es dependiente de calcio a una concentracion 1 a 10 mM (Fig.
9A), la actividad 6ptima de la enzima se desarrolla a pH 8.0 (Fig. 9C). Esta actividad se incrementa
en un 20 % con la adicion de Triton X-100 0.1 % y disminuye con Triton X-100 al 1.0% (Fig 9B).

La preferencia lipidica de la Phaiodactylipina fue determinada por el método de Lobo de Araujo y
Radvanyi (1987). Usamos 6 substratos diferentes con el fin de conocer la importancia del grupo

fosfatidico de la posicion R3 asi como del acido graso en la posicion R2, usando Rojo de Fenol

como indicador del cambio de pH mediado por la liberacion de acido. La Phaiodactylipina presenta
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preferencia por fosfolipidos con acido araquidénico en la posicion R2 y que en la posicion R3

mantengan colina o etanolamina (PC>PE>PS) (Tabla 3).

Tabla 3. Preferencia lipidica de la fosfolipasa Phaiodactylipina en presencia de diferentes sustratos,
siguiendo el protocolo de Lobo de Araujo y Radvanyi (1987).

Fosfolipido AE Fosfolipido AE Fosfolipido AE
(U/mg) (U/mg) (U/mg)
SAPE 211 £ 20 DSPE 5L & 2 DPPE 48 + 2
SAPC 142 + 13 DSPC 149 + 7 DPPC 67 & B
SAPS 84 £ 4 DSPS Sl DPPS 32 x 7]

AE, actividad enzimatica. Los sustratos utilizados fueron: 1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (SAPC), 1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (SAPE), 1-
stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-[phospho-L-Serine] (SAPS), 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (DSPC), 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DSPE), 1,2-distearoyl-
sn-glycero-3-[phospho-L-serine] (DSPS), 1,2 diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC),
1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DPPE), 1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-
[phospho-L-serine] (DPPS).

6.1.6 Pruebas de letalidad
Cinco microgramos de enzima Phaiodactylipina inyectada en insectos (grillos) de 100 mg, o 3 ug
inyectados en crustaceos (cochinillas) de 50 mg, son letales. Animales controles fueron inyectados con 3 ul

de PBS, procedimiento al cual sobreviven (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto de la Phaiodactylipina sobre insectos y crustaceos

Espécimen Componente Dosis Efecto No de ensayos
inyectado (ug/qg)

Insecto Phai B3 ninguno 1
Phai 25 toéxico 2
Phai 42 letal 4
Crustaceo Phai 15 ninguno 2
Phai 50 letal 8

Efecto toxico se definid como el efecto paralizante, perdida del equilibrio o efecto aletargante que sufren los
animales después de la inyeccion de la fosfolipasa. Letal significa la muerte de los animales ensayados.
Phai significa Phaiodactylipina.
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6.1.7 Efecto inflamatorio de la Phaiodactilipina

La Phaiodactylipina ademés fue inyectada en ratones intraperitonealmente, en una dosis de 20 pg/ 20 g de
peso de raton lo cual no causéd ninglin efecto. Cuando 5 pug de enzima en un volumen minimo de PBS
fueron inyectados de forma intramuscular en la pata posterior del raton le causo inflamacion. En la otra pata
del raton se inyecto el mismo volumen de PBS. Los musculos inyectados fueron disectados y congelados a -
70°C. Se hicieron laminas de tejido de 10 micras, las cuales fueron tenidas con hematoxilina de
Harris/eusina y fueron observadas en un microscopio de campo claro. Como se puede observar no existe
dailo citolitico de las cé¢lulas (Fig. 10) como el caso de las miotoxinas reportado por Lomonte y cols. (1999),

pero si inflamacion.

A) B)

Figura 10. Efecto inflamatorio de la Phaiodactylipin sobre musculo de raton. A, Control de la
inyeccion de PBS en musculo de raton. B, Efecto de 5 ug de enzima pura después de 60 min de
tratamiento.

6.1.8 Actividad hemolitica

La Phaiodactilipina (5ug) tiene actividad hemolitica directa sobre eritrocitos humanos, la cual
ocurre en los primeros minutos (Fig. 11A). La figura 11B muestra la cinética del efecto de la
enzima a los 10 min. Los eritrocitos toman forma de esferocitos que es la formacion de
proyecciones alargadas de la membrana de dichas células cuando son sometidos a modificadores de
la membrana (Fig. 11A). Para comprobar la actividad hemolitica, la hemoglobina liberada al medio
fue medida a una absorbancia de 540 nm y seguida en diferentes intervalos de tiempo (Fig.11B) lo

que muestra la permeabilidad de la célula cuando se pone en contacto con la enzima. Para que
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suceda la hemolysis no es necesaria la adicion de lipidos para activar dicha enzima, lo que sugiere

que la Phaiodactylipina al igual que la enzima IpTxI presenta actividad hemolitica directa.
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Figura 11. Actividad hemolitica y anticoagulante de la Phaiodactylipina. A, en le panel izquierdo
se muestran los eritrocitos control y en el derecho el efecto de 5 ug de Phaiodactylipin sobre la
preparacion de eritrocitos humanos. B, Cinética de liberacion de hemoglobina, al aplicar 5 ug de
enzima, (Tridngulos) comparado con el efecto de Triton X-100 (rombos) e IpTxI (cuadros). C,
tiempo de coagulacion de plasma rico de plaquetas (PRP) y pobre de plaquetas (PPP). PPP
(circulos) y PRP (cuadrados) fueron mantenidas a 37°C en presencia de diferentes concentraciones
de Phaiodactylipina (llenos). Los ensayos control se hicieron con IpTxI (vacios). El tiempo control
de recalcificacion fue de | min y 51 segundos.



6.1.9 Efecto anticoagulante de la Phaiodactylipina

Esta enzima retarda la actividad anticoagulante en preparaciones de plasma rico de plaquetas (PRP)
y en plasma pobre de plaquetas (PPP). Los tiempos de coagulacion normales en sangre humana
oscila alrededor de 1 min y 50 seg, que fue lo corroborado con nuestro experimento. Sin embargo
cuando se adiciona Phaiodactylipina o IpTxI a las preparaciones se retarda el tiempo de coagulacion
(Fig. 11C). Se observo que la Phaiodactilipina retarda varios minutos ¢l efecto coagulante, sin

embargo la enzima IpTxI puede retardar el tiempo hasta por 30 minutos (Fig. 11C).

6.1.10 Comparacion de la secuencia de la Phaiodactylipina con otras fosfolipasas

La enzima Phaiodactylipina estructuralmente es similar a las fosfolipasas heterodiméricas IpTxI y
Fosfolipina, sin embargo guarda cierta similitud con fosfolipasas del grupo III. En la figura 12, se
muestra la comparacion de estas fosfolipasas. La Phaiodactylipina guarda el 36% de identidad con
la fosfolipasa IpTxI y el 50% con la Fosfolipina y solo del 28% de identidad con fosfolipasas del

grupo II1, indicando que estas fosfolipasas son homologas.

SUBUNIDAD GRANDE

Sitio ca”™ Sitio catalitico
10 20 30 40 50 60 70 80
Pha --FLIVSGTKWCGNNNIAANYSDLGFL-EADKCCRDHDHCDHIASG-ETKYGLENKGLFTILNCDCDEAFDHCLKEISNNVT
Pho --FLMWECTKWCGPGNNAKCESDLGPL-EADKCCRTHDHCDYIASG-ETKYGITNYAFFTKLNCKCEEAFDRCLTEAYNKEE
IpTxI ———-TMWGTKWCGSGNEATDISELGYWSNLDSCCRTHDHCDNIPSG-QTKYGLTNEGKY TMMNCKCETAFEQCLRNVTGGME
Bee ---IIYPGTLWCGHGNKSSGPNELGRFKHTDACCRTHDMCPDVMSAGESKHGLTNTASHTRLSCDCDDKFYDCLKNSADTIS
Hel GAFIPMPGTLWCGAGNAASDYSQLGTEKDTDMCCRDHDHCENWISALEYKHGMRNYYPSTISHCDCDNQFRSCLMKLKDGTA
* ok kok * * *hkok ok * * * * * * **
SUBUNIDAD PEQUENA
90 100 110 120 130 140 150 tsimilitud %identidad
1 TDIRQKGGAENVWRFYFOWYN--====== ANCYRLYCKDEK-SARDEACTN-QYAVVE--KNFTVQ---———- 100 100
2 KES-AKSSTKRLONFYFGTYS-=m-——=— PECYVVTCNSKR-SGRDAGCEN-GVATWK-~KSYKD=======— 61 50
3 Ge=mmm PAAGFVRKTYFDLYG-—=m—m==mm NGCYNVQCPSQRRLARSEECPD-GVATYTGEAGYGAWAINKLNG 50 36
4 SYFVGKMYFNLIDTKCYKLEHPVTGCGERTEGRCLHYTVDKSKPKVYQWFDLRKYXXNSRGGSXEYHFEIVY- 43 28
5 DY-VGQTYFNVLKIPCFELEE---GEGCVDWNFWLECTESKIMPVAKKLVSAAPYQAQAETQSGEG-—————— 40 28

Figura 12. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de la Phaiodactylipina con fosfolipasas del
grupo III. El alineamiento se realizd con el programa Clustal-X del paquete PHYLIP. La
determinacion de la similitud ¢ identidad se determino con el programa “Pairwaise Alignment
algorithms”de EMBOSS (www.cbi.ac.uk/emboss/aling/). El sitio catalitico y las regiones de
secuencia correspondientes a ambas subunidades estan indicadas. Los nameros indican la posicion
relativa de cada aminoacido.
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6.1.11 Analisis filogenético de la Phaiodactilipina
Con los resultados anteriores se realizo un filograma el cual se muestra en la figura 13, en el cual

ademas involucramos diversas fosfolipasas de los grupo I, IT y IIT IX y XII.

Conodipine-M IX
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Figura 13. Filograma de diferentes fosfolipasas A, alincadas con el programa Clustal X. Las
secuencias maduras de diferentes fosfolipasas de los grupo 1, II, III, IX y XII, fueron alineadas
usando Clustal-X y el filograma fue generado usando Tree-view (algoritmo neighor-joining). Las
secuencias fueron tomadas del banco de datos: Conodipine-M (A59047); Imperatoxin I (Zamudio,
F., y cols., 1997); Phospholipin (Conde, R., y cols., 1999); Drosophila melanogaster (AY219032);
Honeybee (AAL30844); Heloderma (P80003); Human (Q9NZ20); Agkistrotoxin (P14421);
Crotoxin 1 (P07517); Crotoxin 2 (P24027); Ammodytoxin B (P14424); Bothrops asper Myotoxin 1
(P20474); Trimeresurus gramineus (P70089); Agkistrodon contortrix Myotoxin I (AM)(P49121);
Bothrops asper Myotoxin 11 (BMII) (P24605); B-bungarotoxin 1 (P00617); B-bungarotoxin 2
(P00618); Pancreatic (PSHU); Laticauda semisfaciata (PSLT4E); bye 1 (OS1) (AAB33759);
Oxyuranus scutellatus 2 (0S2) (AAB33760).
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En este arbol se muestra la separacion de cada uno de los grupos, de igual forma se presenta una
lejania importante de la Fosfolipina, IpTxI y Phaiodactylipina con respecto a las secuencias de abeja
y Heloderma agrupadas en el grupo III. Pero con una similitud por arriba del 30% en cuanto a
estructura primaria. De igual forma se observa que la fosfolipasa de Drosophila melanogaster
agrupada en el grupo XII se encuentra mas relacionada con las anteriores. Como se observa en la
figura 13 los grupos I, II y III se hallan bien definidos. La Conodipina-M correspondiente al grupo

IX es la fosfolipasa A, mas divergente, por lo cual la consideramos como grupo externo.

