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1. RESUMEN

El veneno de los alacranes es una mezcla compleja de componentes como enzimas,
péptidos, nucledtidos, lipidos, mucoproteinas, aminas biogénicas y otras sustancias
desconocidas, pero su toxicidad se debe, en gran medida, a polipéptidos bdsicos de bajo
peso molecular, conocidos como neurotoxinas, las cuales afectan la conductancia de iones
en tejidos excitables.

Durante el proceso de envenenamiento el canal idnico es reconocido por la
neurotoxina, generando la alteracion de su funcionamiento normal, lo que a su vez
provoca la alteracion de multiples dérganos. Las alteraciones multiorganicas han sido
ampliamente documentadas y se conoce el mecanismo de interaccién de las neurotoxinas
sobre los canales idnicos, sin embargo la respuesta celular a nivel molecular como
consecuencia de la interaccién de la neurotoxina con el canal iénico ha sido poco
estudiada.

Para tener mayor conocimiento de los mecanismos celulares es necesario conocer
gué moléculas estan involucradas en la red de eventos provocados como consecuencia del
efecto de las neurotoxinas sobre los canales idnicos. Con este fin, este trabajo consistid en
la implementacion de una metodologia adecuada para la busqueda de modificaciones en
la abundancia de proteinas relacionadas con el efecto de la neurotoxina Cn2. Esto se hizo
mediante el analisis del perfil protedmico, con electroforesis bidimensional en gel (2D-
PAGE), de ganglios de la raiz dorsal (DRG) y cerebelo de ratones intoxicados con la
neurotoxina Cn2.

La elaboracion de este trabajo requirié tres etapas principales: la purificacion de la
neurotoxina Cn2 (a partir del veneno total del alacran Centruroides noxius), un proceso de
optimizacidon de diferentes aspectos de la electroforesis bidimensional y el andlisis del
perfil protedmico de los tejidos analizados bajo el efecto de la Cn2.

Finalmente se logrd establecer la metodologia para el andlisis de cambios
protedmicos de tejidos intoxicados con la nuerotoxina Cn2 y se logré la deteccion de
algunos cambios cuantitativos en la abundancia de ciertas proteinas en DRG y cerebelo de
ratones intoxicados con la Cn2. Este estudio permitié proponer diferentes modificaciones
a la estrategia experimental y definir nuevas perspectivas para el avance del analisis de las
respuestas celulares especificas a la intoxicacién del ratén con la neurotoxina Cn2.

Medicina molecular y bioprocesos, IBT-UNAM 9
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2. SINDROME DE ENVENENAMIENTO OCASIONADO POR LA
PICADURA DE ALACRAN

La picadura de alacran es un importante problema de salud publica en México. En el
2006 se registraron un total de 269 149 intoxicaciones ocasionadas por la picadura de
alacran [1]. El efecto adverso de este envenenamiento comprende fallas severas de
multiples érganos y sistemas como el sistema cardiovascular, el sistema respiratorio, el
sistema nervioso central (SNC) y el sistema inmune [2-6].

2.1. Sintomatologia

La picadura de alacran causa sintomas primarios que son inmediatos y locales como
dolor local, prurito e hiperestesia [6]. Posteriormente, en un corto periodo de tiempo de
entre 5 a 30 minutos, comienzan a presentarse sintomas de alteracion sistémica severa.
Estos ultimos no acontecen de manera generalizada ni parecen llevar un orden especifico.
Las manifestaciones comprenden fallas funcionales en multiples érganos que incluyen:
cerebro, corazén, pulmones, pancreas, intestino, higado y rifidn [5, 7, 8]; estas fallas
multiorganicas generalmente van acompafiadas de complicaciones a nivel sistémico. En
casos severos, en el cerebro se ha detectado congestion cerebral, hemorragias, infarto
cerebral, trombosis cerebrovascular y edema cerebral [3, 7, 9, 10]. Se han detectado
otros sintomas que incluyen alteraciones del SNC como hiperirritabilidad, convulsiones
focales y generalizadas, hemiplejia (paralisis), hipertermia e hipotermia, escalofrios y
piloereccion [3, 6]. Los sintomas como lagrimeo, salivacion, vémito, sudoracion,
fasciculaciones, espasmo laringeo y pupilas dilatadas, también han sido detectados e
indican un efecto neurotdxico general del sistema neuromuscular y el sistema nervioso
autonomo [5, 7]. En el corazén se han detectado arritmias cardiacas (taquicardia vy
bradicardia sinusal), anormalidades electrocardiograficas, hipertensién, hipotension,
danos al miocardio (fibras musculares degeneradas, necrosis local y edema intersticial),
disfuncion sistdlica del ventriculo izquierdo, insuficiencia cardiaca aguda y niveles
anormales de enzimas cardiacas [2, 3, 5, 7]. En relacion al sistema respiratorio se han
registrado arritmias respiratorias (taquipnea, disnea), anormalidades respiratorias
(patrones de respiracién anormal con episodios de jadeo y apnea), shock respiratorio y
edema pulmonar [3, 5]. En el pancreas se ha detectado pancreatitis aguda hemorragica [5,
7]. En el higado se ha identificado necrosis y aumento de enzimas pancreaticas y en el
rindn hemolisis severa y subsecuente falla renal [7]. En el intestino se ha observado
calambres intestinales y ulceras gastricas [11].

Metabdlicamente se han registrado niveles plasmaticos anormales de diferentes
enzimas y metabolitos. Enzimas cardiacas como la isoenzima creatinina fosfoquinasa
fraccion MB (myocardial binding), aumentan en casos de picadura de alacran, se ha
considerado que esta enzima es altamente sensible y especifica para indicar el dafio al
miocardio [2]. Durante la picadura de alacrdn, también se ha registrado un importante
cambio hormonal que ademds de la liberacidn excesiva de catecolaminas, incluye la
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liberacion masiva de hormonas como la angiotensina Il, aldosterona, renina, cortisol y un
estado de elevados niveles de insulina y glucosa en sangre [5, 8]. Estos datos indican un
sindrome de deficiencia energética y la falta de habilidad para usar los sustratos
metabdlicos por los érganos vitales, lo que podria contribuir a la falla de multiples 6rganos
y la muerte [5, 11]. Asi mismo se ha observado que después de la picadura de alacran se
estimula la liberacion de diferentes mediadores quimicos como citocinas y éxido nitrico,
que afectan procesos inflamatorios que pueden ser los responsables de diversas
manifestaciones observadas, como el sindrome de estrés respiratorio, el sindrome de
inflamacidn sistémica severa y la falla de multiples 6rganos [8].

2.2. Origen del efecto ocasionado por la picadura de alacrdn

Los sintomas presentados por las victimas se deben a la sobre-estimulacion del
sistema nervioso auténomo (SNA) causado por los componentes téxicos del veneno del
alacran (neurotoxinas) [6]. Esta sobre-estimulacién resulta en una liberacién masiva de
neurotransmisores, que ha sido considerada como uno de los mayores factores de la
fisiopatologia del envenenamiento. Los sintomas incluyen la activacion del sistema
nervioso auténomo simpatico (taquicardia, hipertensidon, arritmias cardiacas) y
parasimpatico (salivacién, lagrimeo, bradicardia, hipotensién) [6, 12]. La principal causa de
muerte se atribuye a la alteracion funcional del sistema cardiovascular causada por la
liberacion masiva de catecolaminas, junto con las complicaciones provenientes del edema
pulmonar vy el arresto respiratorio [12].

3. VENENO DE ALACRAN

El veneno de los alacranes es una mezcla compleja de componentes bioldgicamente
activos: enzimas, péptidos, nucledtidos, lipidos, mucoproteinas, aminas biogénicas
(histamina, dopamina, noradrenalina, etc.) y otras sustancias desconocidas [12, 13]. La
toxicidad del veneno se debe principalmente al efecto de péptidos conocidos como
neurotoxinas, que afectan especificamente la conductancia de iones en tejidos excitables
[5]. Se ha demostrado que los efectos neurotéxicos estan relacionados con el dafio al
correcto funcionamiento de los canales de sodio [14].

3.1. Neurotoxinas

Se han identificado 4 familias diferentes de toxinas de alacran que interactian con
ez . ra + + - 2+ .

canales idnicos especificos de Na“, K', CI' y Ca”". Usualmente las toxinas que se unen a
canales de potasio y cloro son de 29-41 aminoacidos. Las que se unen a canales de sodio
son mas largas, de 60 a 76 aminoacidos. Las toxinas que se unen a canales de calcio son
poco conocidas [14]. La mayoria de estas toxinas comparten un motivo estructural
conservado que contiene una a-hélice y dos o tres hojas-p unidas por puentes disulfuro
[13].
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4. TRATAMIENTO DE LA PICADURA DE ALACRAN E
IMPORTANTES IMPLICACIONES DE SU USO

El tratamiento para la picadura de alacran, consiste en el uso de medicamentos
sumamente efectivos, que son inmunoglobulinas procesadas con pepsina para producir
fragmentos F(ab)'2, con los que se logra neutralizar el veneno que circula en la victima.
Estos fragmentos purificados se usan como antidoto y se les conoce como faboterapicos o
anti-veneno. Los anti-venenos disponibles son fragmentos F(ab) 2 obtenidos del suero de
caballos inmunizados con macerados del telson de alacranes de varias especies toxicas
[15].

El envenenamiento por picadura de alacran es considerado como una situacion de
emergencia extrema, debido a que las toxinas de los alacranes presentan una rapida
absorcién desde el sitio de la picadura [16] y una rapida distribucidén [3, 16, 17], por este
motivo, para revertir la toxicidad es necesaria la aplicacién temprana del anti-veneno. En
efecto algunos resultados experimentales y clinicos, indican que la administracion
retardada del anti-veneno (2 hrs o mas después de la picadura) aumenta
considerablemente el dafio causado por el veneno en diversos drganos [3, 16-18] y que
existe una asociacidn estadisticamente significativa entre el retardo del inicio del
tratamiento del paciente y la severidad de su estado [19]. En estudios experimentales se
ha evaluado la eficacia neutralizante del anti-veneno, cuando es aplicado de manera
retarda, sobre las toxinas de alacran y se ha registrado una completa neutralizacién de la
neurotoxina en el plasma sanguineo [16]. A pesar de la aplicacidn retardada del anti-
veneno, éste mantiene su capacidad neutralizante pero no revierte los efectos clinicos, lo
que sugiere que la accién de las toxinas ejerce un efecto deletéreo e irreversible antes de
la administracion del anti-veneno y a través de diversos mecanismos moleculares
provocados en células afectadas por las toxinas. El conocimiento de eventos moleculares
ocurridos por la accion de las neurotoxinas de alacran ayudard a entender el mecanismo
de funcionamiento del envenenamiento por picadura de alacran y a mejorar el
tratamiento clinico de los pacientes.
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5. IMPORTANCIA DEL EFECTO DE LAS NEUROTOXINAS SOBRE
CANALES IONICOS

Las sefiales eléctricas son elementos sumamente importantes para el
funcionamiento celular. Estas sefales controlan la contraccion muscular, la secrecion
hormonal, la sensibilidad al ambiente, el procesamiento de informacion en el cerebro y su
salida del cerebro a tejidos periféricos. En células excitables, las sefiales eléctricas también
ejercen una importante influencia en el metabolismo intracelular, la transducciéon de
senales, la expresion de genes, la sintesis, la degradacién y marcaje de proteinas. Las
sefales eléctricas son conducidas por miembros de la super-familia proteica de canales
idnicos. La manera de generar estas sefiales en la célula es mediante potenciales de accién
[20]. El potencial de accién es una alteracion en el potencial de membrana (campo
eléctrico de la membrana) causado por la apertura y cierre de canales dependientes de
voltaje (Fig. 1), de esta manera las neurotoxinas al alterar el funcionamiento normal de
los canales idnicos, pueden producir su efecto toéxico.