47



6.2 Resultados no publicados

6.2.1 Pruebas de toxicidad de péptidos sintéticos

Con el antecedente de la funcion endogena de la subunidad pequeiia de la fosfolipasa B-bungarotoxina, la
cual por si misma es capaz de bloquear especificamente el canal de potasio dependiente de voltaje tipo T,
decidimos probar algiin efecto que pudiera presentar la subunidad pequeiia que conforma la fosfolipasa
Phaiodactylipina. Cuatro péptidos fueron sintetizados (18C4, 1854, 23C4 y 23S4) a partir de las dos
secuencias nucleotidicas de las subunidades pequefias encontradas. Cada péptido fue sintetizado por f-moc
como se describe en Materiales y Métodos. Los péptidos fueron probados en tres sistemas animales. Los
resultados del péptido 1854 son interesantes, ya que en mamiferos causa reaccion alérgica que se describe
como comezon generalizada, ademas fue toxico para grillos y crustaceos. De forma interesante el péptido
18C4 cuyo peso molecular y secuencia son muy similares, no causa el mismo efecto. Sin embargo éste
péptido tiene problemas al ser resuspendido en PBS. Por otro lado los péptidos 23S4 y 23C4 tienen efecto
toxico en grillos y el efecto es diferente sobre crustdceos como se observa en la tabla 5.

Tabla S. Efecto de los péptidos sintéticos 18S4, 18C4, 2354 y 23C4, en mamiferos (ratones),

insectos (grillos) y crustaceos (cochinillas). Los animales control fueron inyectados con PBS, los
cuales no presentaron ningun sintoma.

COMPONENTE |INYECCION | MODELO DOSIS EFECTO LETALIDAD
(mg/Kg)

1854 1P Raton 5 Ninguno NA

18584 SC Ratbn 5 Comezon generalizada NA

1854 Postabdominal Grillo 10 Ninguno NA

1854 Postabdominal Grillo 25 Pérdida de movimiento NA

1854 Abdominal Cochinilla 25 Pérdida de movimiento 4/4

18C4 P Ratdon 5 Ninguno NA

18C4 SC Ratdn 5 Ninguno NA

18C4 Postabdominal Grillo 10 Ninguno NA

18C4 Postabdominal Grillo 25 Ninguno NA

18C4 Abdominal Cochinilla 25 Ninguno NA

2354 1P Raton 5 Ninguno NA

2354 SC Raton 5 Comezoén genralizada NA

2354 Postabdominal Grillo 10 Poco tbxico 0/2

23584 Postabdominal Grillo 25 Parilisis 0/2

2354 Abdominal Cochinilla 25 NinEuno NA

23C4 P Ratén 5 Ninguno NA

23C4 SC Raton 5 Comezbn NA

23C4 Postabdominal Grillo 10 Poco toxico 0/2

23C4 Postabdominal Grillo 25 Pérdida de movimiento 2/2alas6h
23C4 Postabdominal Grillo 50 Pérdida de movimiento 2/2alas3 h
23C4 Abdominal Cochinilla 25 Parilisis 4/4 alas2 h

IP, intraperitoneal, SC, subcutanea, NA, no aplica.
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6.2.2 Clonacion y secuenciacion de isoformas de la Phaiodactylipina a partir de cDNA

Amplificamos y clonamos 5 isoformas de la fosfolipasa Phaiodactylipina, las cuales se muestran en
la figura 14. Para dicha amplificacion se usaron oligos especificos de la posicion =16 ¢ N-terminal
y del C-terminal. Se observa que la region 5" previa a la region amino de las proteinas se halla
altamente conservada. Las secuencias correspondientes a las proteinas maduras presentan una
similitud de alrededor del 90%. Las variaciones en las isoformas se presentan fuera del sitio de

union a calcio y del sitio catalitico.

Phai MDALERSCSQPFEEERFLIVSGTKWCGNNNIAANYSDLGFLEADKCCRDHDHCDHIASGETKYGLENKGLFTILNCDCDEAFDHCLKEISNNV
e B B e ke FLIVPDTKWCGNNNIAANYSDLGPLEADKCCRDHDHCDHIASGETKYGLENKGLFTILNCDCDEAFDHCINEISNNE
2172 MDALERSCSQSFEEERFLIVPDTKWCGNNNIAANYSDLGFLEADKCCRDHDHCDHIASGETKYGLENKGLFTILNCDCDEAFDHCLEEISNNF
2178 MDALERSCSQPFEEERFLIVPGTEKWCGNNNIAANYSDLGPLEADKCCRDHDHCDHIASGETKYGLENKGLFTILNCDCDEAFDHCLNEISNNF
2328 MDALERSCSQPFEEERFLIVPGTKWCGNNNIAANYSDLGPLEADKCCRCHDHCDHIASGETKYGLENKGLFTILNCDCDEAFDHCLNEISNNE
L It e VPGTKWCGNNNIAANYSDLGPLEADKCCRDHDHCDHIASGETKYGLENKGLFTILNCDCDEAFDHCINEISNNF

Phai TTDIRQKGGAENVWRFYFQWYNANCYRLYCKDEKSARDEACTNQYAVVEKKNFTVQ
2311 TMDIRDKGGAENVWSYYFQWYNANCYRLYCKDEKSARDEACTNQYAVVKENFTVQ
2172 TMDIRQKGGAENVWSFYFQOWYNANCYRLYCKDEKSARDEACTNQYAVVEKNFTVQ
2178 TMDIRQKGGAENVWSYYFQWYNANCYRLYCKDEKSARDETCTNQYAVVKKNFTVQ
2328 TMDIRQKGGRENVWSYYFQWYNANCYRLYCKDEKSARDEACTNQYAVVKENFTVQ
59 TMDIRQKGGRENVW-—-——==—===== QLLLPTESPARDEACTNQYAVVEK====~

Figura 14. Alineamiento de las secuencias traducidas a partir de secuencias nucleotidicas que
codifican para isoformas de la Phaiodactylipina (Phai). En negritas se muestran los aminoacidos
diferentes. La clona de la Phaiodactylipina sirvi para alinear las isoformas.

6.2.3 Clonacion del gene codificante para la enzima Phaiodactylipina e isoformas a partir de
DNA gendémico

El DNA genomico fue purificado utilizando el estuche de Quiagen (USA). Las secuencias
nucleotidicas obtenidas se muestran en la figura 15, las cuales se alinean superpuestas con las
secuencias de aminoacidos correspondientes. En esta figura se presentan los datos correspondientes
a los tamanos de los intrones, las secuencias donadoras y aceptoras que conservan la regla GT/AG,
asi como los aminoacidos interrumpidos. La secuencia genémica de la isoforma 2328 de la
fosfolipasa Phaiodactylipina, que presenta el 97% de identidad se muestra en la figura 15A. La
secuencia de la Phaiodactylipina muestra el mismo arreglo de intrones y exones asi como los
mismos tamanos, sin embargo no se muestra pues falta determinar la region del péptido senal

putativo. Debido a que no se conocia ninguna secuencia genomica de fosfolipasas del grupo III,

amplificamos el gene codificante para la fosfolipasa de abeja que se muestra en la figura 15B.
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Figura 15. Alineamiento de secuencias nucleotidicas de genes correspondientes a fosfolipasas del
grupo III. Las secuencias nucleotidicas obtenidas se alinearon con los aminoacidos deducidos que
se presentan por debajo de los exones. El codon de stop es marcado por asteriscos. Las secuencias
exon/intron (GT/AG) se muestran en negritas. A) corresponde al gene obtenido a partir del DNA
genomico de A. phaiodactylus B) corresponde al gene obtenido con oligos especificos de la
fosfolipasa A purificada de abeja (AAL30844).
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En la figura 16 se muestra de forma esquematica la estructuracion de los genes de las regiones
codificantes de fosfolipasas A, de diferentes fuentes, pertenecientes a los grupos I, II, III y XII. De
forma interesante el arreglo de exones ¢ intrones se conserva en fosfolipasas A, del grupo III
provenientes de abeja y alacran.

El Gltimo exon de la fosfolipasa Phaiodactylipina y de la isoforma 2328 codifica para la subunidad
pequena después de que el gene es interrumpido por un intrén de 200 pb. El intron ntimero 2 de la
fosfolipasa de abeja es considerablemente mas grande que el de la Phaiodactylipina. Comparando
la estructura del gene de la Phaiodactylipina, con fosfolipasas de los grupos I, II, y XII podemos
destacar que presenta un introén extra en la region carboxilo terminal, la cual se sabe que es una
zona de alta variabilidad y de la cual depende la amplia gama de efectos farmacologicos de las
fosfolipasas (Kini y cols., 1987, y Singh, y cols., 1998). Sin embargo el gene humano (hGIII) tiene
una estructura genomica totalmente diferente.

Se conoce que la remocién de intrones de proteinas codificantes es un evento menos frecuente que
las mutaciones puntuales (Brown y cols., 1995), indicando que los genes que provienen de
ancestros similares, conservan su patron estructural. Esto sugiere que la fosfolipasa de alacran es
homéloga a la fosfolipasa de abeja en cuanto a la disposicion de intrones y exones proponiéndose
que estas comparten un ancestro comun cercano. Sin embargo estas fosfolipasas se encuentran
estructuradas de forma diferente a la fosfolipasa de Drosophila melanogaster. Debido a que los tres
organismos pertenecen al phyla artropoda, se podria suponer que los genes codificantes para
fosfolipasas A, de estos tres organismos tuvieran una disposicion exon/intrén similar, sin embargo
la fosfolipasa de Drosophila melanogaster difiere notablemente ya que solo presenta un intrén. Lo
que se debe de enfatizar es que la falta de homologia en cuanto a organizacion génica no es
evidencia para decir que las tres proteinas carecen de homologia ya que las secuencias primarias y

su funcion son similares.
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Grupo |
Naja naja sputatrix (Familia Elapidae, subfamilia Bungarinae)

-16 42 973 42 48 508 80 127
Grupo II

Crotalus scutulatus Mojave toxina b (Familia Viperidae, Subfamilia Crotaline)

=13 42 662 42 76 259 76 122

Grupo II1

Apis mellifera

-34 5 82 5 58 494 58 108 115 108 132

I I

Anuroctonus phaiodactylus (Familia Iuridae)
-16 6 271 6 57 166 57 114 200 114 133

%

hGIII (Fosfolipasa humana)

-19 P M 23 4 5 6 7 133,893pb
I I1 i 155 P . IV I Vv I VI
Grupo XII

Drosophila melanogaster
1 75 &7 85 168

Figura 16. Representacion esquematica de las estructuras de fosfolipasas A, de los grupos I, 11, III
y XII. Los intrones se muestran como lineas negras y los exones como cuadros negros, la longitud
de los intrones se indica en pares de bases, los nimeros de los exones indican la posicion de los
aminoacidos intervenidos. Los cuadros blancos representan la region 5° anterior al amino terminal
de las fosfolipasas mostradas. En color gris tenue se muestra los exones que conforman la
subunidad grande y en rayas se muestra el exon que codifica para la subunidad pequena de la
Phaiodactylipina.
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6.2.4 Busqueda de receptores

Los péptidos marcados y la fosfolipasa marcada fueron probadas con éxito en membranas de acocil
siguiendo un protocolo de union tipo Bosan (Bosch, D., 1994). Los resultados mds interesantes
fueron obtenidos con los tejidos 3 y 4, que corresponden al nervio de los ojos y el musculo del
cuerpo de los acociles. Como se observa en la figura 17 encontramos diversas marcas de entre 200

KDa hasta 40 KDa. El control fue colocado en exceso para comprobar que no hubiese biotinilacién

endogena.
Péptido 23C4 18S4 2384  FLA, c -
Biotina + + + + + + + + + ++++++++ - - - 4+
1234 1234-M 123412 34-1234-M
116
—»
i < * 97
66
45
=P - 14
6
—>

Figura 17. Transferencia tipo Bosan en membranas de acocil con péptidos sintéticos 1854, 2354 y
23C4 marcados con biotina. 10 nmoles de cada péptido fue aplicado en cada experimento. El
namero de tejido corresponde a: 1, musculo de la cabeza; 2, intestino; 3, nervio de ojos; 4, misculo
de cuerpo. Los signos positivos indican biotinilacion, en la parte superior se muestra el péptido
probado y como control negativo (c-) se se aplicaron 4 veces mas de tejido que el aplicado con los
péptidos. La flechas indican las bandas que dieron sefial de biotinilacion.
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Ademas de los experimentos tipo Bosan realizamos un experimento tipo “Ligand-blot”, sin
embargo encontramos que al separar las proteinas de membranas de acocil en un gel en
condiciones desnaturalizantes y al ser transferidos a una membranas de nitrocelulosa, los péptidos
marcados no son capaces de reconocer ninguna proteina.

Este resultado indicé que los péptidos estaban reconociendo un epitope estructural. Entonces
seguimos con ensayos de competencia utilizando los péptidos sintéticos marcados mezclados con
péptido sintético no marcado a la misma concentracion, los cuales fueron mezclados con los
diferentes tejidos por una hora en solucioén de union. Posteriormente se realizaron los lavados de los
productos del reconocimiento por centrifugacion y se aplicaron en un gel de agarosa al 9% en
condiciones desnaturalizantes. Aplicamos como controles positivos los péptidos marcados con
biotina y como se puede apreciar existe una disminucion importante de la marca de biotina cuando
se adiciona péptido no marcado (Fig. 18). Como se observa el componente 18S4 y 23S4 presentan
una competencia por el péptido no marcado importante, principalmente se observa la disminucion
de marca de biotina en una proteina de alrededor de 200 KDa en los tejidos 2, 3 y 4.

Los resultados obtenidos nos llevan proponer que realmente existe un sitio de pegado. Sin embargo
para finalizar este experimento habra que realizar mas ensayos de competencia para determinar la
constante de disociacion de los péptidos sintéticos, asi como purificar la proteina que esta siendo

reconocida.
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A 1854 18c4 B 18c4 23c4

Biotina Biotina Biotina Biotina Biotina
pep fjno‘ o 2 S Biotina Pep. frio Biotina pep frio

TEJIDO1 2 3 4 1

HTEJIDO 412 34 1234 12 MPM

G
23c4 2354 , , .
Biotina - Bictina
pep. frio Biotina pep. fno

TEJIDO 3 4 1 23 4 1 2 3 4 MPM
e ;

Figura 18. Transferencia tipo Bosan de péptidos sintéticos 18S4, 18C4, 2354 y 23C4 marcado con
biotina y en competencia con péptido sintético sin marca. 10 nmoles de cada péptido fue aplicado
en cada experimento, la competencia de péptido marcado y no marcado se realizé en
concentraciones 1:2. El nimero de tejido corresponde a: 1, musculo de la cabeza 2, intestino 3,
nervio de ojos, 4, musculo de cuerpo. A, B y C) Peliculas de revelado de la union del péptido
marcado en la parte superior de las figuras. Los controles positivos se marcan con el nombre
biotina y el ensayo de competencia con biotina, pep. frio. Cada ensayo se realizé con cada uno de
los tejidos descritos. Las flechas marcan las bandas que desaparecen cuando se hacen los ensayos
de competencia. Los péptidos que mostraron competencia fueron: 1854 y 23S4.

6.2.5 Expresion de la fosfolipasa Phaiodactylipina fusionada a la proteina Trp-LE en E. coli
recombinante

El gene codificante para la Phaiodactylipina fue clonado en el vector pPI-3 (Fig. 19A) y se
transformaron bacterias E. coli W311. Estas clonas fueron crecidas en matraces de los cuales se
obtuvo una densidad optica promedio de (0.2) dilucién 1:100 medida a 620 nm que equivale a 3

g/L. La concentracion promedio de proteina fusionada y la del lavado fue de 300 mg/L. El
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precipitado fue resuspendido y separado en un gel de agarosa al 15% que es el que se muestra en la
figura 19B. Como se observa la proteina de fusion se halla enriquecida. La separacion fue
transferida a una membrana de PVDF y la banda correspondiente a la proteina de fusion fue
cortada y mandada a secuenciar. Hasta ahora comprobamos la existencia de la proteina de fusion
por secuenciacion directa la cual corresponde a la secuencia de la proteina Trp-LE. Sin embargo
cuando la membrana se sometid a protedlisis con Bromuro de ciandégeno la proteina
correspondiente a la Phaiodactylipina no pudo ser separada con éxito. Lo que sugiere realizar otra
construccioén en otro vector para que la proteina sea expresada sola o en un sistema en el que la

separacion de la proteina de fusion a la cual se encuentre la fosfolipasa sea eficiente.

A B)
) 1 M 2 3 4 5
G 216000 d
132000 o
78000 L ¥ !
rony pPI-3 | & 45700 L
il 3995 bos .I _ . ,,,,,, .
\\ S
\\\ .'/ N 4
e e 18400

Figura 19. Expresién de la fosfolipasa Phaiodactylipina fusionada a la proteina Trp-LE. A, Mapa
del vector utilizado para insertar el gene codificante para la Phaiodactylipina. B, Anadlisis de la
separacion de proteina producida en E. coli W3110. 1, Extracto de las células transformadas con la
construccion, 2, 3 y 4, fraccion enriquecida de cuerpos de inclusion después de haber sido
sonicados y centrifugados, la proteina de fusion Trp-LE y FLA se hallan marcadas con una linea
entre dos puntos. 5, extracto de fraccion enriquecida solo con proteina de fusion Trp-LE (marcada
con una flecha negra), M marcador de peso molecular (calidoscopio- Bio-Rad).

Por otro lado para comprobar que la Phaiodactylipina estaba siendo expresada, se produjeron
anticuerpos murinos anti-subunidad pequefia, usando una nueva estrategia descrita en materiales y
métodos. El reconocimiento de los anticuerpos fue probado con la subunidad pequefia mediante

ensayos de ELISA los cuales fueron positivos, posteriormente se hizo realiz6é una transferencia a

una membrana de PVDF de la fraccion I del veneno del alacran Anuroctonus phaiodactylus, en la
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cual se halla la Phaiodactylipin y otras fosfolipasas, y se puso en contacto con los anticuerpos, en
dicho experimento obtuvimos resultados positivos. Sin embargo, cuando el anticuerpo fue probado
con la de proteina de fusioén transferida, en PVDF no encontramos seiial. Lo que nos lleva a
proponer que la proteina de fusion y la subunidad grande de la enzima que son de tamafio
considerable (30 KDa y 12 KDa respectivamente) pueden estar interfiriendo con el reconocimiento

del anticuerpo por la subunidad pequenia que es de tan solo 18 aminoacidos.
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7 CONCLUSIONES

De manera general podemos concluir que los resultados del presente trabajo enriquecen el
conocimiento acerca de las fosfolipasas del grupo III, las cuales han sido las menos estudiadas
comparando con fosfolipasas de los grupos I y II provenientes del veneno de serpientes y
enddgenas de mamifero. Particularmente describimos el aislamiento y caracterizacion de una nueva
fosfolipasa A; a la cual denominamos Phaiodactylipina.

La Phaiodactylipina es una enzima heterodimérica cuyo peso molecular es de 19,172 a.m.u., la cual
esta conformada por una subunidad de 108 aminoécidos y otra de 18 aminoéacidos unidas por un
puente disulfuro. La Phaiodactilipina durante su maduracion sufre dos eventos de modificacion
postraduccional, un corte interno de un hexapéptido el cual separa las dos subunidades y un evento
de glicosilacion. La molécula presenta 3 sitios putativos de glicosilacion y uno de ellos fue
determinado en el presente trabajo por analisis de espectrometria de masas, concluyendo que se
conforma por dos N-acetil-hexosas, tres hexosas y dos deoxihexosas. Este hallazgo fue importante
ya que la fosfolipasa de abeja era la inica fosfolipasa del grupo III conocida, que presentaba este
tipo de modificacion.

La Phaiodactylipina es letal para insectos y crustaceos, a concentraciones mayores de 20 ug/20 g
de ratén no es toxico para mamifero. Sin embargo, en musculo de ratéon causa edema pero no
citolisis como es reportado para otras fosfolipasas miotéxicas. Ademds presenta actividad
hemolitica directa sobre eritrocitos humanos y retarda el tiempo de coagulacién por minutos
cuando es adicionada a preparaciones de plasma rico de plaquetas y pobre de plaquetas separadas

de suero humano.

La Phaiodactilipina tiene una actividad enzimatica de 172 U/mg, su actividad catalitica depende de
Ca®" a concentracién mM, su pH Optimo es de 8.0, a temperatura ambiente la actividad se reduce

hasta un 75%, asi como cuando se aplica 1% Triton X-100 al medio. Ademas presenta preferencia
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lipidica cuando la posicion sn-2 de los fosfolipidos ensayados se halla ocupada por acido
araquidonico y cuando la posicion 3 se halla ocupada por FC o FE y menor proporcion FS.

La Phaiodactilipina guarda 50% y 61% de similitud con la FLA, Imperatoxina I y Fosfolipina
respectivamente, ambas caracterizadas del veneno del alacran Pandinus imperator. Sin embargo
con la fosfolipasa de abeja y Heloderma solo guarda el 43% y 40% respectivamente.

Ademas de la fosfolipasa Phaiodactylipina existen otros cuatro componentes que presentan
actividad fosfolipasica A,. Ademas cinco isoformas de la fosfolipasa Phaiodactylipina fueron
encontradas a partir de cDNA.

El arreglo estructural de los genes encontrados es diferente a la disposicion de exones/intrones que
se conocen de fosfolipasas A, de los grupos I, II y XII. La estructura genomica de la
Phaiodactylipina que corresponde a la secuencia codificante se halla interrumpida por tres exones
al igual que la fosfolipasa de abeja, lo que indica que estas enzimas tuvieron un ancestro comun
muy similar. De forma interesante el gene de la fosfolipasa de Drosophila no presenta esta
organizacion exon/intron, a diferencia de las fosfolipasas aisladas de venenos de serpientes, las
cuales se hallan intervenidas por dos exones. Es importante resaltar que la subunidad pequena se
halla bien definida en el Gltimo exo6n del gene, la cual se encuentra separada de la subunidad grande
por el tercer intrén.

Durante la realizacion de este trabajo y datos no publicados de otros investigadores dedicados al
campo de las fosfolipasas A, provenientes de venenos de alacranes, sabemos que este tipo de
moléculas se encuentran en alacranes que no son toxicos a mamiferos como es el caso de los
alacranes Anuroctonus phaiodactylus, Pandinus imperator, Vejovis mexicanus mexicanus y
Hadrurus aztecus.

La distribucién del alacran Pandinus imperator de Africa y de la especie Anuroctonus
phaiodactylus de Baja California es muy distante, sin embargo conservan en su veneno fosfolipasas

A; lo que indica que esta molécula es importante en la composiciéon de venenos de la familia
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filogenéticamente mas reciente (Diplocentroide). Es interesante notar que los venenos de los
alacranes Pandinus imperator y Anuroctonus phaiodactylus tienen varias de estas moléculas. La
Phaiodactylipina es toxica para insectos y crustiaceos por lo que todos estos datos indican que esta
molécula es necesaria para asegurara la sobrevivencia de estos artropodos.