+

En esta seccidon nos enfocaremos en las toxinas especificas para canales de Na
dependientes de voltaje, estas toxinas pueden producir una despolarizacidon sostenida de
las membranas de células nerviosas y terminaciones nerviosas, lo cual puede bloquear la
conduccidon de potenciales de accion en los axones de células nerviosas y causar una
liberacion descontrolada de neurotransmisores de la terminaciones nerviosas [5]. La
neurotoxina Cn2, que pertenece a esta familia y la cual fue utilizada en este proyecto, es la
neurotoxina mas toxica aislada del veneno del alacran Centruroides noxius, el cual a su vez
es el alacrdn mas peligroso en nuestro pais [21].

5.1. Neurotoxinas especificas de canales de Na+* dependientes de
voltaje

Las neurotoxinas especificas para canales de Na* han sido divididas en 2 tipos
principales, a y B, basado en los efectos farmacoldgicos que ejercen sobre los canales de
sodio y por sus caracteristicas de unidn. Las a-toxinas se unen al sitio 3 de los canales de
Na®, de un modo dependiente de voltaje. Las toxinas del tipo B se unen al sitio 4
independientemente del potencial de membrana y afectan la activacidén de los canales de
sodio [13]. Los canales de sodio dependientes de voltaje (Na,) modulan el incremento
transitorio de la permeabilidad de sodio, que es la base de la fase de aumento del
potencial de accién en la mayoria de las células excitables (Fig. 1), por lo que cualquier
modificacion en su funcionamiento normal tiene una fuerte repercusion sobre el correcto
funcionamiento celular.
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Figura 1 Esquema de un potencial de accion*.

*El potencial de accidon comienza cuando un estimulo (impulso nervioso) despolariza a la membrana hasta el
umbral de excitacidn (-50 mv), este cambio causa la apertura de de los canales Na," y por consiguiente el Na”*
difunde hacia el interior de la célula. Este movimiento del Na* hace que la membrana revierta el potencial
hasta cerca de +40 mV (fase de despolarizacion). Después, en la fase de repolarizacion, los canales de sodio
se desactivan y el cambio del potencial de membrana, previamente ocasionado por la entrada de Na’,
provoca la abertura de los canales K,". Como resultado los iones de potasio difunden fuera de la célula. La
menor permeabilidad de la membrana al Na* y el aumento de su permeabilidad al K" hacen que el potencial
de membrana cambie a un valor negativo cercano a -80 mV (fase refractaria). Este potencial negativo hace
que los canales de potasio se cierren y finalmente la membrana regresa al estado de reposo [22].

5.2. Canales de Na+* dependientes de voltaje

Los canales Na,” permiten un réapido influjo de sodio en respuesta a la
despolarizacion de la membrana que es la base de la fase ascendente (Fig. 1) del potencial
de acciéon en el nervio, musculo y células endocrinas [20]. Los canales de sodio
dependientes de voltaje estdan compuestos por una subunidad central a (260 kDa
aproximadamente). La subunidad a contiene 4 dominios homadlogos (I-1V), los cuales estdn
compuestos por seis segmentos transmembranales hidrofébicos a-hélice (S1-S6). Los 4
dominios homdlogos internos, forman un ensamblaje radial simétrico con el poro del i6n
en el centro [23]. Estudios bioquimicos y moleculares han permitido asociar el
funcionamiento del canal con ciertas secuencias de aminodcidos o incluso motivos. El
poro, como tal, estd formado por un bucle reentrante que se profundiza en los segmentos
transmembranales S5 y S6 (Fig. 2), los segmentos S4 con la activacion dependiente de
voltaje y la inactivacién con el dominio lll y IV (Fig. 2).

La sola subunidad a es capaz de dar lugar a un canal funcional de sodio, sin embargo
se encuentra asociada a subunidades B (33-38 kDa). Existen 4 diferentes tipos de
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subunidades B (B1, B2, B3, Ba). Estas proteinas poseen un segmento transmembranal y un
domino N-terminal grande, extracelular y homdlogo, en estructura, a una cadena variable
de inmunoglobulina. La subunidad B también posee un segmento C-terminal intracelular
pequefio. Las subunidades B interactian con la subunidad o a través de su dominio
extracelular, modulan la funcidon de la subunidad a, aumentan su expresion celular,
también sirven como moléculas de adhesion celular y en general son requeridas para un
funcionamiento cinético normal y para la apertura dependiente de voltaje [20, 24].

En mamiferos se han identificado 10 genes diferentes que codifican para
subunidades o de canales de sodio dependientes de voltaje: Na,” 1.1- Na,” 1.9 y Na,.
Todos ellos comparten la misma estructura pero con una secuencia de aminoacidos
variable, especialmente en las regiones asociadas a la modulacion del canal [20].

LY

Li/f""’ Subunidad a i

AR El I!Hl :zi J!Im :‘!“ - )| Membrana

w y + U{', e e
In |,H
COOH COOH
Sitio de
inactivacion
NH,
COOH

Sensor de
Voltaje

Figura 2. Representacion de la estructura molecular de Na,"*.

*Se representa la subunidad a y los 4 dominios homélogos (I-1V) cada uno conteniendo 6 hélices transmembranales
hidrofébicas (S1-S6), representados por los cilindros. La cadena polipeptidica esta representada por la linea amarilla. El
sitio de inactivacion esta representado por la particula de inactivacion (residuos hidrofébicos IFM). Las flechas magenta
indican los sitios posibles de receptor del sitio de inactivacion. El poro esta indicado entre los segmentos S5 y S6, el bucle
formado entre estos forma las paredes de la via de conducciéon del ion (en color azul). Los sitios W son sitios probables
de glicosilacidn. Las multiples cargas positivas de residuos en el S4 constituye el sensor de voltaje. Los anillos de residuos
de aminoacidos: DEKA (interno) y EEDD (externo) constituyen el filtro de selectividad [24].

Medicina molecular y bioprocesos, IBT-UNAM 15



Identificacion de eventos moleculares asociados a la intoxicacion con la toxina Cn2 mediante
electroforesis bidimensional

5.3. Mecanismo de modulacion de los canales Na,

Los canales de sodio dependientes de voltaje, como su nombre lo indica, poseen un
mecanismo de activacién dependiente de voltaje. Los segmentos S4 transmembranales
(Fig. 2) contienen motivos repetidos de residuos de aminodacidos cargados positivamente,
seguidos de 2 residuos hidrofdbicos, potencialmente crean una a hélice cilindrica con una
tira en espiral de carga positiva alrededor. La despolarizacidon de la membrana ocasiona el
movimiento hacia afuera de los segmentos S4 a lo largo del espiral, con este movimiento
se inicia la apertura del poro. En el proceso de inactivacion, participa el lazo intracelular
que conecta los dominios Il y IV. Este lazo tiene una estructura de una a-hélice rigida que
en su amino terminal esta flanqueada por dos vueltas, en la segunda vuelta se encuentra
el motivo IFM, llamado asi por contener isoleucina, fenilalanina y metionina (Fig. 2). La
hélice rigida sirve de andamio para presentar el motivo IFM a un receptor en la boca del
poro, esta interaccién ocasiona el cierre de la boca del poro [24]. El movimiento hacia
afuera del sensor de voltaje del dominio IV también estd asociado con el proceso de
inactivacion [25] (Fig. 3).

Cerrado - Descanso

Inactivado

Figura 3. Modulacion funcional del canal de sodio dependiente de voltaje (Na,)*.

*1 Activacién: la despolarizacion de la membrana provoca la abertura del camino de conduccion de iones debido al
movimiento hacia afuera del sensor de voltaje (Segmentos S4). 2 Inactivacion: movimiento hacia afuera del sensor de
voltaje del dominio IV y el movimiento de la particula de inactivacion hacia la boca del poro provocan la inactivacién del
canal. 3 La deactivacion: vuelve al estado de descanso.
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6. NEUROTOXINA Cn2

La neurotoxina Cn2 es considerada como el componente mas toxico, aislado del
veneno del alacran Centruroides noxius (C. noxius), para mamiferos con una LDsy de 0.25
ug/20 gr de peso de raton y representa el 6.8% del veneno total, lo que hace que sea la
proteina mayoritaria en el veneno total [21]. La Cn2 es una B-toxina compuesta de una
triple hebra de hojas-B antiparalelas y una a-hélice estabilizada por cuatro puentes
disulfuro [26] (Fig. 4). Algunos datos indican que los sitios de importancia farmacéutica de
este tipo de toxinas estriba en la region formada por el amino terminal y el carboxilo
terminal [27]. Los canales de Na," son su principal blanco y su efecto consiste en el cambio
de la dependencia de voltaje de la activacion del canal, dirigiéndolo hacia voltajes
hiperpolarizados y la reduccién de la amplitud del pico de la corriente [20].

A\l
\\ ™
L‘ ‘f)

Figura 4. Estructura molecular de la Cn2*.

*B-toxina compuesta de una triple hebra de hojas-B antiparalelas (azul) y una a-hélice (rojo) estabilizada por cuatro
puentes disulfuro (amarillo). Tomado de [26]

6.1. Mecanismo de accion de la Cn2

El mecanismo de acciéon de esta toxina consiste en un proceso conocido como
captura del sensor de voltaje (Voltage Sensor Trapping, VST). La toxina al unirse al canal
de sodio en reposo, causa la reduccién del pico de la corriente de iones de sodio. Cuando
se aplica un prepulso despolarizante sobre el canal, provoca un cambio conformacional en
el sensor de voltaje del dominio Il (S4-Dll), esto promueve una estrecha unién con la
toxina (Fig. 5 y 6). La unién de la toxina impide el regreso del S4-Dll al estado de reposo
ocasionando un cambio en el umbral de activacion a potenciales hiperpolarizados [25].
Recientemente se ha comprobado que el efecto de la Cn2 ha resultado ser bastante
especifico para los canales de Na* dependientes de voltaje del tipo Na, 1.6 [28].
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Figura 5. Efecto de una B-toxina (Cn2)*.

*Registros de pulsos de despolarizacion de canales hNa, expresados en la linea celular HEK293 bajo condiciones control
y en presencia de 70nM de Cn2. a) Registro del control a tres pulsos despolarizantes de -120 mV a -40, -20 y 0 mV. b)
Inhibicion producida por la aplicacién de la Cn2 bajo condiciones similares. c) registro del efecto de la toxina cuando se
aplica un prepulso despolarizante de -120 mV a 20 mV antes de los pulsos de prueba. Tomado de [25].

Cerrado - Preactivado Voktage sensor trapping (VST)

Figura 6. Representacion de la accidn de la neurotoxina Cn2*.