En el trabajo descrito en ésta tesis se presentan un gran numero de datos relevantes acerca de la
bioquimica, gendmica del veneno de alacranes procedentes de Baja California Norte y California.
Se caracterizo la enzima Phaiodactylipina, se estudié una toxina que afecta el canal de sodio
para/tipE de insecto, que presenta una estructura diferente a las toxinas que reconocen a canales de
sodio conocidas de venenos de alacranes pertenecientes a la familia Buthidae, purificada a partir
del veneno del alacran Anuroctonus phaiodactylus. Por otro lado se caracterizaron distintos genes
que codifican para toxinas especificas para canales de sodio y de potasio tipo ERG del veneno de
alacranes Centruroides exilicauda Wood y Centruroides sculpturatus Ewing, asi como la evolucién

de las dos ultimas especies mencionadas.
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8 PERSPECTIVAS

De acuerdo a los resultados obtenidos hasta ahora, el punto mas importante por determinar es que
proteina o proteinas estidn interactuando con la fosfolipasa Phaiodactylipina y con la subunidad
pequeiia, y si esta subunidad esta participando como guia de la subunidad grande sobre membranas
de insecto y crustaceo. Esto se puede determinar continuando con los experimentos ya descritos en
la seccion 6.2.4. Hasta ahora sabemos que tanto la Phaiodactylipina como el péptido 1854 son
toxicos para insectos y crustaceos, sin embargo queda una pregunta interesante por resolver que es
(En que la forma la Phaiodactylipina y los péptidos sintéticos estan actuando sobre dicho sistema?.
Por otro lado el efecto sobre muasculo de ratén en el cual causa inflamacion es interesante como
modelo de estudio, ya que seria importante saber si a este nivel también existe un receptor unido a
una serie de sefiales que desencadenan la inflamacién, sistema que ya ha sido descrito para
fosfolipasas del grupo II, las cuales actiian sobre el receptor tipo M que se encuentra en musculo.

El péptido sintético 18S4 nos puede ayudar también en el estudio del modelo en el que la
fosfolipasa pudiera actuar desencadenando una reaccion alérgica ya que al ser inyectada causa
inflamacion, el piquete del alacran causa dolor y el péptido sintético 18S4 produce escozor en
ratones y en piel humana. Con dicha informacion se propone hacer estudios de degranulacion
aplicando el veneno, la fosfolipasa y los péptidos sintéticos sobre células cebadas y midiendo la
liberacion de histamina.

La expresion de la fosfolipasa Phaiodactylipina ayudaria para determinar la estructura terciaria, lo
cual seria una contribucion importante en cuanto a la molécula misma asi como para conocer si la
subunidad pequefia que acompana a la subunidad grande esta realmente expuesta, como en el caso
de la fosfolipasas f-bungarotoxina para que funcione como ancla.

Los estudios propuestos son relevantes para el estudio de nuevos mecanismos en los que pueden

participar las moléculas contenidas en los venenos de alacranes.
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Phaiodactylipin was purified from the venom of the scorpion
Anuroctonus phaiodactylus. 1t is the first protein to be puri-
fied from a scorpion of the family luridae and has a
molecular mass of 19 172 atomic mass units. The mature
protein is composed of two subunits, the large one consisting

phospholipase A» type of activity. It is lethal to arthropods
(insects and isopods), but not toxic to mammals, using doses
up to 20 pg per 20 g mouse body weight. For crickets, a dose
of 5 pg per animal is lethal; however, when injected into mice
it is capable of causing only muscular inflammation, without

of 108 amino acid residues, whereas the small subunit has llBrupture of the basal membrane of cells. It has a direct

only I8 residues, and the structure is stabilized by five
disulfide bridges. The heterodimer is expressed from a single
message containing 769 base pairs and a signal peptide with
16 and/or 26 amino acid residues. During maturation an

lJinternal hexapeptide is excised. There are three putative sites

of N-glycosylation, one of which is situated in the small
subunit region. The carbohydrate composition of this site
was determined by mass spectrometry analysis and was
found to contain three hexoses, two N-acetyl-hexoses and

BBltwo deoxyhexoses. The protein has a calcium dependent

hemolytic effect in human erythrocytes and retards the
coagulation time of blood. It is an unusual phospho-
lipase A,, with only 36% and 50% amino acid sequence
identities to the closest known phospholipases, impera-
toxin I and phospholipin, respectively. Identities with bee
and Heloderma venom phospholipase are only in the order
of 28%.

Keywords: Anuroctonus phaiodactylus; carbohydrate; insect-
toxin; phospholipase A»; scorpion.

Scorpions, bees, snails, sea anemone and snakes have a
complex mixture of deadly toxins that act on multiple sites
of preys and/or predators. The venom of scorpions contains
a large number of different bioactive components designed
to ensure their survival, either helping to capture preys or
defend themselves from predators. Among these com-
pounds are toxic proteins (peptides and enzymes), carbo-
hydrates, free amines, nucleotides, lipids and many other
low molecular mass components of unknown function [1.2].
Some species have a rich content of phospholipases (PLAs)
in their venoms. Phospholipase A, (phosphatide 2-acyl-
hydrolase, EC 3.1.1.4) catalyzes the hydrolysis of the sn-2
acyl ester bond of phospholipids, resulting in the formation

groups according to the alignments of their primary
structures and the pattern of their disulfide bonds [4].
Although they share common catalytic properties and a
high degree of similarities in the primary, secondary and
tertiary structures, these enzymes manifest a wide variety of
different pharmacological and biological activities. The
most common are: inflammatory action, myonecrotic,
blood platelet aggregation, hemolysis, neurotoxicity, cardio-
toxicity and ion channel blocking activities [3]. PLA»s from
snake venom and mammals have been classified into groups
I and Il, and they all have common catalytic mechanisms
and similar three-dimensional structures [4]. There are also
two other distinct groups of secretory phospholipases,

of lysophospholipids and free fatty acids. Phospho- lElclassified into groups Il and IX; these are found in

lipase A,s (PLA,s) are ubiquitous in nature and especially
abundant in snake venom, mammalian pancreatic juice and
some other sources [3]. PLA,s are classified into several
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PRP. platelet rich plasma; PPP, platelet poor plasma.

Enzyme: phospholipase A or phosphatide 2-acylhydrolase

(EC 3.1.1.4).
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venomous animals, such as bees, scorpions, marine snails
and jellyfishes. Some of these have been cloned and their
three-dimensional structure has been solved, showing
differences with those from group I and I1, but conserving
the Ca’" binding sites and the same type of catalytic
activity. PLAs from group Il were isolated mainly from
invertebrates, but recently were also found in mammals.
They show significant similarity with the honeybee PLA,
and with the scorpion imperatoxin I [6]. The human group
[T phospholipase is expressed in different tissues (kidney,
heart, liver and skeletal muscle), however, its biological
function is not clearly known [6]. For this purpose, the study
of other similar phospholipases is necessary to understand
the entire picture of the function of PLA;s in vivo.

The aim of this communication is to report the isolation
and characterization of a new glycosylated heterodimeric
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phospholipase A,, denominated phaiodactylipin, which
was obtained from the venom of the scorpion Anuroctonus
phaiodactylus, of Baja California, Mexico. Based on its
structure and function, it is a special type of phospholipase.
Several biochemical parameters, such as the lipidic prefer-
ence of this enzyme are included. The carbohydrate
composition of the small subunit was solved. Additional
considerations of this communication include a phylo-
genetic comparison of this enzyme with phospholipase A,
from various other sources.

Materials and methods

Venom collection and enzyme purification

The animals were collected on the hills of Maneadero, Baja
California. Mexico. They were kept alive in the laboratory
for more than one year and their venom was obtained
monthly by mild electrical stimulation of the telsons. The
venom was solubilized in distilled water, centrifuged at
15000 g for 15 min and the supernatant was lyophilized
and kept at =20 °C. When needed, samples of the dried
material were dissolved in 20 mm ammonium acetate
buffer, pH 4.7 and separated by gel filtration into a
Sephadex G-50 column (0.9 x 190 ¢cm). The first fraction
from this column containing phospholipase activity was
further separated by HPLC using a semipreparative CI8
reverse-phase column (Vydac, Hisperia, CA, USA). A
Waters 600E HPLC apparatus, equipped with a Photodiode
Array Detector 996 from Millipore (Milford, MA, USA)
was used for separation. A linear gradient of solution A
[0.12% (v/v) trifluoroacetic acid in water] to 60% solution B
[0.10% (v/v) trifluoroacetic acid in acetonitrile]. run for
60 min was able to resolve several subfractions. A pure
protein eluting at 29.74 min of the chromatogram was
finally obtained, by means of an analytical CI8 reverse-
phase column, and eluted with a linear gradient from 15%
to 40% (v/v) solution B during 60 min. This protein was
homogeneous. as described below, and was called phaio-
dactylipin.

Phospholipase assays and determination of A,-type
activity

During the purification steps the phospholipase enzymatic
activity was followed using the egg yolk-agarose system
[7]. The specificity of the enzyme activity, shown to be
As-type, was determined with radioactively labeled sub-
strates, according to the technique described by Opperdoes
& Van Roy [8]. Labeled 1-1,2-dipalmitoyl{"*CJ-
sn-2-palmitoyl phosphatidylcholine (27 nM concentration

© FEBS 2004

Specific activity and substrate preference
of Phaiodactylipin

One unit of enzymatic activity was defined as the amount of
enzyme capable of hydrolyzing one micromole of phos-
pholipids per minute at 37 °C (using egg yolk as substrate,
diluted 1 : 20 in saline solution). The amount of fatty acids
liberated was measured as equivalents of NaOH needed to
maintain the pH around 7.5. The neutralization was
obtained by the addition of increasing amounts of a
10 mm NaOH solution, according to the titration method
of Shiloah er al. [9].

The specific activity was expressed as units of phospho-
lipase activity per milligram of protein. The substrate
preference of phaiodactylipin was measured as described
by Lobo de Aranjo & Radviany [10]. The solution was
prepared by stirring different substrates at final concentra-
tion of 3.5 mm in 7 mm Triton X-100, 100 mm NaCl and
10 mm CaCl, using phenol red as marker. The pure
substrates used were: 1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine, 1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine, 1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glyc-
ero-3-[phospho-L-serine], 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phospho-
choline, 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine,
1,2-distearoyl-sn-glycero-3-[phospho-L-serine], 1,2-diphyta-
noyl-sn-glycero-3-phosphocholine, 1,2-diphytanoyl-sn-glyc-
ero-3-phosphoethanolamine,  1.2-diphytanoyl-sn-glycero-
3-[phospho-L-serine]. The substrates were from Avanti
Polar-Lipids Inc (Alabaster, AL, USA). All these solutions
(1 mL) were incubated at room temperature (25 °C) and
under nitrogen flow. The reaction was monitored after the
addition of enzyme (2 pg), keeping the pH around 7.5, by
titration with 10 mm NaOH.

Determination of the optimum pH activity and Ca®*
dependence of phaiodactylipin

Three different buffer solutions were prepared: 100 mm
sodium acetate, pH 5.0, 100 mm Tris/HClL, pH 8.0 and
100 mm glycine/HCL, pH 10.0. The activity was measured
at 37 °C in 10 mm CaCl,, 7 mm Triton X-100, in a total
volume of 250 pL, containing 3.5 mm of 1-stearoyl-2-
arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, as substrate.
Neutralization was performed with the addition of
50 mm NaOH. For the determination of the calcium
dependent activity of the enzyme, different amounts (from
0.1 to 10 mm) of CaCl, were used in the same experimental
conditions as described earlier by Shiloah et al. [9].

Lethality tests

in a final volume of 20 puL) was incubated with approxi- [llPhaiodactylipin, injected intraperitoneally into mice (CDI

mately 1 pg pure enzyme in the presence of 10 mm Tris/

strain) at doses up to 20 pg per 20 g mouse body weight,

HCI buffer, pH 8.0, and 0.04% (v/v) Triton X-100, at[l8did not produce any symptoms of intoxication. However,

37 °C. Aliquots were removed at different time intervals
and the reaction was stopped by addition of 25 pL 5%
(v/v) trifluoroacetic acid in n-butanol, linoleic free fatty
acid (1 mgmL™) and lysophospholipids (I mgmL™).
The reaction products were separated by TLC and
revealed with iodine. The positive spots were scraped
out, recovered and the corresponding radioactivity meas-
ured in a Beckman LS 7800 counter.

insects and crustaceans injected with the enzyme showed
various symptoms of intoxication, such as: salivation and/or
regurgitation, partial paralysis of rear limbs, complete
paralysis, upside down position in the case of crustaceans
and death. The crickets used were Achaeta spp. and the
crustaceans were Armadillidium vulgare (a very common
isopod found in gardens around Cuernavaca City), also
known by the trivial name of ‘cochinilla’ in Spanish or
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‘cochineal” in English. For the minimal lethal dose deter-
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produced were analyzed manually and automatically

mination, crickets were injected with increasing amounts of llliby seouesT software. The acquisition and deconvolution

toxin into the intersection of the body segments (second to

M he end) and the posterior leg, starting with 2 pg per insect.

When crickets (body weight of 120 mg) were injected with
5 pg phaiodactylipin, all died (four out of four). The
crustaceans used are smaller animals (weight 50 mg each)
and were injected into the body (last couple of interdigits)
with the fine needle of a Hamilton syringe. The lethal dose
was reached when injecting 3 pg per animal (eight died
out of eight injected). Control animals were injected with
3 uL of phosphate saline buffer, pH 7.4, showing no
symptoms of intoxication.

Microsequencing

The primary structure was obtained by means of Edman

of data were performed with the xCALIBUR software on a
Windows NT PC data system. For the MALDI-TOF MS
analysis a Voyager-DE PRO MALDI-TOF Workstation
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) was used, in
the positive linear mode. The sample was spotted in
triplicate onto the target at variable concentrations followed
by addition of two different matrices: 3.5-dimethoxy-4-
hydroxycinnamic acid (sinapinic acid) and 2,5-dihydroxy-
benzoic acid. A nitrogen laser, at 337 nm, was used to
desorb the samples with an intensity of 30% to 60%
(arbitrary units). The data were analyzed with DATA
EXPLORER® MS Processing Software,

Direct hemolysis determination

degradation and mass spectrometry analysis. An automated [JllHuman erythrocytes were separated from freshly collected

apparatus, the Beckman LF 3000 Protein Sequencer (Palo
Alto, CA, USA) was used for the Edman degradation, after
adsorption of the sample into CD-Inmmobilon membranes,
as described by the manufacturer. Enzymatic cleavage
of phaiodactylipin was performed with four different
endopeptidases: lysine-C (Lys-C), V8 from Staphyloccocus
aureus (Glu-C), Arginine-C (Arg-C), all from Boehringer
(Mannheim, Germany) and trypsin (Promega, WI, USA),
according to the protocols described by the manufacturers.
After overnight incubation the reaction products were
reduced with dithiothreitol for 30 min at 56 °C and
separated by HPLC. Individual fragments were used either
for direct sequencing or for mass fragmentation, as
described below.

Mass spectrometry determination

The molecular mass of pure phaiodactylipin, its isolated
subunits and carbohydrate moieties were determined by
mass spectrometry analysis, using either an ESI MS or a
MALDI-TOF MS apparatus.

For the ESI MS analysis. the samples were separated by
gel electrophoresis, the corresponding bands were cut and
digested in gel with trypsin (Promega, Madison, WI, USA)
using the technique described by Shevchenko er al. [11]. The
products were reconstituted to a final concentration of
~ 500 pmol per 5 pL of water with 1% (v/v) acetic acid
and applied directly into a liquid chromatographic system
coupled with a Finnigan LCQPY? ion trap mass spectro-
meter (San Jose, CA, USA). For separation of the tryptic
peptides a CI18 reverse-phase (5 um) capillary column

human blood, washed and suspended in cold isotonic saline
buffer containing 10 mm Tris/HCIl, pH 7.4 [12]. The
percentage of hemolysis was determined by measuring at
540 nm the amount of hemoglobin liberated from the
erythrocyte suspension in the presence of various concen-
tration of phaiodactylipin.

Plasma preparations and recalcification time

Human blood samples were drawn using 0.13 M Na/citrate
as anticoagulant and centrifuged to obtain platelet rich
(PRP) and poor (PPP) plasma, as described by Condrea
et al. [13]. The aliquots of PPP were brought to 37 °C, and
0.1 mL of either 10 mm Tris/HCI buffer pH 7.4 (control
sample) or 0.1 mL of the same buffer containing pure
enzyme, were added and incubated for 60 s. The enzyme
concentration for each condition was variable, starting
at 2 pg per 0.55 mL. The plasmas were recalcified using
0.05 mL of CaCl, (0.25 m), kept at 37 °C and assayed for
clotting by gentle tilting, every 15 s. Control samples clotted

BBt | min and 51s. Experiments were carried out in

duplicate, with independent blood donors.

Edema analysis

Five micrograms of phaiodactylipin in 10 mm Na/phos-
phate, 0.15 M NaCl buffer. pH 7.4 (NaCl/P;), were injected
in one leg of a female mouse (CDI strain), whereas in the
other leg a control was injected of NaCl/P; alone (volume
10 puL each). Two independent mice were used in order to
have a duplicate of the same experiment. After 1 h, the mice

(100 x 0.5 mm) from Vydac (Hisperia, CA, USA) waslBlwere killed and the injected muscles were dissected and

BEused. in which a gradient was run from 0% solvent A

[0.12% (v/v) acetic acid] to 60% solvent B [acetonitrile with
0.10% (v/v) acidic acid] during 60 min. The eluate delivered

IEJfrom a Surveyor MS syringe pump at 10 pL-min~" was split

placed in dry ice for initial freezing, but later stored at
=70 °C. Tissue samples were taken and prepared for
microscopic analysis, using slices of 10 microns. The
visualization of myocites was performed after staining with

in order to allow only 10% of the sample to enter the lIhematoxylin-eosin using a light microscope (Zeiss. Axio-

nanospray source (1.0 uL-min~"). The spray voltage was set
to 1.9 kV and the capillary temperature to 130 °C. For

EIMS" experiments, the fragmentation source was operated

with 25 V of collision energy, 35-45% (arbitrary units) of
normalized collision energy and the scan with wide band
activated. All spectra were obtained in the positive-ion
mode. For sequence determination, the MS/MS spectra

skop). with 40x magnification.

Molecular cloning of the phaiodactylipin gene,
from cDNA

The venomous glands (telson) from one scorpion were
homogenized in the appropriate solution (RNAgents,
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catalogue number Z5110) from Promega (Madison, WI,
USA), for extraction of total RNA, according to the
technique described by Chirwing er al. [14]. cDNA was
obtained from total RNA using the oligonucleotide
poliT22NN as described by Corona er al. [15]. For gene
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independent methods: (a) one clear peak under rechroma-
tography (inset Fig. 1C), (b) mass spectrometry data, giving
a single molecular mass of 19 172 atomic mass units
(a.m.u.), (¢) SDS/PAGE with only one band (data not
shown) and (d) sequence analysis of the product, discussed

amplification the primers 5-AATGGATGCTTTGGA HBbelow. This fraction corresponded to =~ 0.5% of the total

GAG-3, 5-TTCCTCATCGTACCAGAT-3, and 5-ACA
TCATCTCTCGCATACTTATT-3" were used. The PCR
conditions used were: 94 °C for 180 s, one cycle; 94 °C for
30 s followed by 52 °C for 40 s, and 72 °C for 40 s repeated
for 32 cycles: 72 °C for 420 s, one cycle. The product
obtained from the amplification was cloned into an EcoRV
site of the phagemid pKS— (Stratagene, La Jolla, CA, USA).
The resulting plasmid was transformed using Escherichia
coli strain DH50.. Recombinants were selected on Luria-
agar plates supplemented with 50 pgmL™" ampicillin. In
order to obtain the full gene sequence, 5 RACE was
performed. The RNA ligase mediated rapid amplification
of ¢cDNA ends (RLM-RACE) was performed using the
protocol and kit from Ambion (Austin, TX, USA). The
cDNA mix was synthesized from poly(A)" mRNA using
M-MLV reverse transcriptase. The cDNA was joined with
the adaptor provided by the kit (5-GCUGAUGGC
GAUGAAUGAACACUGCGUUUGCUGGCUUUGA
UGAAA-3") using T4 DNA ligase. The modified cDNA
was used as template for PCR amplification. Two rounds of
amplification with the primers from the kit (Ambion)

we assayed the 5" RACE outer primer (5-GCTGA
TGGCGATGAATGAACACTG-3) and in the second,
the 5 RACE inner primer (5-CGCGGATCCGAACAC
TGCGTTTGCTGGCTTTGATG-3'). The conditions for

protein content of the soluble venom, but around 20% of
the total phospholipasic activity of the whole venom. It was
called phaiodactylipin.

Chemical characterization of phaiodactylipin

A sample of the pure enzyme was loaded into the
microsequencer, from which two different amino acid
sequences were obtained in each cycle. This suggested that
either the sample was contaminated by two distinct peptides,
or that we had an heterodimer protein maintained by
disulfide bridges, as found previously for Imperatoxin I
(IpTxI) and Phospholipin [16,17]. The latter was confirmed
by reducing the disulfide bridges with dithiothreitol and
separating the pure component of Fig. 1C into the same
system. The results are shown in Fig. 1D. The component
eluting at 24.14 min corresponded to the small subunit, and
that at 34.82 min to the large subunit. This was confirmed by
mass spectrometry analysis of the first eluting peptide,
the molecular mass of which was 3242.5 a.m.u., using the
electrospray mass spectrometer. When loaded into the

specific for the adaptor were used. In the first amplification [lBllsequencer it gave only one amino acid sequence per cycle

from residues in position 1 up to 15 (Fig. 2A) with an
N-terminal sequence that resembles that of the small
subunits of the two previously purified heterodimeric
phospholipases: [pTxI and Phospholipin. The large subunit

the PCRs were essentially identical than those described by lBllfrom Fig. 1D. if dried by speed-vacuum, becomes insoluble.

the manufacturer’s protocol (RLM-RACE first choice,
catalogue number 1700, from Ambion).

Sequence comparison and phylogenetic tree

BElSequence comparison and phylogenetic tree analysis were

performed using the programs indicated in the figure
legends (crusTAaL-x from PHYLIP Package and TREE-VIEW
from Glasgow University).

Results and discussion

Purification of phaiodactylipin

This novel heterodimeric phospholipase was isolated from
the soluble venom of the Mexican scorpion Anuroctonus
phaiodactvius by Sephadex G-50 and HPLC separations
(Fig. 1). The Sephadex G-50 column provided four different
fractions, from which fraction number I (Fig. 1A), showed
phospholipase activity and was further separated by HPLC.
The first HPLC separation in a semipreparative C18
reverse-phase column afforded at least 20 different compo-
nents (Fig. 1B), from which three were positive for phos-
pholipase activity (marked by asterisks). The fraction
labeled with the arrow, eluting at 39 min, was further
separated in a CI8 analytical reverse-phase column
(Materials and methods) giving the fractions shown in
Fig. 1C. and the component labeled with an asterisk was

BEBshown to be homogeneous. This was confirmed by several

However, knowing the amino acid sequence of the small
subunit allowed us to obtain information on the sequence
of the large subunit by exclusion from the double sequence
found initially. This permitted us to identify unique residues
up to position 35 (labeled ‘direct’, Fig. 2A). After residue 15
only one amino acid sequence was identified with each cycle
of the Sequencer. Position 18, lately shown to be an
asparagine was never directly seen in the microsequencing
analysis, despite using several different samples prepared
by different protocols. It appears that phaiodactylipin is
glycosylated, and as this is one of the places involved in the
carbohydrate linkage of the molecule. this is the reason it
could not be seen. Figure 2A shows two amino acid
sequences, the upper one (labeled cPha) corresponds to the
sequence deduced from c¢cDNA sequencing, whereas the
second line (Pha) is the sequence determined directly from
peptides obtained by enzymatic hydrolysis with endopeptid-
ases Lys-C, V8, Arg-C and trypsin, as indicated. Approxi-
mately 70% of the full sequence was identified by direct
automatic Edman degradation using peptide-fragments
purified by HPLC after enzymatic hydrolysis (the HPLC
data are not shown). The remaining 30% of the sequence was
confirmed by means of mass spectrometry determination or
by fragmentation (MS/MS) of the corresponding peptides.
as also indicated in the figure. In order to align each one of
the peptide-fragments obtained, we have cloned the gene
coding for phaiodactylipin, (discussed below), confirming
each one of the amino acids found and completing the full
amino acid sequence of the toxin. The peptide labeled Trp/
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Fig. 1. Purification of phaiodactylipin and subunits, (A) The soluble venom from Amuroctonus phaiodactyius (61 mg of protein) was applied to a
Sephadex G-50 column (0.9 x 190 cm), and fractions of | mL were collected and tested for their phospholipase activity. (B) Positive fraction [
corresponds to approximately 60% of the material recovered. It was lyophilized and injected into an HPLC column (Materials and methods). The
subfraction indicated by an arrow, between the first two asterisks. was the one chosen for further purification. (C) Separation of the previous
components in a C,y analytic reverse-phase column using similar conditions as (B), from which the component eluting at 40.53 min (labeled with an
asterisk) was shown to be homogeneous (see inset). The gradient on the inset was run from 15 to 40% solution B, over 60 min, and the pure enzyme
eluted at 29.74 min. (D) Separation of the two subunits of phaiodactylipin after reduction with dithiothreitol [same conditions as (B)]. A (elution
time 24.14 min), corresponded to the small peptidic chain and B (eluting at 34.82 min) to the large one.