*a) inhibicién de la conductancia de iones de Na* por efecto de la unién de la toxina al sensor de voltaje (ver Fig. 5b). b)-
c) efecto de la toxina después de un prepulso despolarizante, en el cual el sensor de voltajes (S4-Dll) es atrapado, por la
neurotoxina, en una posicion pre-activada, favoreciendo la conductancia de iones a potenciales hiperpolarizados y lo
inhibe a potenciales despolarizados (VST) [28]. Tomado de [25]

6.2. Canales Nay 1.6: blanco principal de la neurotoxina Cn2

Originalmente los canales de sodio fueron caracterizados en base a su farmacologia,
principalmente por su sensibilidad a tetrodotoxina (TTX) [29]. El canal Na, 1.6 es sensible a
TTX. Este canal parece estar distribuido ampliamente en diferentes tejidos del organismo.
En un estudio realizado para analizar la expresion del RNA mensajero (RNAm) de las
subunidades a y B, de los canales de sodio, en diferentes tejidos, resulté que el transcrito
del Na, 1.6 fue ubicuamente expresado en todos los tejidos probados: glandula adrenal,
medula dsea, cerebro, cerebelo, corazén, pulmén, rifidn, pancreas, prdstata, glandulas
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salivales, musculo esquelético, testiculos, timo, glandula tiroidea, traquea, Utero y bazo
[30]. Lo anterior sugiere que modula funciones locales en muchos tejidos, ademas su
amplia distribucion contribuye a que existen mdultiples tipos celulares como blancos
potenciales de la toxina Cn2. El Na, 1.6 también juega un importante papel en la
conduccidn periférica nerviosa tanto del sistema nervioso central como del periférico [30].
La localizacion del Na, 1.6 ha sido determinada por hibridacion in situ e
inmunohistoquimica en todas las neuronas del ganglio de la raiz dorsal, cerebro, cerebelo,
médula espinal y en los nodos de Ranvier de nervios periféricos [31]. La presencia de este
canal fue una de las condiciones tomadas en cuenta para la eleccidon de los tejidos de
estudio.

7. EVENTOS MOLECULARES ASOCIADOS AL
ENVENENAMIENTO POR PICADURA DE ALACRAN

El proceso de envenenamiento causado por la picadura de alacrdan es sumamente
complejo y sus efectos adversos han sido explicados principalmente por el efecto de
sobre-estimulaciéon del SNA, provocando la liberacion masiva de neurotransmisores,
ocasionado por la accidon de neurotoxinas [6], sin embargo se han determinado varios de
los mecanismos que provocan la serie de alteraciones organicas.

La disfuncidon cardiaca ha sido asociada a la alteraciéon en la concentracién de
electrolitos: hiponatremia (baja concentracion de sodio en la sangre), hipercalcemia
(concentracion elevada de calcio en la sangre), hipocalcemia (baja concentracién de calcio
en la sangre), hipercalemia (alta concentracién de potasio en sangre) e hipocalemia (baja
concentraciéon de potasio en sangre). El veneno de Leiurus quinquestriatus, Buthus minaxy
Pandinus exitalis dan lugar a un efecto inotrépico en el cual el bloqueo de canales de Ca*'
provoca su acumulacion en el reticulo sarcoplasmatico del musculo y provoca que la
préoxima contraccion del corazéon sea mds vigorosa [3]. La necrosis del miocardio,
caracterizada por la presencia de hiper-contractibilidad, ha sido asociada al efecto directo
de la toxina gamma de Tytius serrulatus (T. serrulatus) sobre el corazén aislado de rata.
Esto fue comprobado en presencia de la toxina vy, con el bloqueo de la via colinérgica y
adrenérgica (mediante el uso de antagonistas), estos bloqueadores lograron inhibir los
efectos cronotrdpicos (bradicardia y taquicardia), lo cual indica que este efecto depende
de la liberacién de neurotrasmisores, sin embargo el efecto inotrépico (aumento de
contractilidad) no fue inhibido lo cual indica que la toxina provoca un efecto inotrdpico
por su accidn directa sobre los cardiomiocitos. Es probable que tal efecto, sea ocasionado
por la alteracion del funcionamiento normal de los canales de Na, lo cual podria provocar
la sobreacumulacién de Ca®'. Este incremento de calcio podria ser el mecanismo para
explicar el incremento de contractilidad [32].

Una propuesta interesante, respecto a los mecanismos moleculares, esta asociada a
la respuesta inflamatoria sistémica, que involucra la estimulacién del sistema inmune. El
veneno de alacran tiene la capacidad de liberar catecolaminas, corticosteroides,
bradiquinina y prostaglandinas, por lo que puede estimular el eje neuroendocrino-
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inmunoldgico, debido a que se ha probado que todas estas sustancias inducen la
liberacion de mediadores inmunoldgicos [8, 33]. La respuesta inflamatoria es una cascada
gue involucra sistemas, elementos celulares y la liberacion de mediadores y es
considerada como el evento primario después de la exposicion al veneno [8]. En general
se ha considerado que participa en fendmenos como dolor local, vasodilatacion,
incremento de la permeabilidad vascular y la produccion de mediadores quimicos como
citocinas, 6xido nitrico, prostaglandinas y leucotrienos [11].

El edema pulmonar, producido por la picadura de alacran, es una de las condiciones
mas severas y peligrosas que podrian conducir a la muerte. La discusién en cuanto a su
origen es aun activa, sin embargo los estudios realizados hacen pensar que este evento es
cardiogénico (se debe a la presencia excesiva de catecolaminas) y que esta asociado a la
disfunciéon del miocardio, a la anormalidad del movimiento del ventriculo izquierdo y al
incremento de la presidén en la arteria pulmonar [3]. Sin embargo, existen datos que
sugieren un origen no cardiogénico, influenciado por la liberacién de sustancias
vasoactivas (factor activador de plaquetas, leucotrienos y prostaglandinas), que
incrementan la permeabilidad vascular y estan asociados a fendmenos de la vasculatura
pulmonar y la permeabilidad de la membrana [34, 35]. Un interesante estudio sobre el
posible origen molecular del edema pulmonar demuestra que, en parte, se debe a la
activacion de la cascada inflamatoria y liberacidn de mediadores de inflamacidn, incluso se
ha registrado un severo incremento en la expresion del RNAm de citocinas inflamatorias y
no inflamatorias [36], sin embargo poco se sabe sobre cdmo es que el veneno del alacran
desencadena la activacion de esta cascada. Se han llevado a cabo estudios usando el
veneno de T. serrulatus y se ha demostrado, mediante la deplecidn de nervios sensoriales,
gue este veneno provoca la liberacion de neuropéptidos por nervios sensoriales aferentes
[37]. Estos neuropéptidos, al actuar sobre sus receptores especificos, pueden provocar la
activacion de otros tipos celulares. En este sentido se ha demostrado un papel importante
de los receptores de tachikinina NK1, cuyo principal ligando es la sustancia P, debido a que
al bloquearlos se ha observado una importante disminucién del edema pulmonar.
Mediante la deplecion de mastocitos, se reveld que la activacion de este tipo celular y la
subsecuente liberacion de sustancias mediadoras como el factor activador de plaquetas
(PAF, Platelet-activating factor), prostaglandinas y leucotrienos son importantes en la
formacion del edema pulmonar [38].

Ciertos tipos celulares, como los macréfagos, se han observado bajo el efecto de
neurotoxinas. La importancia de estas células estriba en que ademas de embeber y
destruir patdgenos son capaces de liberar sustancias mediadoras como: citocinas, lipidos
bioactivos, especies reactivas de nitrogeno y oxigeno [39]. En macréfagos se han
estudiado algunos eventos moleculares generados por la intoxicacion. En estos
experimentos, se observd que los macréfagos peritoneales de ratén, expuestos a la toxina
Ts1 de T. serrulatus, presentaban un balance alterado de citocinas inflamatorias. En la fase
aguda de respuesta a Tsl, se observd un estado pro-inflamatorio, caracterizado por una
mayor presencia de citocinas pro-inflamatorias, que provocd una respuesta
compensatoria anti-inflamatoria, involucrando citocinas anti-inflamatorias [40].
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En otro estudio, también llevado a cabo en macréfagos, bajo el efecto de la misma
toxina y el veneno total de T. serrulatus, se observd que el veneno causé cambios
morfoldgicos en los macréfagos que consistian en el incremento de formacion de
vacuolas, en la modificacion de la forma redonda y extension, asi como oscilaciones en las
concentraciones internas de calcio. Las modificaciones morfoldgicas involucran el
incremento en la activacion de los macréfagos y se correlacionaron con las oscilaciones de
Ca’*. Las oscilaciones de Ca®" podrian ser explicadas por el efecto que tiene la toxina Tsl
sobre los canales Na,”, debido a que modifica su apertura hacia potenciales mas
negativos, lo cual provoca la despolarizacion de macréfagos y consecuentemente la
entrada de Ca?* a través de los canales de calcio dependientes de voltaje [39]. La
activacion de macrofagos resulta en un incremento metabdlico, estimula la secrecion de
factores de crecimiento, citocinas y mediadores de inflamacién y aumenta la actividad
fagocitica.

En el caso del veneno de C. noxius, se ha reportado un aumento en el balance de
citocinas pro-inflmatorias (TNF, IL-6) y anti-inflamatorias (IL-10) en el suero de ratones
tratados con el veneno total de C. noxius [41]. Otro de los mediadores que han sido
relacionados con el envenenamiento por la picadura de alacran es el oxido nitrico. Altos
niveles de NO se observaron después de la inyeccidn con T. serrulatus [4].

Evidentemente, la intoxicacién con la picadura de alacran es un fendmeno muy
complejo, debido a que comprende diferentes vias y procesos que producen la alteracion
funcional del organismo en general. Los mecanismos moleculares involucrados no se
conocen con claridad.

8. TEJIDOS ELEGIDOS PARA SU ANALISIS

8.1. Ganglios de la raiz dorsal

Los ganglios de la raiz dorsal (DRG) fueron uno de los tejidos que se analizaron en
este proyecto. Se eligieron por dos razones principales: por la alta presencia de canales
Na, 1.6 [31] y porque son tejidos muy importantes que transmiten informacién sensorial
de la periferia (piel y 6rganos viscerales) al sistema nervioso central.

La percepcion del medio ambiente que rodea a los organismos es sumamente
importante para la sobrevivencia y por lo tanto el organismo tiene la capacidad de percibir
y procesar estimulos del ambiente, a través de receptores sensoriales, que son
transmitidos al sistema nervioso central (SNC) y de este modo se genera una respuesta
[42]. En este caso la médula espinal es un elemento clave debido a que desempefia tres de
las funciones mas importantes de un individuo: la sensacién, el control auténomo y el
control motor. Una complicada red de neuronas trabajan en conjunto con el resto del SNC
para permitir un perfecto control de las funciones sensoriales, auténomas y motoras [43].
Diferentes dérganos sensoriales de las estructuras periféricas inician estas modalidades
sensoriales, pero son contactados por los axones de las neuronas de los DRG. Las
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prolongaciones de estos axones forman los nervios periféricos [43]. Los nervios periféricos
se proyectan hacia diferentes partes del cuerpo y reciben la informacion sensorial captada
por los receptores sensoriales distribuidos en el cuerpo y transmiten la informacién hasta
la médula espinal. Los DRG contienen los cuerpos de neuronas unipolares cuyo axén se
bifurca y da lugar a dos procesos axonales: proceso central y proceso periférico [44]. El
proceso central se refiere a las proyecciones de las células de la raiz dorsal que hacen
contactos sinapticos con neuronas del SNC. El proceso periférico se refiere a la interaccion
de la proyeccion axonal con los receptores sensoriales de la piel y los muisculos [44].