MS (residues D33 to K46) was obtained by mass spectrom-
etry (expected molecular mass 1564.6 a.m.u., mass found
experimentally 1564.5 a.m.u.). Three peptides from Lys-C
hydrolysis were directly sequenced, and correspond to
sequences from Y47 to N59, E72 to R82 and G85 to N99.
From the same peptide that gave the sequence for Y47 to
N59, MS/MS fragmentation allowed unequivocal identifi-
cation of residues from Y47 to K71. In this segment a short
overlapping peptide obtained by V8 cleavage, from E64 to
D67, was also confirmed. The overlapping segment from
residue Q83 to R104 obtained from trypsin cleavage was
identified by MS/MS fragmentation (labeled Trp/MS/MS).
The final C-terminal section of the large subunit, from
residue L105 to K108, was obtained by sequencing a peptide
obtained by enzymatic hydrolysis with Arg-C. The full
sequence of the short peptide was obtained by a combination
of direct sequencing and by MS/MS fragmentation.

The hexapeptide shown in bold in Fig. 2A, correspond-
ing to positions 109-114. was never found, because it
corresponds to the linking segment of both subunits, which
is eliminated during the maturation process.

Cloning and sequencing phaiodactylipin from ¢DNA

Because we knew the N-terminal amino acid sequence of the
toxin, the appropriate oligonucleotides were designed for
cloning the gene that codes for phaiodactylipin. The first
round of amplification was conducted with the oligonucleo-
tide corresponding to the N-terminal sequence and the
oligonucleotide T22NN. For the second PCR and for the
5" RACE, several specific primers were used as described
in Materials and methods. Finally, a sequence containing
769 bp was obtained (Fig. 2B) including a stretch of
sequence at the untranslated sequence of the 5 region
(99 bp) and another at the 3" end (196 bp). The section in
the middle coded exactly for the amino acid sequences
expected from the mature protein, in which both subunits of
phaiodactylipin are present, separated by a hexapeptide
from residues in positions 109-114, which is eliminated
during the maturation process, very similar to that described
earlier for IpTxI and Phospholipin [16,17]. This confirms
that both subunits are coded by a single RNA molecule,
which is processed during maturation. In this manner the
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TGG AGA TTT TAC TTC CAA TGG TAC AAT GCA ART TGT TAT CGT TTA TAT TGT AAA GAC GAA 504
W R A F Q W Y K A N ¢ Y R L ¥ ¢ K D BE 110

ARG TCT GCC AGA GAT GAA GCC TGC ACT AAT CAA TAT GCT GTT GTA AAG AAG AAT TTC ACA 564
K & A R D BE A € T N Q0 ¥ A VvV VW K X N PFP T 130

GTA CAR TAG tatgcegagagtatgogagagatgatgtacaattgatotictacaagicaaattoagtaaaattigaty 642
Vv Q stop 132

atgaataattatactgtatattitictictaatgiitatgtacgacatagaaacatctataaataaagtatoctitgatag 726
Garclatatatlalasdaansiasadansalaaaaraaaraaaaasa

Fig. 2. Amino acid and nucleotide sequences of phaiodactylipin. (A) The first line labeled cPha shows the amino acid sequence of phaiodactylipin
deduced from the cDNA sequence (B); the second line (labeled Pha) shows the primary structure obtained by automatic Edman degradation of the
enzyme and/or the various peptide-fragments obtained by enzymatic hydrolysis, as indicated by the arrows below each segment (Direct, Lys-C, V8
and Arg-C). MS/MS indicates results obtained by mass spectrometry determination. Trp preceding MS indicates when the peptide was generated
by tryptic digestion and HPLC purification. prior to mass determination. The numbers above correspond to the positions of the amino acid residues
in the primary structure. The hexapeptide in bold was found only by nucleotide sequence. The short chain goes from position 1-18. (B) Nucleotide
sequence of the ¢cDNA gene of phaiodactylipin. The deduced amino acid sequence is shown below each codon. The putative signal peptide
sequence, either from =25 or —16 to =1, is indicated in italic. The first amino acid of each subunit is in bold. The hexapeptide underlined is
eliminated during the maturation process. Letters in lowercase correspond to the untranslated regions. The stop codon is indicated. Numbers on the
right are indicative of base pair sequences and below each codon the corresponding amino acid residue from positions =1 to 132. The sequence of
EElphaiodactylipin is deposited in GenBank (accession number xxxx).
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full amino acid sequence of phaiodactylipin was identified,
showing that the large subunit is composed by 108 amino
acid residues and the short chain by 18 residues (Fig. 2B). in
which the cysteinyl residue at position 4 of the short chain
makes a disulfide pair with another from the large subunit,
maintaining the heterodimer formation in the mature
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Fig. 2A, is 2058.3 a.m.u., whereas the experimental value
found by mass spectrometry was 32425 a.m.u. This
implies that this segment is also linked to a carbohydrate
moiety, whose molecular mass should be 1184.5. In fact,
the sequence NFT (positions 14-16) of the short chain is a
putative place of glycosylation (GlycoMod tool or NetN-

protein. The nucleotide sequence also shows a putative JBBGlyc 1.0 Prediction Results, from ExPASy website), and

signal peptide (in italics, Fig. 2B), preceding the N-terminal
region, either from position =26 or —16. In both positions
there is a methionine, but it is not clear from where the
translation process takes place. It is worth observing that
the putative signal peptide that was found has several
charged residues, usually not present in eukaryotic organ-
isms. Similar results were reported for components of other
venoms, as described earlier for toxins Pn2-1 A and Tx2-1
of the spider Phoneutria nigriventer [18). The amino acids
preceding the first residue of the mature Phayodactylipin
(FEEER) are similar to those of the propeptides of the
spider toxins (VEELER). They are rich in glutamic acids
and the last residue is a basic arginine [I8]. A putative
polyadenilation site (in bold, Fig. 2B) was also identified at
the most 3" end region of the molecule, after the stop codon.

Glycosylation sites of phaiodactylipin

The theoretical molecular mass of the short chain peptide
obtained as shown in Fig. D and sequenced as shown in

the direct sequencing of the short chain peptide did not
allow the identification of the residue at position 14; this is
occupied by another asparagine according to the nucleo-
tide sequence (Fig. 2B), supporting the interpretation of
data reported here. It is worth mentioning that F15 was
directly seen during microsequencing. The last three
residues (TVQ). as well as the full sequence, were
unequivocally determined by MS/MS. Figure 3 shows
the mass spectrometry results obtained by MS/MS
fragmentation analysis of the small subunit. Three hexo-
ses, two N-acetyl hexoses (HexNAc) and two deoxyhexose
units were found. The order in which these saccharides
are covalently linked to the asparagine of position 14 of
the short chain peptide is indicated in the diagram in
Fig. 3, starting with a HexNAc and followed by a second
HexNAc. The diagram shows the interpretation of the
molecular masses obtained, justifying the carbohydrate
sequence proposed. To the first HexNAc, laterally bound
is a deoxyhexose. The third carbohydrate in the main
chain direction is a hexose, directly linked to two
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i 1329%—4-« DeoxyHex 73.0
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Fig. 3. Carbohydrate determination of the small subunit, Mass spectrometry determination of the carbohydrate moiety of the small subunit was
obtained by MS/MS fragmentation and the corresponding molecular masses are indicated. The asterisk indicates the peptide segment (charge two).
@, hexosamine; A, deoxyhexose: %, hexose. Letters inside the carbohydrate representation correspond to the molecular masses found experi-

mentally.
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additional hexoses, one of which in turn is further
extended by O-glycosylation with a deoxyhexose. The
molecular mass of these six carbohydrate moities accounts
for the expected molecular mass of 1184.4 am.u.
Although the exact stereochemistry of each one of the
carbohydrates was not identified, there must be a
mannose moiety among the hexoses, because phaiodac-
tylipin is retained by a Sepharose-concanavalin A affinity
column (data not shown): it is known that the binding
affinity of Concanavalin A is toward mannose sugars.

Concerning the large subunit, as mentioned earlier, the
amino acid in position 18 was not identified by peptide
sequencing; it corresponds to the asparagine flanked by
the sequence motif NYS, thought to be another glycosy-
lation site (earliest reference at ExPASy site). Additionally,
the sequence from residues in positions 76-78 (NVT) is
expected to be the third point of glycosylation. These
results support the interpretation that three distinct
glycosylation sites exist in phaiodactylipin: two situated
in the large subunit and one in the small subunit.
Subtracting the molecular mass of the short chain from
the total mass of phaiodactylipin, the expected value for
the glycosylated large chain is 15929.5 a.m.u. The
theoretical molecular mass obtained from the sequence
in Fig. 2 is 12 440, meaning that for the two carbohydrate
moieties still not sequenced in the large subunit we should
find a molecular mass of 3489.5 a.m.u. Scarcity of material
did not allow, at this stage, to fully characterize the
missing segments of the carbohydrates of phaiodactylipin.
This is not a trivial task, as shown for the only other
known example in the literature, where the carbohydrate
moiety of the bee venom phospholipase was solved [19].
The authors discussed that for the bee phospholipase there
are at least 16 different isoforms of the carbohydrate
arrangements.

Enzymatic and functional characterization
of phaiodactylipin

Several functional and biological activities of phaiodacty-
lipin were determined, starting by the specific activity, which
was shown to be 172 units per mg of protein (U-mg™").
at pH 8.0, 37 °C, using egg yolk as substrate. The enzyme
hydrolyses the fatty acids of position 2 (Materials and
methods), thus it is an A2 type phospholipase. The activity
is calcium dependent, being fully active at 1 mm concentra-
tion (Fig. 4A); it loses 60% of its activity in the presence of
1.0% (v/v) Triton X-100, but increases = 0.4% in detergent

IEEFig. 4B), and the optimum pH for activity is close to

pH 8.0, being less active at pH 5.0 (Fig. 4C). The enzymatic
activity is temperature-dependent, being less active around
25 °C (data not shown).

The substrate preference of the enzyme was higher for

IEEphosphatidylcholine and phosphatidylethanolamine, espe-

cially when the sn-2 position is occupied by arachidonic
acid. Table 1 shows the results obtained with different
substrates, using the method described by Lobo de Araujo
& Radviany [10]. The order of preference is phosphati-
dylcholine > phosphatidylethanolamine > phosphat-

BEBlidyiserine.

As many phospholipases found in venomous animals are
potent toxins, lethality tests were conducted with mice and
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Fig. 4. Enzymatic characterization of phaiodactylipin. (A) The activity
of phaiodactylipin is calcium dependent. (B) The maximum activity is
increased in the presence of low concentration of Triton X-100, but
inhibited at ratios higher than threefold molar concentration of
detergent per molecule of substrate phosphatidylcholine (PC). (C) The
pH dependence is optimal around pH 8.0. Umg™" implies specific
activity.

arthropods, in vivo (Materials and methods). Mice injected
intraperitoneally with the toxin showed no symptoms of
intoxication, using up to 20 pg per 20 g mouse weight.
Phaiodactylipin kills crickets and crustacean (Armadillidium
vulgare) within 1-2 h after injection using amounts of 5 ug
per animal, but intoxication symptoms are observed with
smaller doses, immediately after injection. Phaiodactylipin
has a significant inflammatory effect, if injected intramus-
cularly into the leg of mice (Fig. 5). It can be observed that
the enzyme causes significant edema, by swelling the tissue
(Fig. 5B). The cells are turgid when compared to the control
(Fig. 5A), however, it does not cause apparent damage to
the basal membrane, as seen in the same type of prepara-
tions treated with phospholipases extracted from snake
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Table 1. Specific activities of phaiodactylipin using different substrates.
Substrates used were: 1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phospho-
choline (SAPC), l1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphoeth-
anolamine (SAPE), 1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-[phospho-
L-serine] (SAPS), 1.2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DSPC),
1 2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DSPE), 1,2-distea-
royl-sn-glycero-3-[phospho-L-serine] (DSPS), 1.2-diphytanoyl-sn-glyc-
ero-3-phosphocholine  (DPPC).  1.2-diphytanoyl-sn-glycero-3-pho-
sphoethanolamine (DPPE), 1.2-diphytanoyl-sn-glycero-3-[phospho-
L-serine] (DPPS). SA. specific activity. Experiments were conducted in
triplicate.

Phospholipid SA (Umg™")
SAPE 211 + 20
SAPC 142 £ 13
SAPS 84 £ 4
DSPE 51 £2
DSPC 149 + 7
DSPS 63 £ 5
DPPE 48 £ 2
DPPC 67 £ 3
DPPS 32.& 7

Fig. 5. Inflammatory action of phaiodactylipin. (A) Control photo of a
slice of mouse leg skeletal muscle stained with hematoxylin-eosin.
Magnification 40x, observed with a light microscope. (B) Photo of slice
from the other leg of the mouse, previously injected with 5 ug of pure
enzyme, after 60 min treatment.

EE8venom. Furthermore, this enzyme causes direct hemolytic

action on human erythrocytes and affects the coagulation
time of blood, as discussed below.

Phaiodactylipin, a scorpion phospholipase A, (Eur. J. Biochem. 271) 9

A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

0

Clotting time {min)

UJ L ¥ ¥ ¥

0 2 4 6 & 10
Enzyme concentration (ug)

Fig. 6. Hemolytic action of phaiodactylipin. (A) Left panel shows the
morphological shape of a control human erythrocyte slide. viewed with
4 light microscope, with 100x magnification. Right panel shows the
modified shape (crenation) of the erythrocytes, after treatment with
5 pgmL™" phaiodactylipin. (B) Time course showing hemoglobin
liberation from human erythrocytes subjected to phaiodactylipin
treatment (5 pgmL™"), read at 540 nm in a Beckman DU-50 spec-
trophotometer (). The effect of addition of the detergent Triton
X-100 (#) and [pTxI (M), another scorpion phospholipase, are shown

EB:s control experiments (squares). (C) Clotting time of platelet poor

plasma (PPP). @ and platelet rich plasma (PRP), B, when subjected to
increasing amounts of phaiodactylipin. PPP and PRP samples (1 mL
each) obtained from human blood were kept at 37 °C in the presence
of phaiodactylipin. 10 mm Tris/HCI buffer pH 7.4. and recalcified with
0.1 mL of calcium chloride (Materials and methods). Control experi-
ments were also conducted with IpTxI1 (O for PPP, and O for PRP).
Recalcification of control plasma was | min 51 s.

Hemolytic activity

Phaiodactylipin presents direct hemolytic activity when is
assayed with human erythrocytes (Fig. 6A). The left panel
shows normal erythrocytes under control conditions; the
right panel shows cells incubated with 5 ugmL™" enzyme
concentration, for 10 min. The shape of the erythrocyte
membranes is quite changed, showing a crenation pheno-

COLOUR ON WEB
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menon, similar to spikes projecting from the membrane core,
but actual rupture or fragmentation of cell membranes alone
(ghost-like shape), are not observed. When sedimented by
mild centrifugation, the supernatant has free hemoglobin,
as can be observed in Fig. 6B, showing that modification of
the permeability of the cell walls has occurred.

For comparative purposes, the results obtained in
parallel with another heterodimeric phospholipase (IpTxI)
and by the addition of the detergent Triton-X100, are
shown. Although there is an interval of a couple of
minutes before the hemolysis appears, both for phaiodac-
tylipin and IpTxI, the addition of external lipids is not
necessary for the appearance of hemolysis. This is
different from other examples of phospholipases from
animal venoms [20] that have indirect hemolytic activity,
which require preincubation of the enzyme with phos-
pholipids in order to generate free fatty acids and
lysophospholipids, which then act as a detergent by
breaking the integrity of the surrounding erythrocyte

BBl nembranes.

Anticoagulant effect of phaiodactylipin

Phaiodactylipin exhibits anticoagulant activity (Fig. 6C),
as shown by the increment of the clotting time, both for
PPP and PRP human blood samples. For comparative
purposes IpTxl was also assayed. The normal control
time for clotting is in the order of 1 min 50s. The
coagulation time increases significantly by addition of
more than 5 pg of enzyme in our experimental conditions.
IpTxI is more efficient than phaiodactylipin, because at
concentrations higher than 10 pg (Materials and meth-

© FEBS 2004

Phaiodactylipin and phylogenetic comparison
with other phospholipases

Phaiodactylipin seems to be a special toxic phospholipase in
its genre, although structurally similar to IpTxl and
phospholipin, purified from the venom of the African
scorpion Pandinus imperator [16,17]. It also presents some
structural resemblance to two other phospholipases: one
from the Heloderma venom (either Heloderma horridum or
Heloderma suspectum), the only genus of venomous lizard of
the world [21]. and the other from honeybee ( Apis mellifera)
venom [22]. In the review by Dennis [23]. they were all
classified into group Il phospholipase. For this reason, in
Fig. 7 we compare their sequences and report their similar-
ities and identities. Phaiodactylipin shows an identity of
around 36% with IpTxl-and 50% with phospholipin, but
only 28% with honeybee and Heloderma phospholipases.
There are two additional heterodimeric PLAs known that
are linked by disulfide bridges: B-bungarotoxin and Cono-
dipine-M, whose primary structures are even less similar to
that of phaiodactylipin (only about 22%). Actually, the two
latter ones are classified in groups 11 and IX, respectively [4].
These values indicate that they are all quite different in terms
of their primary structure. However, the amino acid residues
thought to form the binding sites for Ca® ", responsible for
catalysis, are highly conserved and are situated in approxi-
mately the same position of their amino acid sequences. The
small subunit of phaiodactylipin has a greater similarity with
that of phospholipin (63%) and with that of IpTxI (54%),
but less so with the C-terminal tail of the monomeric PLA,s
of honeybee and Heloderma (Fig. 7). The small subunits
of B-bungarotoxin and conodipine-M have no similarities

ods), it confers non-coagulable properties to the blood, at lBwhatsoever with phaiodactylipin. The latter and IpTxI

least for a period as long as 30 min. Additionally, and
similar to what has been reported for other PLA»s [13].
the clotting time is longer for the PPP blood samples, as
expected.

LARGE SUBUNIT

share an identical cysteinyl arrangement. Thus, the enzy-
matic activity is conserved in all of them, corresponding very
well to a section of the molecule shown to be responsible for
the enzymatic function. However, their biological or phar-

CaZz+ site catalytic site
10 20 0 40 S0 &0 7 80
Pha - = FLIVSGTEWCOGNNN IAANYSDLGFL- EADKCCRDHDHCDHIAS G- ETKYGLENKGLFT I LNCDCDEAFDHCLEKE I SNNVT
Pho « = FLMWECTEWCGPGHNAKCESDLGPL- EADKCCRTHDECDY IASG - ETKYG I TNYAFFTELNCKCEEAFDRCLTEAYNKEE
ipTx1 - = THRGTEKRCGSCGHEATDI SELGYWSNLDSCCRTHOHCDNIPSG - QTKYG LTHNEGKY TMMNCKCETAFEQULRNVTGGHME
Bee - ==L IY POTLWCGHGHKS SGPNELGRFKHTDACCRTHOMC PDVMS AGES KHG LTNTASHTRLS CDCDDKFYDCLEKNSADTIS
Hel GAFI PMPGTLWCGAGNAAS DY SQLGTEKDTOMCCRDHDHCENW ISALEY KHGMENY Y PSTI SHCDCDHOQFRSCLMKLEDGTA
* kk R * # hhk @ * * L - *w
SMALL SUBUNIT
Gl 100 110 120 130 140 150 tesimilarity %identity
1 TDIRQKGOAENVHWRFYPORYN- ~ v nv v vw AHCYRLYCKDEX - SARDEACTN - QYAVVK - - KNFTVQ - - - - - -~ 100 160
¢ KES-AKSETKRLONFYPGTYS«cveevns PECYVVTCHNSKR - SGRDAGCEN - CVATWK - - KEYKD - - w oo o - 61 50
3 G e~ PRAGFVRETYPDLYG- - - - mm - NGCYHVQUPSORRLARSERCPD - GVATYTGEAGYGARKRI NKLNG 34, i6
4 SYPVCKMYPNLIOTHCYKLEH BVTOOGERTEGRCLHY TVDESKPKV Y QW PDLREY X KNERGGEXEYHFEIVY - 43 28
5 DY-VGQTYFNVLEKIPCFELEE- - -GRGCVDWNFRLECTESKIMPVAKKLVEAARPYQAQAETQSGEG » « » v v~ 40 28

Fig. 7. Amino acid sequence comparison. The amino acid sequence of phaiodactylipin (including the internal peptide processed during maturation)
is compared with those of phospholipin (Pho) [17]. IpTxI [16], honeybee (Bee) and Heloderma (Hel) venom phospholipases (GenBank accession
numbers AAL30844 and P80003. respectively, for the latter two). Numbers above indicate the relative position of each amino acid residue. Gaps,
denoted by dashes, were introduced by the program cLustaL-x [31] in order to increase similarities. Percentage of similarities and identities are
shown on the lower right section of the sequences and were obtained by the Pairwaise Alignment Algorithms by emposs (http://www.ebi.ac.uk/
emboss/align/). The approximate location corresponding to the large and the small subunits, as well as that of the catalytic site. are indicated.
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Fig. 8. Phylogenetic tree of phaiodactylipin. Cladogram showing
selected phospholipases of groups L. 11, 111, IX and XII aligned by
CLUSTAL-X, whose branch distances were calculated using the program
TREE-VIEW from Glasgow University (http://taxonomy.zoologi.

s la ac.uk/lod/treeview.htm/). The phylogentic tree was obtained after

1000 times bootstraps. Conodipine-M was used as the out-group. The
source of the sequences were references or accession numbers as
indicated: Conodipine-M (A59047); imperatoxin 1 [16]; phospholipin
[17): Drosophila melanogaster (AY219032); honeybee (AAL30844);
Heloderma (P80003); human (QINZ20); agkistrotoxin (P14421); cro-
toxin | (P0O7517); crotoxin 2 (P24027); ammodytoxin B (P14424):
Bothrops asper  myotoxin | (P20474);  Trimeresurus — gramineus
(PT0089); Agkistrodon contortrix myotoxin | (AM)(P49121); Botlrops
asper myotoxin II (BMII) (P24605); p-bungarotoxin 1 (P00617);
B-bungarotoxin 2 (P00618); pancreatic (PSHU): Laticauda semisfaci-
ata (PSLTAE); Oxyuranus scutellatus 1 (0S1) (AAB33759); Oxyuranus
seutellatus 2 (0S2) (AAB33760). The scale (0.1) indicates the prob-
ability of one change occurring in 1000 residues.

macological functions are quite different, very likely due to
the structural variations found in other domains of the
molecules [24,25]. IpTxI hydrolyses phospholipids, liber-
ating fatty acids, which inhibit ryanodine binding to the
Ca’" channels of skeletal muscle [16]. Phospholipin has
little or no effect on the inhibition of ryanodine binding [17].
No specific pharmacological action has been described for
the Heloderma phospholipase, but the bee phospholipase is
neurotoxic [26,27]. B-Bungarotoxin is a potent toxin capable
of affecting the presynaptic membranes of excitable cells
[28], and conodipine-M, a peptide extracted from marine
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snails [29], to the best of our knowledge has not been tested
for toxicity.