Los receptores sensoriales se localizan en la piel, en el intestino, en otros érganos
viscerales, en el musculo y en las articulaciones [42], que tienen la capacidad de percibir la
energia térmica, la electromagnética, la mecanica o quimica (proveniente del ambiente) y
convertirlas en impulsos eléctricos y transmitirlos en forma de potenciales de accién.

Rafz dorsal /

Neurona del ganglio
delaraizdorsal

Nervio espinal

Raiz Gangliodela
ventral || raiz dorsal

Figura 7. Esquema de la localizacion y estructura de los ganglios de la raiz dorsal [42].

8.1.1. Mecanismos propuestos en los DRG por efecto de 1a Cn2

Diversos estudios sobre el analisis del perfil proteédmico de los DRG, mediante
electroforesis bidimensional (2-DE), se han llevado a cabo para entender diferentes
fendmenos biolégicos como el efecto crénico de la morfina [45], el efecto de la
hiperalgesia [46], del dolor neuropatico [47, 48], entre otros. Esto significa que tanto la
técnica empleada (2-DE) como el perfil proteémico de los DRG resulta ser un elemento
sobresaliente para comprender diversos fendmenos fisiologicos.

En lo que respecta al efecto de la neurotoxina Cn2 sobre los DRG puede estar
influenciado por dos vias. Una es por la interaccion directa de la Cn2 sobre los canales de
sodio de los DRG, pero también puede ocurrir que la neurotoxina afecte los canales de
organos periféricos (corazon, pulmon y otros) provocando una serie de alteraciones que
ocasionen una respuesta en las neuronas de los DRG. Existe evidencia para ambos casos.
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En el primer caso, se sabe que la Cn2 ocasiona un cambio en el umbral de activacion a
potenciales hiperpolarizados de los Na, 1.6 [25]. Se sabe que los canales de sodio
dependientes de voltaje son los responsables del inicio y conduccién de potenciales de
accion. La llegada de un potencial de accién a una terminal nerviosa aumenta las
concentraciones intracelulares de Na* y Ca*. La entrada de calcio a las neuronas a través
de los canales de calcio dependientes de voltaje se asocia con una variedad de procesos
intracelulares [49]. Evidentemente la Cn2 podria estar afectando procesos celulares muy
importantes, ya que se ha reportado que la Cn2 estimula la liberacion de GABA (acido
aminobutirico) en sinaptosomas de raton [50]. En el segundo caso, debido a que el canal
Na," 1.6 parece estar ubicuamente expresado en diferentes tejidos [30, 51] y a que se ha
observado que el veneno de alacran es absorbido hacia el torrente sanguineo para
distribuirse a diferentes érganos [3], la toxina Cn2 podria estar ejerciendo un efecto
directo sobre los canales idnicos de diferentes tejidos periféricos. Las terminaciones
nerviosas de los tejidos periféricos contactan con las terminaciones axonales de las
neuronas de los DRG, por lo que el efecto sobre los DRG podria originarse de esta manera.
En el miocardio se ha comprobado la existencia del canal Na,” 1.6 funcionalmente activo
[52] y en general en el sistema cardiovascular se han observado diferentes desérdenes
fisiolégicos ocasionados por la picadura de alacran [3]. El entorno cardiaco esta
cambiando constantemente y esto es transmitido a diversas neuronas, entre ellas, las que
se encuentran en los DRG, estas neuronas tiene la capacidad de transmitir tanto sefiales
mecdnicas como quimicas [53]. Durante la isquemia del miocardio (fenémeno inducido
por la picadura de alacrdn) se ha visto que la liberacion de adenosina, bradiquinina y ATP,
a partir de las terminaciones nerviosas del miocardio [54]. Estos mediadores quimicos
pueden provocar una respuesta en las neuronas de los DRG como la sobre-expresién del
neuropéptido nociceptina/orfanina FQ (N/OFQ) [55] o de la sustancia P [56]. Los cambios
inducidos por la isquemia aguda en el miocardio estimulan las terminaciones nerviosas del
corazdn y la respuesta neuronal asociada a las neuronas aferentes primarias (presentes en
los DRG), lo cual se podria expresar como un cambio en la liberacién y presencia de
neurotransmisores [56]. Un evento estimulante como la picadura de un alacran involucra
multiples alteraciones sistémicas y locales, que pueden producir importantes cambios en
el funcionamiento de las neuronas sensoriales de los DRG. Estos cambios se pueden
reflejar en una produccién diferencial de proteinas, enzimas, receptores moleculares,
neuropéptidos, segundos mensajeros y otras moléculas importantes.

8.2. Cerebelo

Otro de los tejidos analizados en el presente proyecto fue el cerebelo. El cerebelo
esta involucrado principalmente en la regulacion motora de las extremidades, ojos y
dedos y el aprendizaje motor [57]. Recientemente se han propuesto otras funciones en las
que podria estar involucrado como en funciones cognitivas, que aun es materia de un
intenso debate [58] y se piensa que podria participar en la nocicepcidn. Algunas
proyecciones cerebelares influencian la respiracion, modulan la detecciéon de Ia
discrepancia sensorial y la prediccidon de eventos sensoriales [59].

Medicina molecular y bioprocesos, IBT-UNAM 23



Identificacion de eventos moleculares asociados a la intoxicacion con la toxina Cn2 mediante
electroforesis bidimensional

El cerebelo se divide en corteza, una regiéon medular (materia blanca) y muchos
nucleos cerebelares profundos (neuronas localizadas centralmente); a su vez la corteza
cerebelar (Fig. 8) estad constituida por tres capas: capa de células granulares (contiene
principalmente células granulares), capa media o de células de Purkinje (contiene
principalmente células de Purkinje) y la capa molecular que contiene principalmente
prolongaciones celulares y pocos somas neuronales [60].

Superficie pial ._l Capa molecular

Capa de células de
Purikinje

II_I_"_

Capa de células
granulares

JL

-| Materia blanca

Figura 8. Esquema de la cito arquitectura basica de la corteza cerebelar*.

*Tres tipos de proyecciones nerviosas aferentes: Fibras ascendentes (Cf), fibras musgosas (Mf) y fibras aminérgicas (DA,
NA, 5-HT). 5 principales tipos de neuronas: Célula de Purkinje (P), células granulares (Gr), células de canasta (B), células
estrelladas (S). También se ilustra, el glomérulo (Gl) y la salida al ncleo profundo cerebelar (DCN) [61]

El cerebelo consta principalmente de 5 tipos celulares: células de Purkinje,
granulares, estrelladas, de canasta y células de Golgi. Los axones de las células granulares
se prolongan hasta la capa molecular, en donde se bifurcan formando fibras paralelas que
contactan con las dendritas de las células de Purkinje. Las fibras paralelas son
glutamatérgicas y generalmente excitan a las células de Purkinje. Las células estrelladas y
de canasta mandan proyecciones inhibitorias a las células de Purkinje debido a que son
GABAérgicas. Las células de Golgi también hacen conexiones inhibitorias pero con las
células granulares. Las células de Purkinje son los decodificadores finales de la informacion
en la corteza cerebelar debido a que son las Unicas células que recogen informacién fuera
de la corteza hacia los nucleos intracerebelares [59]. En general el cerebelo recibe
informacidén de las fibras musgosas (provenientes de diferentes areas de sistema nervioso)
y de las fibras ascendentes (provenientes de la oliva inferior). Las fibras musgosas hacen
sinapsis con las células granulares y de Golgi mientras que las fibras ascendentes hacen
sinapsis con las células de Purkinje [60]. La manera en que las neuronas cerebelares
responden a estas sefiales depende directamente del tipo de canales idnicos que estan
expresando y de la localizacién subcelular de esos canales.
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8.2.1 Mecanismos propuestos en cerebelo por el efecto de la Cn2

Mediante hibridacion in situ e inmunolocalizacion se ha demostrado que el canal Na,
1.6 esta presente en las células de Purkinje, células granulares, interneuronas de la capa
molecular, glia Bergman y en neuronas cerebelares profundas [60]. A pesar de la
presencia del Na, 1.6 en el cerebelo, este se halla protegido por la barrera
hematoencefalica (BHE), lo cual podria impedir el paso de la neurotoxina al cerebelo y
evitar la interaccién entre ésta y el canal de sodio. La barrera hematoencefalica es una
estructura compleja constituida, principalmente, por células endoteliales de la red del
sistema nervioso central (SNC) [62]. El endotelio que forma la BHE se caracteriza por ser
continuo y porque cada borde celular esta intimamente unido a la célula adyacente y de
ese modo sella la hendidura intercelular lo que hace impermeable a la pared interna del
capilar cerebral [62]. La BHE cumple con funciones como proteger al SNC de agentes
potencialmente neurotdéxicos que comunmente circulan en la sangre y regular el
intercambio entre la sangre circulante y el tejido nervioso, lo que permite mantener la
homeostasis del microambiente quimico del SNC. Se ha estudiado la posibilidad de que el
veneno o diferentes componentes de él crucen esta barrera y los resultados han sido
negativos [63], sin embargo se han reportado casos de infarto cerebelar severo [9, 64]
durante la intoxicacién por picadura de alacran. Esto se ha explicado como un efecto
causado por diferentes alteraciones sistémicas periféricas como: aumento agudo de la
presion arterial que rompe vasos desprotegidos o enfermos, miocarditis toxica que
provoca arritmias que dan lugar a la embolia cerebrovascular, hipercoagulabilidad,
coagulacién intravascular diseminada, vasculitis causada por el veneno e hipotension
causada por miocarditis, hiperactividad parasimpatica y deshidratacion [65]. El cerebelo
también influencia varias funciones del sistema nervioso auténomo incluyendo la
respiracion [66] y el sistema cardiovascular [67], dos de los principales sistemas afectados
por la picadura de alacran.

En base a lo anterior se considera que el efecto de la intoxicacién en el cerebelo,
dificilmente sera ocasionado por la disfuncidn causada por la accién directa de la
neurotoxina sobre los canales idnicos, pero si puede ser ocacionado por el desorden
metabdlico y sistémico provocado en dérganos periféricos. El cerebelo fue elegido con la
intencion de analizar una respuesta no ocasionada por el efecto de la interaccidon entre la
neurotoxina y los canales de sodio del cerebelo, sino de los mecanismos afectados por
esta interaccion, en otros tipos celulares, que repercutan en el funcionamiento del
cerebelo. Diversos estudios incluyen el analisis del perfil protedmico con 2D-PAGE del
cerebelo en diferentes condiciones como el alcoholismo crénico [68], el desarrollo post-
natal [69], bajo el efecto de canabinoides [70], comparando su perfil con otros tejidos del
cerebro [71, 72]. Esto indica que tanto la técnica empleada (2-DE) como el perfil
protedmico del cerebelo resultan elementos importantes para comprender diversos
fenémenos fisioldgicos.
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9. FUNDAMENTOS TECNICOS

9.1. Electroforesis bidimensional en gel

Actualmente los estudios protedmicos han sido ampliamente utilizados debido a
gue consisten en el estudio de las propiedades de proteinas (niveles de abundancia,
modificaciones postraduccionales, interacciones, etc.) a gran escala para obtener una
vision global e integrada de procesos celulares y redes a nivel proteico [73]. Ademas el
patron de abundancia de proteinas (proteoma), se encuentra en un estado de flujo
dindmico, constantemente cambiando y respondiendo a estimulos, lo que permite que su
estudio represente diversos procesos celulares [74].