In Fig. 8 we report the results of a phylogenetic tree
analysis of phaiodactylipin and the other related enzymes,
taking into consideration only the secretory phospholipases,
according to the groups proposed by Six & Dennis [4], which
comprises groups [, I1, I1, IX and XII. It can be clearly seen
that phaiodactylipin falls into group Il, together with
IpTxI, phospholipin, bee and Heloderma phospholipases,
but very well separated from the snake neurotoxic phos-
pholipase of group I and myotoxic of group II.

Fet et al. [30] used DNA analysis for postulating an
evolutionary analysis of scorpion families and species. There
are three main branches: buthidae, chaerilidae and diplo-
centroidae, from which nine families have evolved. The last
one, the diplocentroid branch, has seven different families,
from which phospholipases were isolated only from the
families Scorpionidae and lIuridae (this work). We know
that the Vaejovidae scorpions have phospholipase activity

EBlin their venom (X. XxXxxxxx, unpublished results). None of

the others families have been studied. The findings reported
here open a wide field of research for the future.
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ABSTRACT

Thirteen distinct genes that code for peptides similar to the Na+ channel
specific toxins were cloned from the venomous glands of Centruroides
exilicauda Wood, collected in Baja California (Mexico). These genes were all
different from sixteen previously described [1], from the venomous glands of
Centruroides sculpturatus Ewing, collected in Tucson, Arizona (USA).
Mitochondrial marker genes from both species were sequenced. The information
obtained from the cytochrome oxidase I and II genes, allowed the
construction of an unrooted phylogenetic tree, clearly showing important
differences between the two species, earlier claimed to be the same [2].
Furthermore, we report here the chromatographic profile separation of both
venoms, their lethality potency in mice and confirm the findings thaf e
exilicauda is medically less important than C. sculpturatus from Arizona.

We also show their electrophysiological effects on Ca2+—dependent K'-channels

and the N-terminal amino acid sequence for nine toxins of C. exilicauda.
These results strongly support the conclusion that C. exilicauda and C.

sculpturatus in fact are two distinct species of scorpions.

Key Words: C. exilicauda, C. sculpturatus, cytochrome oxidase, mitochondrial

. o +
gene, scorpion toxin, K channel.
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Summary

A peptide called Phaidotoxin was isolated from the venom of the scorpion Anuroctonus
phaiodactylus. 1t is lethal to insects at a dose of 1 pg/g cricket body weight, but non toxic to
mammals at a dose up to 100 pg/20 g mouse weight. It has 72 amino acid residues, with a
molecular weight of 7971 atomic mass units. Its covalent structure was determined by
Edman degradation and mass spectrometry. It contains 4 disulfide-bridges, of which one of
the pairs is formed between cysteine-7 and cysteine-8 (positions Cys63-Cys71). The other
three pairs are formed between Cysl3-Cys38, Cys23-Cys50 and Cys27-CysS2.
Comparative sequence analysis shows that Phaiodotoxin belongs to the long-chain sub-
family of scorpion peptides. Several genes coding for this peptide and similar ones were
cloned by the polymerase chain reaction, using cDNA prepared from RNA of venomous
glands of this scorpion. This toxin does not affect the mammalian Na'-channels TE671, or
COS7, but it shifts the voltage dependence of activation and inactivation of insect Na'-
channels (para/tipE) to more negative and positive potentials, respectively. Therefore, the
‘window’ current is increased by 225%, thought to be the cause of its toxicity toward
insects. Phaiodotoxin is the first toxic peptide ever purified from a scorpion of the family

Iuridae.

Introduction

Most of the biochemical work performed with scorpion venom was reported using
—_scorpions of the family Buthidae, probably because they are dangerous to humans. A large

number of different protein and polypeptides were isolated and characterized from this

family. Among the most important findings are four different groups of peptides, which

specifically interact with ion channels: Na' channels (NaChs) [1], K channels [2,3], CI
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Abstract

Sixteen different genes were cloned from the venomous glands of Centruroides sculpturatus Ewing using RNA extracted
from scorpions collected in Tucson, Arizona. Based on the amino acid sequence similarities of the proteins coded by these
genes, all together there are 22 different structural components in this venom, thought to be specific for Na*-channels. The
genes reported contain signal peptides with 19 amino acid residues followed by mature peptides of 63—-66 amino acid residues
in length. One of them correspond to toxin I (CsEI), a known scorpion toxin specific for Na”-channels. Four different genes are
almost identical to variant | (Csvl), presenting only one amino acid change from the original protein. For variant 2 (Csv2) four
related genes were found, with only one amino acid change in their primary sequences. Another gene resembles to variant 3
(Csv3, the best known Centruroides sculpturatus toxin), with only three amino acid changes in their primary sequences.
Additionally, two genes show variations only on the nucleotide sequence at level of the signal peptides, and several genes
clearly show sequences that suggest post-transcriptional modifications, during the maturation process. A phylogenetic tree was
generated with the primary structures available and three main divergent branches were found. © 2001 Elsevier Science Ltd.

All rights reserved.

Keywords: cDNA sequence: Centruroides exilicauda; Centruroides sculpturatus; Na*-channels; Toxin

1. Introduction

Stahnke and Cailos (1977) revised keys for identification
of scorpions of the species Centruroides sculpturatus of
Arizona and Centruroides exilicauda of California, as separ-
ated species. In 1980, Williams presented data suggesting
that both species were the same and should be named
variants of C. exilicauda (Williams, 1980). For this reason,
recent literature in this matter quote both species as syno-
nyms. In order to clarify these discrepancies, we started a

et al., 1999). In this communication, we report for the first
time the cloning of genes corresponding to C. sculpturatus
of Arizona, that code for peptides specific for Na*-channels.
Previously, some reports dealing with genes cloned from
scorpions of the species C. noxius of Mexico and Tityus of
Brazil, were published (Becerril et al., 1993; Vdzquezet al.,
1993, 1995; Becerril et al., 1997). The rules governing the
possible mechanisms for expression and processing of
peptide precursors, to give mature toxins, were discussed
(Becerril et al., 1997; Possani et al., 1999). During this

process, the toxic peptides from different species of scor- B

comparative _study, at molecular level. with these two

species. We decided to keep the same nomenclature used
by the biochemists that first described toxic peptides
extracted from the scorpions collected in Arizona (Babin
et al., 1974, 1975; Watt et al. 1978; Fontecilla-Camps
etal., 1980; Meves et al., 1982, and recent review by Possani

* Corresponding author. Tel.: +52-73-171-209; fax: +52-73-
172-388.
E-mail address: possani@ibt.unam.mx (L.D. Possani).

pions around the world, apart from the elimination of the
signal peptides, show several types of post-transcriptional
modifications (Bougis et al., 1989; Becerril et al., 1997,
Froy et al., 1999). Here we analyze the amino acid and
nucleotide sequences of 22 different genes and/or proteins
from C. sculpturatus and we discuss the processing mechan-
isms for generation of mature peptides. Although the mature
products of these genes are bona fide proteins, we prefer
to called them peptides (Possani et al., 2000). Also, a

0041-0101/01/$ - see front matter © 2001 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.

PII: S0041-0101(01)00174-X
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Abstract Twenty-three novel sequences similar to Ergtoxin
(ErgTx) were obtained by direct sequencing of peptides or de-
duced from gene cloned using cDNAs of venomous glands of
Centruroides (C.) elegans, C. exilicauda, C. gracilis, C. lim-
pidus limpidus, C. noxius and C. sculpturatus. These peptides
have from 42 to 47 amino acid residues cross-linked by four
disulfide bridges. They share sequence similarities (60-98%
compared with ErgTx1) and were shown to block ERG K*-
channels of F-11 clone (N18TG-2Xrat DRG) cultured cells.
An unrooted phylogenetic tree analysis of these peptides showed
that they conform at least five different subfamilies, of which
three are novel subfamilies.

© 2002 Federation of European Biochemical Societies. Pub-
lished by Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Key words: Centruroides; ERG-channel; Ergtoxin;
K*-channel; Nomenclature; Phylogeny; Scorpion toxin

1. Introduction

The number of novel scorpion toxins specific for K*-chan-
nels described has increased significantly in recent years, add-
ing new subfamilies to the original classification proposed by
a panel of scientists working in the field [1]. In the original
paper by Tytgat and co-workers [1], 49 different peptides were
analyzed and three main family names were proposed for their
classification: the a-KTx subfamilies 1 to 12, now expanded
up to subfamily 17 (see [2]), the B-KTx subfamily from the
work done with tityustoxin Kf (synonymous to the TsTx-Kf)
(3], now expanded with two additional peptides BmTxKp*
and BmTxKp 2* [2], and the y-KTx, based on a new type
of scorpion toxin, whose first example was Ergtoxin (abbre-
viated ErgTx) isolated from Centruroides (C.) noxius. This is
a 42 amino acid residue peptide containing four disulfide
bridges [4], shown to affect specifically K*-channels of the
ether-a-go-go-related family of genes (eag) [5]. The ErgTx
and ErgTx-like peptides described thus far are represented
by four different peptides: (i) the original ErgTx [4.5]; (ii)
ErgTx2, a 43 amino acid long peptide, also from the venom
of the Mexican scorpion C. noxius shown to affect a long-
lasting eag-related gene-type K*-current in MMQ lactotrops

*Corresponding author. Fax: (52)-73172 388.
E-mail address: possani@ibt.unam.mx (L.D. Possani).

[6], (iii) BeKm-1, a 36 amino acid long peptide with only three
disulfide bridges, isolated from the scorpion Buthus eupeus,
capable of blocking ERG-channels [7], and finally (iv) CsE-
Kergl, a 43 amino acid residue long peptide containing 4
disulfide bridges, isolated from the scorpion C. sculpturatus
Ewing and shown to affect ERG-currents of NG108-15 cells
[8]. Thus, different members of the ERG-type K*-channel
family seem to be recognized by several different peptides
isolated from different species of scorpions. The eag super-
family of genes encoding potassium channels encodes proteins
with six transmembrane domains, having a conserved P region
that conforms the ion pore when clustered in the tetrameric
arrangement of the channel protein [9]. Mutations in the hu-
man-ERG-channel (HERG) give rise to inherited, type 2 long-
QT syndrome [10], caused by a loss of the cardiac repolarizing
current Ig, [11,12]. Currents arising from expression of
HERG or ERG, as the homologs in other species are known,
also play a roll in spike-frequency adaptation in neurons [13]
and in human pancreatic f-cells [14]. The HERG-channels
were earlier known to be the target of a group of potent
drugs, including antiarrhythmics, antihistaminics and antibi-
otics [15,16], that block K*-currents, causing acquired long-
QT syndrome as a side effect. The discovery of naturally oc-
curring substances that can specifically and reversibly block or
recognize these types of channels are fundamental for the
search and development of new putative drugs to treat some
of the diseases and malfunctions associated with HERG-chan-
nels. ErgTx was used successfully to examine the binding site
on the HERG-hannels [17] and to verify by site-directed
mutagenesis of HERG genes the involvement of critical resi-
dues at the vestibule of the channel, where ErgTx is supposed
to bind [18)].

In this communication we report 23 novel primary struc-
tures directly determined and/or deduced from cDNA cloned
genes of scorpions of the genus Centruroides. The presence of
the corresponding peptides in the venom of the six species of
scorpions studied was demonstrated by electrophysiological
recordings, using the mouse neuroblastoma cell line F-11
(N18TG-2X DRG cells). They all contain bona fide blockers
of the ERG-type K*-currents, supporting the assumption of
their specificity towards this type of ion-channels. The sequen-
ces obtained allowed the construction of a phylogenetic tree,
where these peptides were grouped in at least five distinct
subfamilies. Except for the two already known [19], all the
other subfamilies constitute original data of this communica-

0014-5793/02/822.00 © 2002 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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