La protedmica consiste en dos pasos fundamentales: la separacidn de proteinas y su
identificacion. La electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida (2D-PAGE, two
dimensional polyacrilamide gel electrophoresis), en conjunto con la espectrometria de
masas de alta sensibilidad, ha resultado ser de las técnicas mas recurridas en estudios
protedmicos [73]. La 2D-PAGE es una herramienta analitica poderosa que permite la
caracterizacidon de mezclas complejas de proteinas , debido a que se monitorean dos de
las principales caracteristicas de las proteinas: carga y peso molecular [75]. La 2D-PAGE
resulta de la combinacidn de dos procedimientos electroforéticos de alta resolucién:

° Isoelectroenfoque (IEF, primera dimensién): separa a las proteinas en base a su
punto isoeléctrico (pl).

° Electroforesis SDS-PAGE (sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis,
segunda dimension): separa a las proteinas en base a su peso molecular.

El producto de esta técnica es un patron de manchas en el gel de poliacrilamida.
Cada mancha representa proteinas separadas en base a su punto isoeléctrico (pl) y su
peso molecular. Basicamente el método consiste en la preparacién de la muestra, IEF,
electroforesis SDS-PAGE, tincion, analisis de imagen y la identificacion por espectrometria
de masas.

9.1.1. Preparacion de la muestra

La preparacion eficiente y reproducible de la muestra es un elemento clave para la
doble dimension. La muestra aplicada a la 2D-PAGE debe contener proteinas
desnaturalizadas, sin agregados, reducidas y completamente solubilizadas para lograr la
rotura de las interacciones moleculares y asegurar que cada mancha represente un
polipéptido individual [76]. La preparacion de la muestra debe ser tan simple como sea
posible para incrementar la reproducibilidad. En el caso de las muestras provenientes de
tejidos completos hay tres pasos fundamentales: lisis celular, inactivacion o eliminacion de
sustancias de interferencia y solubilizacién de proteinas. No existe un solo protocolo capaz
de ser aplicado de manera general para el tratamiento de las muestras debido a que se
requiere de un proceso de optimizacién para cada muestra que sera tratada [77].
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La lisis celular se logra con uno o la combinacion de diferentes mecanismos: lisis
osmotica, lisis con detergentes, lisis enzimatica de la pared celular, sonicacién, molienda
en nitrégeno liquido, alta presién u homogenizacién con camas de vidrio, etc. [78]. La
eleccion del método dependerd del tipo de muestra, el tipo de tejido y el tipo de estudio
[77]. Durante la lisis celular, es necesario que se inactiven proteasas, lo cual se logra con el
uso de inhibidores de proteasas o bien de procesos que provoquen su inactivacion (hervir
la muestra, bajo pH) [77, 78]. Con esto se evitara la degradacién de proteinas que de otra
manera resultaria en una pérdida de proteinas de alto peso molecular y en modificaciones
de las proteinas.

Sustancias de interferencia como iones de sal o polisacaridos entre otros pueden
interferir con el dptimo desarrollo de etapas posteriores. Las sales pueden interferir con el
IEF reduciendo la resistencia y dificultando el alcance de altos voltajes necesarios para el
IEF [77, 79]. Otras sustancias como polisacaridos y acidos nucleicos pueden interactuar
con los anfolitos y las proteinas produciendo un patrén rayado [77]. La eliminacién de
sustancias de interferencia, se puede lograr con el uso de la precipitacion de proteinas con
solventes organicos, dialisis o incluso con el uso de paquetes comerciales. Los métodos
mas eficientes son la precipitacion usando cloroformo-metanol, acido tricloroacético
(TCA) o acetona, que a su vez permiten eliminar diversos contaminantes y romper
complejos eficientemente, previniendo la actividad de proteasas irreversiblemente [79].

La solubilizacién consiste en la ruptura de interacciones macromoleculares,
incluyendo puentes disulfuro e interacciones no covalentes, con el fin de separar las
cadenas polipeptidicas y conseguir una completa desnaturalizacién de las proteinas.
Generalmente se recurre al uso de agentes caotrépicos, agentes reductores,
amortiguadores y anfolitos, con la condicion de que no aumenten la fuerza idnica de la
solucion, para que permita la aplicacion de altos voltajes durante el enfoque sin provocar
altas corrientes. Durante el proceso de solubilizacién se debe prevenir cualquier
modificacion de los polipéptidos en el medio de solubilizacién [80] y mantener las
proteinas en solucién hasta el final de la doble dimensién, debido a que en el IEF se
pueden encontrar problemas severos como la interaccién entre proteinas de diferentes
pl, eventos de precipitacion debido al alto coeficiente de friccion durante la entrada de la
muestra en el gel y el bajo grado de solubilidad de las proteinas a su pl, lo cual también
puede resultar en la precipitacion de proteinas [80]. Normalmente la ruptura de puentes
disulfuro se logra agregando en exceso un compuesto tiol al medio de solubilizacion. Los
mas usados son agentes reductores como el ditiotreitol (DTT) o el ditioeritritol (DTE) [76].
Las interacciones no covalentes (enlaces idnicos, puentes de hidrogeno e interacciones
hidrofdbicas) [80], se rompen con el uso de agentes caotrdpicos y detergentes. Los
agentes caotrépicos mas usado son la urea y la tiourea. La urea resulta muy eficiente para
la ruptura de puentes de hidrogeno [80] y la tiourea es mejor rompiendo interacciones
hidrofdbicas. Las mezclas de urea y tiourea exhiben un alto poder solubilizador [76, 80]. El
uso de detergentes siempre es incluido en el medio solubilizador para muestras de 2D-
PAGE. Los detergentes se usan para eliminar interacciones hidrofébicas y para
incrementar la solubilidad de las proteinas a su pl. Estos detergentes no deben ser idnicos,
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para permitir la migracion de las proteinas de acuerdo a su carga. Los detergentes
comunmente usados son CHAPS o su analogo hidroxilo CHAPSO [80]. Los anfolitos
acarreadores ayudan a contrarrestar el efecto de insuficiente sal en la muestra, debido a
gue muchas proteinas tienden a precipitarse en su pl y un requerimiento de sal ayuda a
mantener la solubilidad.

9.1.2. Isoelectroenfoque

La primera dimensidon (IEF) consiste en la separaciéon de proteinas en base al
contenido de aminodcidos acidos o bdsicos. Los grupos cargados de los residuos
aminoacidicos son los que contribuyen a la carga neta de la proteina. Para cualquier
proteina, el pH al cual el numero de cargas positivas es igual al nimero de cargas
negativas es conocido como punto isoeléctrico (pl). Cuando el pH es igual al pl la carga
neta de la proteina es cero y no tendra movilidad electroforética [75]. El
isoelectroenfoque se lleva a cabo en un gradiente de pH, bajo la accién de un campo
eléctrico, lo cual provocard el movimiento de la proteina en el gradiente donde su carga es
cero. Una proteina con carga positiva migrara hacia el catodo, haciéndose menos positiva
progresivamente conforme se va moviendo a través del gradiente, hasta alcanzar su pl.
Una proteina con carga negativa migrara hacia el anodo, volviéndose cada vez menos
negativa, hasta alcanzar su pl. Si una proteina se difunde lejos de su pl, esta
inmediatamente gana carga y migra hacia su pl. Este es el efecto de enfoque del IEF, el
cual concentra las proteinas en sus pls y permite la separacion de proteinas en base a
diferencias de carga muy pequefias [75].

Los métodos modernos para el IEF utilizan un gel delgado de poliacrilamida como un
tamiz molecular que contiene un gradiente de pH inmovilizado (IPG), que garantiza
gradientes de pH extremadamente estables permitiendo mayor reproducibilidad. Las tiras
IPG se pueden producir en el laboratorio [77] o bien pueden ser adquiridas
comercialmente. Las tiras secas de IPG comerciales son muy populares debido a su facil
manejo y mejor reproducibilidad de resultados [77].

El IEF se realiza generalmente en equipos como el sistema de isoelectroenfoque
Ettan IPGphor (Amersham Biosciences), que contienen una fuente de poder de alto
voltaje. La resolucion del proceso esta determinada por la curva del gradiente de pH y la
fuerza del campo eléctrico. Es muy util aplicar un gradiente voltaje/tiempo en las tiras
para minimizar las diferencias en cuanto a conductividad proveniente de las cantidades
variables de sales entre las tiras de IPG [79]. El IEF generalmente se lleva a cabo por un
numero constante de volt-horas (V-hr), esta unidad es la integral de los volts aplicados en
el tiempo. Los sistemas de IEF deben tener un sistema de refrigeracién para asegurar la
reproducibilidad debido a que los valores de pK de las proteinas y de los amortiguadores
usados son altamente dependientes de temperatura [79].

La aplicacion de la muestra también es importante para obtener buenos resultados
en la 2D-PAGE, existen diferentes modos de aplicacién de la muestra a la tira IPG de la
primera dimension: rehidratacion en gel, rehidratacidon activa y carga en copa (cup-
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loading). La rehidratacion en gel actualmente es el método preferido, debido a que facilita
la aplicacién de altas cantidades de muestras y reduce los tiempos de enfoque [81].

Después del IEF, es necesario equilibrar las tiras IPG, con el fin de permitir la
solubilizacién de las proteinas previamente enfocadas y de una completa interacciéon de
las proteinas con el dodecil sulfato sddico (sodium dodecy! sulfate, SDS) de la segunda
dimensién. El equilibrio se lleva acabo tratando las tiras IPG con amortiguadores
reductores que contengan SDS y DTT/iodoacetamida para asegurar que las proteinas
estan completamente cubiertas con SDS, que las cisteinas estan reducidas y alquiladas
[77].

9.1.3. Segunda dimensién SDS-PAGE

En la segunda dimensidn las proteinas se separan en base a su peso molecular, en
geles de poliacrilamida y en presencia de SDS. El SDS es un detergente anidnico que
rompe casi todas las interacciones no covalentes de las proteinas nativas, lo que provoca
la desnaturalizacidén de las proteinas. Los aniones de SDS se unen a la cadena principal
polipeptidica a razén de un SDS por cada dos residuos de aminoacidos. Este complejo de
SDS con una proteina desnaturalizada tiene una gran carga negativa, que es
aproximadamente proporcional a la masa de la proteina. La carga negativa conseguida por
la union de SDS es normalmente mucho mayor que la carga de la proteina nativa, por lo
que esta se considera no significativa [82]. Durante la electroforesis los complejos SDS-
proteina migran hacia el dnodo y su movilidad es principalmente dependiente de su peso
molecular pero también puede ser influenciada por su hidrofobicidad. La migraciéon de las
proteinas en estas condiciones es linealmente proporcional al logaritmo de su masa [79].
Las proteinas pequefias se desplazan rapidamente a través del gel, mientras que las
grandes se quedan arriba. Con la ayuda de la comigracion de marcadores estandar de
peso molecular, se puede aproximar el peso molecular de los polipéptidos.

En principio los geles SDS-PAGE pueden ser corridos con diferentes sistemas de
amortiguadores, sin embargo el sistema discontinuo de Laemmli [83] es el sistema
comunmente usado, se emplea Tris-cloruro pH 8.8 en el gel y SDS-Tris-glicina en el
amortiguador de corrida [79, 81]. La matriz estdndar es una capa homogénea con
determinada concentracion de acrilamida total (T) y una concentracion de bis-acrilamida
(C), que dependera de las condiciones del estudio. Los geles de gradiente SDS-PAGE
brindan un amplio rango dindmico de resolucién, pero es mas dificil hacerlos consistentes
y reproducibles, lo cual es vital para los estudios cuantitativos de proteémica [79]. El
grosor del gel varia entre 1.5 mm y 0.5 mm. Geles mas delgados tienen una mejor
estabilidad dindmica, se pueden enfriar mas eficientemente y pueden ser corridos mas
rapido pero son mas dificiles de tefir y dan lugar a la pérdida de muestra [79].

La electroforesis se puede hacer tanto verticalmente como horizontalmente. Los
sistemas verticales son mas comunes y hay equipos en los que se puede correr hasta 12
geles simultaneamente. Los sistemas horizontales son poco usados pero su ventaja es el
bajo consumo de reactivos [79].
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9.1.4. Deteccién de proteinas

La visualizacién de las proteinas se lleva a cabo mediante la tincion del gel. Existen
diferentes métodos pero las caracteristicas ideales para un método de tincién consisten
en una alta sensibilidad, un rango lineal dindmico amplio (nimero de dérdenes de
magnitud en donde la respuesta del detector aumenta proporcionalmente con la cantidad
de proteina), una alta reproducibilidad y compatibilidad con los procedimientos post-
electroforéticos de deteccion de proteina como espectrometria de masas [77].

Los métodos de deteccién usados en geles de doble dimensién pueden ser
clasificados como a) detecciéon con colorantes organicos, b) deteccidon por precipitacion
diferencial de sales, c) deteccion por reduccién de iones metalicos, d) deteccion por
fluorescencia y d) deteccidn con isétopos radioactivos [78]. Las tinciones mas usadas son
las de colorantes organicos, la reduccion de iones metalicos y fluorescencia.

Los colorantes organicos mas populares corresponden a la familia trifenilmetano,
colorantes de azul de coomassie: Coomassie G-250 y R-250. Este colorante se une no-
covalentemente a los grupos amino de las proteinas y debido a que son anidnicos
requieren de un medio acido para la interaccion electroestatica [78, 84]. Este colorante es
barato, de facil uso y compatible con la mayoria de los subsecuentes analisis de proteinas
por espectrometria de masas (MS). Actualmente el mas usado es el coomassie G-250 en
dispersion coloidal. Posee una alta afinidad por las proteinas, lo cual resulta en buenos
limites de deteccidon (10-100 ng) sin embargo posee un estrecho rango lineal dindmico de
un orden de magnitud [85].

Los métodos por reduccidén de iones metalicos, como la tincién con plata se basan
en la saturacion del gel con iones de plata, lavando los enlaces mas débiles y reduciendo
los enlaces proteina-ion para formar plata metalica. Actualmente hay mas de 100
diferentes variantes de esta tincién. En general se pueden clasificar en tincidon de plata
alcalina y tincién de plata acidica, dependiendo de las condiciones usadas para la
impregnacion de plata. Los métodos alcalinos se llevan a cabo con un complejo de
diamina de nitrato de plata en un ambiente altamente alcalino (hidréxido de sodio y
amonio). Posteriormente los patrones se desarrollan en soluciones acidicas de
formaldehido [86]. Los métodos acidicos usan nitrato de plata en agua (soluciones acidas
débiles) para la impregnacién del gel y los patrones se desarrollan en soluciones de
formaldehido a pH alcalino. Con la tincion con plata se puede detectar de 100 pg a 1 ng
de proteina sin embargo tienen rango dindmico muy estrecho (1 a 2 érdenes de magnitud)
[86].

Los colorantes fluorescentes usualmente detectan la proteinas mediante uniones no
covalentes, bien uniéndose directamente a la proteina o al SDS que cubre a la proteina.
Las proteinas son teiiidas simplemente empapando el gel en una solucién acuosa que
contenga el fluoréforo. Estos métodos resultan muy sensibles, tienen un amplio rango
dindmico, una buena linearidad de deteccién y son faciles de usar [78]. Un ejemplo es
SYPRO Ruby ® (Molecular Probes).
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9.1.5. Andlisis de imdgenes

Uno de los principales objetivos de la protedmica es la identificacion de Ia
abundancia diferencial de proteinas entre muestras control y muestras en condiciones
experimentales. Esto se refiere a la identificacién de manchas de proteina que se inhiben
(desaparecen), se inducen (aparecen) o bien cambia su abundancia (su intensidad
aumenta o disminuye). El analisis de los geles obtenidos por 2D-PAGE se hace con
programas de computo especializados, para esto el gel debe ser digitalizado previamente
y la imagen obtenida es analizada en el programa. Cuando la imagen es sometida al
proceso de andlisis computacional, el programa limpia la imagen para reducir el ruido de
fondo y quitar rayas verticales y horizontales, después las manchas individuales son
detectadas y cuantificadas. La intervencidon activa del usuario es necesaria para un
correcto analisis. Posteriormente comienza el analisis comparativo entre la serie de geles
a ser procesados, este paso es dificil debido a la inherente irreproducibilidad de los geles
por lo que también requiere intervencién del usuario, que se encarga de marcar varias
manchas y con esto el programa puede comenzar a marcar el resto de las manchas
automaticamente [77, 87].

9.1.6. Espectrometria de masas

La 2D-PAGE con IPGs, combinado con la identificacion de proteinas por
espectrometria de masas (MS) es la metodologia mayormente empleada en estudios
protedmicos [77]. Cuando alguna proteina es detectada en el gel 2D-PAGE, se corta de
éste, bien sea de manera automatica o manual y se somete a un procedimiento de
preparacion para su posterior sometimiento a MS que comprende: destincion,
modificacidon quimica y digestion [88]. En este proyecto la identificacion de proteinas se
llevo a cabo por LC-MS/MS (cromatografia liquida acoplada a espectrometros de masas
capaces de producir espectros en tandem). La MS hoy en dia es una de las técnicas mas
usadas para la identificacion de proteinas debido a su alta sensibilidad y rapidez. En la MS
las biomoléculas, en este caso proteinas, primero son digeridas usando proteasas
especificas, que permiten la ruptura especifica en determinados sitios de la proteina
(generalmente se usa tripsina) para obtener fragmentos peptidicos de la proteina. Una vez
obtenida la mezcla de péptidos, se separan de acuerdo a sus caracteristicas hidrofdobicas o
hidrofilicas mediante una columna HPLC que esta acoplada al espectrometro de masas.
Posteriormente los péptidos son ionizados por la accidon de un fuerte potencial eléctrico.
Una vez ionizado el analito entra a un sistema de vacio (espectrémetro de masas) en
donde es guiado por campos magnéticos y el radio masa-carga (m/z) es medido siguiendo
su trayectoria especifica en este sistema de vacio, de esta manera se genera el espectro
de masas, del cual se puede calcular el peso molecular de determinado fragmento
peptidico. Al someter los espectros de fragmentacién o las secuencias de estos péptidos a
los bancos de datos se obtiene una identificacién de una determinada proteina de forma
muy segura.
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10. JUSTIFICACION

Para este proyecto, en particular, podemos definir dos tipos de eventos que ocurren
durante el proceso de envenenamiento por la picadura del alacran: eventos primarios y
eventos secundarios. El primero se refiere al reconocimiento del canal idénico por la
neurotoxina, este evento primario, como se describidé anteriormente, consiste en la unién
de la toxina al canal de sodio y mediante un mecanismo conocido como Voltage Sensor
Trapping, la union de la toxina impide el regreso del sensor al estado de reposo
ocasionando un cambio en el umbral de activacién a potenciales hiperpolarizados. Los
eventos secundarios, se refieren a la red de eventos moleculares que ocurren a nivel
celular ocasionados por el efecto primario de la neurotoxina. Estos ultimos han sido poco
estudiados y en realidad poco caracterizados.

Con el fin de tener mayor conocimiento del proceso de envenenamiento, es
necesario identificar y analizar los eventos moleculares (moléculas y procesos) inmediatos
a la accion primaria de neurotoxinas. Por tal razdon en esta tesis se propuso analizar a nivel
protedmico la respuesta celular al efecto de la neurotoxina Cn2, mediante la comparacion
del perfil proteémico de tejidos como los ganglio de la raiz dorsal (DRG) y cerebelo de
ratones intoxicados con la neurotoxina Cn2 y ratones control. Los DRG fueron elegidos por
la alta presencia de canales Na, 1.6 y por su importante funcidén bioldgica. El cerebelo fue
elegido debido a su importante actividad bioldgica sobre drganos que se han visto
afectados por el envenenamiento por la picadura de alacran y porque se han observado
serias alteraciones en el cerebelo de pacientes bajo el efecto de la picadura de alacran.

11. HIPOTESIS

El efecto de la neurotoxina Cn2 causa cambios en los niveles de abundancia proteica
celular, tanto en el los ganglios de la raiz dorsal como en el cerebelo de ratones tratados
con la Cn2; estos cambios pueden ser detectados mediante el analisis del perfil
protedmico obtenido por 2D-PAGE.

12. OBJETIVO GENERAL

Analizar el patrén de abundancia proteica de ganglios de la raiz dorsal y cerebelo de
ratones control y ratones sometidos al efecto de la neurotoxina Cn2.

12.1. Objetivos especificos
. Purificar la toxina Cn2 a partir del veneno total de Centruroides noxius

° Establecer una estrategia adecuada para la extraccion y limpieza de las proteinas
provenientes de los DRGs y cerebelo.

° Establecer las condiciones éptimas de elaboracion de geles bidimensionales, que
brinden buena resolucion.
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° Comparar, mediante un programa de cdmputo de andlisis de imagen (PDQuest),
geles bidimensionales del tejido control y tratado, tanto de DRGs y cerebelo.

° Identificar por MS las proteinas cuya abundancia presente diferencias entre los
tejidos control y tratado.

13. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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14. METODOLOGIA

14.1. Purificacion de la toxina Cn2

La purificacion de la toxina Cn2 requiere de una serie de cromatografias, que
previamente han sido descritas [89], la primera de ellas consiste en una cromatografia de
filtracion en gel, seguida por tres cromatografias de intercambio iénicoa pH 4.7,6 y 8y la
verificacion de la pureza de la neurotoxina por cromatografia liquida de alta presion
(HPLC, High Performance Liquid Chromatography).

14.1.2. Cromatografia de filtracién en gel

Quinientos mg del veneno total liofilizado, se resuspendieron en 5 ml de
amortiguador de acetato de amonio 20 mM, pH=4.7. La muestra se aplicé a una columna
de vidrio con un didmetro de 1.8 cm y 200 cm de largo, empacada por gravedad con
Sephadex G-50 medio. La resina fue previamente hidratada y preparada en 200 ml de
amortiguador de acetato de amonio.

La columna, conteniendo la resina, fue equilibrada con el mismo amortiguador de
resuspension del veneno, acetato de amonio 20 mM pH 4.7. Este mismo amortiguador
también fue usado para la elucién. Se colectaron muestras de 2.5 ml por tubo mediante
un colector de fracciones. La separacién fue monitoreada mediante el registro grafico del
detector de absorbancia con sensibilidad de 0.1 (uvicord). La corrida se llevé a cabo a
temperatura ambiente y a presion constante. Posteriormente se leyd la absorbancia a 280
nm de cada uno de los tubos obtenidos, para finalmente colectar cada una de las
fracciones separadas. Todos los amortiguadores usados en esta cromatografia y en las
subsecuentes fueron filtrados con papel filtro de 0.45 um mediante un sistema de vacio.

14.1.3. Cromatografia de intercambio idnico

Los siguientes procesos cromatograficos, consistieron en 3 cromatografias de
intercambio idnico a diferente pH (4.7, 6 y 8). Todas estas se llevaron a cabo en una
columna de vidrio de 0.6 cm de didmetro y 30 cm de largo, empacada por gravedad con
carboximetil-celulosa (CMC-32) previamente hidratada y preparada de la siguiente
manera: 1) se lavé durante 5 min con 1M de NaOH, 2) se filtré con papel de 150 mm
mediante un sistema de vacio, 3) se lavoé durante 5 min con agua bidestilada (2-3 veces),
4) se filtré con papel de 150 mm mediante un sistema de vacio, 5) se lavé durante 5 min
con 1 M HClI, 6) se filtré con papel de 150 mm mediante un sistema de vacio, 7) se lavo
durante 5 min con agua bidestilada (2-3 veces), 8) se filtré con papel de 150 mm mediante
un sistema de vacio y 9) la resina se puso en el amortiguador adecuado (de acuerdo al
amortiguador usado durante la cromatografia correspondiente).

Cada una de estas cromatografias se corrio con la ayuda de una bomba peristaltica
de flujo controlado. Las muestras fueron colectadas mediante un colector de fracciones,
acumulando 2.5 ml por tubo. La separacion fue monitoreada mediante el registro grafico
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del detector de absorbancia con sensibilidad de 0.1 (uvicord). Las corridas se llevaron a
cabo a temperatura ambiente y a presion constante. Después de cada una de las corridas
se leyd la absorbancia a 280 nm de cada uno de los tubos obtenidos, para finalmente
colectar cada una de las fracciones separadas.

14.1.3.1. Cromatografia de intercambio iénico pH 4.7

La fraccidn I, obtenida de la primera separacion por filtracion en gel se fraccioné en
una columna de carboximetil-celulosa (CMC) a pH 4.7. La columna cromatografica, se
equilibré pasando 200 ml de amortiguador de acetato 20 mM pH 4.7. Una vez lista la
columna, se procedid a cargar la muestra. Se aplicaron 120 mg de la fraccién I,
aproximadamente, y se comenzd la elucién con un gradiente lineal de 0 a 0.5 M de NaCl
en el amortiguador de acetato previamente mencionado. Después de que el gradiente
termind, se paso 50 ml de NaCl 1 M para recuperar los componentes que se quedaron en
la columna. Finalmente con el fin de limpiar la columna se pasd un gradiente reverso de 1-
0 M de NaCl preparado con el amortiguador de fosfato de sodio que se usd a
continuacion.

14.1.3.2. Cromatografia de intercambio ionico pH 6

El componente II-9, obtenido de la cromatografia anterior, fue fraccionado en la
columna CMC a pH 6. Esta vez la columna fue equilibrada con 200 ml de amortiguador de
fosfato de sodio 50 mM a pH 6. Previo a la aplicacién de la muestra, la fraccidn se sometid
a un proceso de didlisis usando bolsas de dialisis con un limite de exclusién de 3500 Da. La
dialisis consistié en 4 cambios de 10 min cada uno, con el amortiguador de fosfato de
sodio 50 mM a pH 6. Se aplicaron 27 mg del componente 1I-9. Se usé un gradiente de
elucién de NaCl de 0 a 0.38 M preparado en amortiguador de fosfato de sodio. Una vez
gue termind el gradiente, se procedid de la misma manera que la cromatografia anterior.

14.1.3.3. Cromatografia de intercambio ionico pH 8

El componente 11-9.2 se fracciond en una columna de CMC a pH 8. Esta fraccidn
también se sometid a un proceso de didlisis antes de ser aplicada a la columna. La dialisis
fue muy similar a la anteriormente descrita, con la diferencia de que se uso el
amortiguador de fosfato de sodio 50 mM a pH 8. La columna fue preparada equilibrandola
con el gradiente reverso de la cromatografia anterior. Se aplicé un total de 24.31 mg del
componente 11-9.2. Se usé un gradiente de elucion de NaCl de 0 a 0.30 M preparado en el
amortiguador de fosfato de sodio 50 mM pH=8. Una vez que termind el gradiente, se
pasé 50 ml de NaCl 1 M para recuperar los componentes que hayan quedado en la
columna.
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14.1.4. Cromatografia liquida de alta presién (HPLC)

Para asegurar la pureza de la Cn2, el componente I-9.2.2 separado en la
cromatografia anterior, se sometid a un proceso de cromatografia liquida de alta
resolucién. Se usé una columna en fase reversa C-18. Se corrié en un gradiente de 0-60%
de B (acetonitrilo mas 0.1% de acido trifluro-acético, TFA) en 60 minutos. Los
componentes cromatograficos se colectaron para su posterior determinacién de masa.

14.1.5. Espectrometria de masas

De los componentes cromatograficos obtenidos por HPLC se determind su masa por
espectrometria de masas para asegurarnos de que el componente cromatografico
correspondia a la Cn2 y no a otro componente.

14.2. Tratamiento de animales

Se usaron ratones machos de la cepa CD1 de 20-28 gr. Se dividieron en dos grupos:
tratado y control. Los primeros fueron tratados con una dosis correspondiente a la dosis
letal media (LDsp) de Cn2 (0.25ug/20 g de peso de ratdn). La aplicacion de la toxina se hizo
mediante una inyeccion intraperitoneal. Los ratones control se trataron con PBS. A los 15
min, los animales se sacrificaron mediante dislocacion cervical. En corto tiempo se
procedid a extraer el tejido de interés (DRG y cerebelo). El tejido se conservd en criotubos
con PBS adicionado con un coctel de inhibidores de proteasas (Complet®, Roche) y
fosfatasas (Phostop®, Roche). Los criotubos se mantuvieron a -80 2C en nitrégeno liquido
para su posterior tratamiento. El mismo procedimiento se llevé a cabo en otro de los
experimentos pero esta vez aumentando la dosis inyectada a cuatro LDso (1 pg/20 g de
peso de raton) y sacrificando el animal a los 25 minutos, en este caso solo se disectd el
cerebelo.

14.2.1. Extraccidon de tejidos

El proceso quirdrgico para la extraccidn de los ganglios de la raiz dorsal requirié la
exposicion del canal vertebral. Para esto se cortd la cabeza del ratdon y se hizo un corte en
la piel a lo largo de la columna vertebral. Se abrid el canal vertebral haciendo pequefios
cortes de 0.5 mm, aproximadamente, a lo largo de la parte superior de la columna
vertebral. Una vez que el canal quedd descubierto, se extrajo la medula dsea, tratando de
dejar completamente limpio el canal vertebral para tener una buena visibilidad.
Posteriormente se hicieron cortes sobre las vértebras en un angulo de 452 con respeto al
eje vertebral, esto con el fin de ver el foramen intervertebral, que son los espacios donde
se encuentran los DRG. Con unas pinzas se extrajeron los DRG toracicos (Fig. 9). La
extraccion del cerebelo resultd mas sencilla debido a que sélo requirid cortar la cabeza del
ratén y a partir del canal medular se fue abriendo el craneo hasta dejar completamente
descubierto el cerebro para extraer el cerebelo y se procedid a almacenar en las
condiciones indicadas anteriormente. En general el proceso de extraccion de los tejidos se
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realizd con sumo cuidado y rdpidamente para evitar la accion de proteasas y otras
modificaciones del tejido.

a)

Figura 9. Extraccion de los ganglios de la raiz dorsal*.

*a) Decapitacidon b) Apertura y limpieza del canal vertebral c) localizacidn y extraccidn de los ganglios, circulo negro
indica localizacion de un ganglio.

14.3. Estandarizacion del procesamiento de tejidos

La preparacion eficiente y reproducible de la muestra es un elemento clave para la
doble dimensién. En el caso de las muestras provenientes de tejidos completos hay tres
pasos fundamentales: lisis celular, inactivacion o eliminacion de sustancias de
interferencia (limpieza de la muestra) y solubilizacién de proteinas.

14.3.1. Lisis celular

Los ganglios de la raiz dorsal fueron tratados con diferentes amortiguadores de lisis
celular: 1) CHAPS-Urea-Tiourea (7 M urea, 2 M tiourea y 2% CHAPS), 2) CHAPS-Urea(8 M
urea, 2% (w/v) CHAPS, 2% anfolitos), 3) TRIzol® (/nvitrogen), 4) Tritdn (10 mM Tris-HCI pH
7.4, 50 mM NaCl, 5mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.05% SDS), 5) CHAPS 2% (20 mM HEPES, 5
mM Na-EDTA, 255 mM sacarosa y 2% CHAPS), 6) CHAPS 4% Urea-Tiourea (7 M urea, 2 M
tiourea y 4% CHAPS), 7) CHAPS 4% Urea (8 M urea, 4% (w/v) CHAPS, 2% anfolitos) y 8)
CHAPS 4%(20 mM HEPES, 5 mM Na-EDTA, 255 mM sacarosa y 4% CHAPS).

Los ganglios de la raiz dorsal previamente preservados en nitrégeno liquido se
trataron con 200 pl de cada uno de estos amortiguadores de lisis (suplementados con
inhibidores de proteasas y fosfatasas). Para una mayor eficiencia de la ruptura celular se
sonicaron durante 1 min a intervalos de 10 segundos. Durante el procedimiento las
muestras se mantuvieron en un bafio de hielo. En los ultimo tres tratamientos, el tejido
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fue macerado en N, con un pistilo de plastico. El protocolo de TRIzol® fue diferente y
consistio en tratar a la muestra como sigue: 1) se agregd 1 ml de TRIzol®, 2) se sonicd por
1 min a intervalos de 10 segundos, 3) se agregd 0.2 ml de cloroformo, 4) se mezclo (vortex
15-30 segundos), 5) se incubd 5 min a temperatura ambiente, 6) se centrifugd a 12000
rom por 15 min a 4 2C, 7) se anadié 1.5 ml de isopropanol (por cada ml de TRIzol®) a la
interfase y la fase organica, 8) se incubd 20 min a temperatura ambiente, 9) se centrifugd
a 14 000 rpm por 15 min a 4 2C, 10) se removié sobrenadante, 11) se lavé el precipitado 3
veces con 0.3 M de hidrocloruro de guanidinio (GuHCl) en 95% etanol (solucion de
lavado), 12) en cada lavado, se afiadid 1 ml de la solucidon de lavado por cada ml de
TRIzol®, 13) se disgrego el precipitado, 14) se esperd 15 min entre lavado y lavado, 15)
después del lavado final se agregd 1 ml de etanol al 100%, 16) se centrifugd a 10 000 rpm
por 5 min a 4 2C y 17) se disolvid el precipitado en amortiguador de rehidratacién (8 M
urea, 2 % CHAPS y 0.002% de azul de bromofenol) y se sonicd.

14.3.2. Limpieza de la muestra

Después del proceso de lisis se continud con la limpieza de la muestra, con el fin de
eliminar sustancias de interferencia como iones de sal o polisacaridos. Para esto se
probaron dos diferentes métodos: precipitacion con cloroformo-metanol [90] y el paquete
comercial 2-D Clean-up Kit® (GE Healthcare). Ambos consisten en la precipitacion, este
proceso generalmente es usado para concentrar y separar las proteinas selectivamente de
otras especies contaminantes [91]. El tratamiento del paquete comercial se llevd a cabo
de acuerdo a las indicaciones del fabricante. El procedimiento de precipitacién con
cloroformo-metanol consiste en tratar 150 pl de muestra (conteniendo de 150-300 pg de
proteina) de la siguiente manera: 1) se afiadieron 600 pul de metanol, 2) se mezclé (vortex),
3) se afiadieron 150 ul de cloroformo, 4) se afadieron 450 pl de agua tetradestilada, 5)
Mezclar (vortex), 6) se centrifugd a 12 000 rpm durante 5 min, 7) se afadieron 450 ul de
metanol, 8) se mezclé (vortex), 9) se centrifugd a 12 000 rpm por 5 minutos, 10) se quitd
sobrenadante y 11) se disolvié el precipitado en amortiguador de rehidratacién.

14.4. Cuantificacion de proteina

La proteina se cuantific6 por el método de Bradford [92], con algunas
modificaciones especificas. La determinacion de la concentracion de las muestras se hizo
en paralelo con una curva estandar de calibracién de albimina bovina sérica (BSA a 600
mg/ml), que comprendié de 0 — 15 pg (en intervalos de tres) y que se aford a 25 pL con el
amortiguador IPG. Al igual que a las muestras problema, se les adiciond 175 pulL de agua
tetradestilada, 800 L de reactivo de Bradford y se mezclé inmediatamente incubandose
durante 5 min a temperatura ambiente. Al finalizar la incubacion se leyd la absorbancia a
595 nm. En la siguiente tabla se muestran las indicaciones para la elaboracion de la curva
estandar y la preparacion de las muestras (Tabla 1). El reactivo de Bradford fue preparado
con: 0.001% coomassie G-250, 4.15% etanol y 8.15% acido fosfdrico.
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Tabla 1. Elaboracion de curva estandar para la cuantificacion por Bradford.

Tubo ug BSA uL BSA Amltz’gl?ﬁf)dor tetrad:si::da (uL) BT'::::JI:: (‘;‘:—)

1 0 0 25 175 800

2 3 5 20 175 800

3 6 10 15 175 800

4 9 15 10 175 800

5 12 20 5 175 800

6 15 25 0 175 800
Muestra No BSA sélo 5 plL de 20 175 800
problema muestra problema

14.5. Electroforesis unidimensional

Para la eleccidn del tratamiento 6ptimo de los tejidos utilizados en este proyecto,
fue necesario el andlisis de las muestras obtenidas con determinado tratamiento,
mediante geles de poliacrilamida-SDS al 12% de una dimensién, elaborados con una
solucion monomérica de 30% de acrilamida (%T) y 2.6% de bis-acrilamida (%C), con el
sistema discontinuo de Laemmli [83].

La muestra se cuantifico por Bradford y en este caso se aplicé una concentracién
total de proteina de 30 pg. La muestra se prepard agregando una tercera parte del
amortiguador de la muestra (125 plL Tris-HCI, 10 uL SDS al 10%, 100 uL glicerol, 0.5% de
azul de bromofenol y 10% de mercaptoetanol, aforar a 1 ml), después la muestra fue
calentada durante 5 minutos en agua hirviendo y finalmente se aplicé en el gel
cuidadosamente.

Los geles se corrieron en una camara de electroforesis modelo QSV (IBl), en geles
de 11 por 9 cm. La separacion electroforética se llevd a cabo suministrando 10mA por gel,
con corriente constante y con el amortiguador de corrida Tris-glicina. Cada gel se corrid
hasta que el frente del azul de bromofenol se encontrd en el extremo inferior.

14.5.1. Tincion

Los geles se trataron con la solucion fijadora: 40% metanol y 10% acido acético,
durante toda la noche y en agitacién constante. Posteriormente, para su tincion, el gel se
colocd en la solucion de azul de coomassie “blue silver” [93]: 10% acido fosférico, 10%
sulfato de amonio, 0.12% coomassie G-250 y 20% metanol. Este proceso se llevo a cabo
durante el dia y en agitacidon constante. Finalmente el gel se destifié con agua destilada.
Los geles se escanearon en un escaner de uso comercial (EPSON, Perfection 1260).
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14.6. Electroforesis bidimensional

El analisis protedmico de las muestras se hizo mediante electroforesis bidimensional
en gel (2D-PAGE). Estd técnica comprende la primera dimensién y segunda dimension.

14.6.1. Primera dimensiéon

La primera dimensién se llevd a cabo en el sistema de enfoque isoeléctrico Ettan
IPGphor 3 (GE Healthcare). Se usaron tiras de gradiente de pH inmovilizado (/PG strips,
Sigma Aldrich). La longitud usada de las tiras fue de 7 y 13 cm, con un rango de pH 3-11.
Basicamente la primera dimension consiste en la rehidratacién de la tira, la aplicacion de
la muestra y el isoelectroenfoque (IEF). Las tiras IPG deben ser rehidratadas antes del IEF.
En este caso la muestra se incluyd en la solucidén de rehidratacién para incluir la carga de
la muestra durante el proceso de rehidratacion. Las tiras de 7 cm se rehidrataron con 125
pl de la solucién amortiguadora de rehidratacion (ver anexo 3) y 140 ug de muestra. Las
tiras de 13 cm se rehidrataron con 250 pl de esta solucidn, con la diferencia de que se
cargaron 200 ug de muestra. Los anfolitos, el DTT y la muestra fueron aplicados justo
antes de su uso. La rehidratacién se llevd a cabo en la bandeja de rehidratacion
(Amersham Bioscience), a temperatura ambiente y durante toda la noche. La soluciéon de
rehidratacion se colocd en uno de los canales de la bandeja y la tira IPG se colocd sobre la
solucidon a manera de que hubiera contacto entre ambos. El carril se cubrié por completo
con aceite mineral para minimizar la evaporacion y evitar la cristalizacién de la urea.
Después de la rehidratacidn, se procedié de acuerdo a las especificaciones del fabricante.
El IEF se llevd a cabo en el sistema Ettan IPGphor 3, a una temperatura de 20°C. En el caso
de las tiras de 7 cm el isoelectroenfoque se realizé acumulando un total de 5750 Vh,
aplicando un maximo de 75 pA por tira y con el protocolo de la tabla 2. Para el caso de las
tiras de 13 cm el IEF se realizé acumulando 15500 Vh, aplicando un maximo de 75 uA por
tira y con el protocolo de la tabla 3.

Después del IEF las tiras fueron almacenadas a -80 2C, hasta su posterior uso en la
segunda dimensidn. Antes de la segunda dimension, cada una de las tiras IPG fueron
sometidas a un proceso de equilibrio. Este proceso consistid en dos pasos. El primero fue
poner la tira durante 15 min, en el amortiguador de equilibrio con DTT y otros 15 min, en
la misma solucién de equilibrio pero con iodoacetamida (ver anexo 3). Todo el proceso de
equilibrio se llevo a cabo en agitacidén constante.

14.6.2. Segunda dimensiéon

La segunda dimension se llevd a cabo en geles de gradiente de poliacrilamida-SDS
de 4% a 20%. Los geles se prepararon con una solucion monomérica de 30% de acrilamida
(%T) y 2.6% de bis-acrilamida (%C). El gradiente de poliacrilamida se hizo con la ayuda de
un formador de gradiente (gradient maker) de 50 ml. Por su parte los geles de
poliacrilamida-SDS de una sola concentracion de 12.5%, fueron preparados con la misma
solucion monomeérica.
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La segunda dimension se llevé a cabo en dos camaras verticales de electroforesis.
Las tiras de 7 cm se corrieron en una camara de electroforesis modelo QSV (/B/), en geles
de 11 por 9 cm. Las tiras de 13 cm se corrieron en una camara de sistema dual Ow/ P10DS
(Thermo Scientific) en geles de 20 por 20 cm. Las tiras IPG se colocaron horizontalmente
sobre el gel de acrilamida y el sistema se sellé con agarosa al 1% adicionada con 0.002%
de azul de bromofenol. La separacion electroforética se llevd a cabo suministrando 10 mA
por gel, con corriente constante y con el amortiguador de corrida Tris-glicina pH 8.8. Cada
gel se corrié hasta que el frente del azul de bromofenol se encontraba en el extremo
inferior.

Tabla 2. Protocolo de corrida del IEF tiras 7 cm

Paso Gradiente/Paso Volts Volts-hora (Vh)
1 Paso 300 200

2 Gradiente 1000 300

3 Gradiente 5000 4000

4 Gradiente 5000 1250

Tabla 3. Protocolo de corrida del IEF tiras 13 cm

Paso Gradiente/Paso Volts Volts-hora (Vh)
1 Paso 500 500

2 Gradiente 1000 800

3 Gradiente 8000 11300

4 Gradiente 8000 2900

14.6.3. Tincién y digitalizacion

Una vez concluido el proceso electroforético, el gel fue tratado con la solucién
fijadora: 40% metanol y 10% acido acético. Este proceso se llevd a cabo durante toda la
noche y con agitacién constante. Posteriormente, para su tincion, el gel se colocd en la
solucién de tincién, coomassie “blue silver” [93] (ver anexo 3). Este proceso se llevd a
cabo durante el dia y en agitacién constante. Finalmente el gel se destifid con agua
destilada. Los geles fueron escaneados en el escaner Typhoon trio (Amersham
Biosciences). Se escane6 con el laser de excitacién 633 nm (Filter Red) y el filtro de emision
520 nm. El analisis computacional de los perfiles protedmicos se hizo mediante el uso del
programa PDQuest 8.0.1 (Bio-Rad). El analisis de imagen consistié en la comparacion del
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grupo de geles control y tratados de cada uno de los experimentos. Se compararon los
valores normalizados de cuantificacion (intensidad total, que corresponde a la cantidad
total de determinada mancha en el gel) de las manchas de cada miembro del experimento
y se eligieron las que presentaron diferencias de minimo 30% y que ademads presentaron
un comportamiento de abundancia similar, aunque las diferencias fueran variables en
cada uno de los miembros del experimento, es decir que su disminucion o aumento de
cantidad, con respecto al control, fue constante.

14.7. Escision e identificacion de proteinas

Las manchas de interés se removieron del gel cortandolas cuidadosamente. Cada
una de las manchas cortadas se lavaron 3 veces durante 5 minutos con solucidn fijadora y
se guardaron a -80 °C hasta su posterior uso. El tratamiento posterior de las manchas se
hizo en la unidad de protedmica del Instituto de Biotecnologia (IBT, UNAM). A grandes
rasgos el tratamiento consistid en la digestidn enzimatica “in gel” de la proteina contenida
en la mancha, la extraccién de los péptidos, desalado a través de ZipTips® (puntas de
pipeta de 10 pL con una cama de medio de cromatografico fijado en su extremo, para
concentrar y purificar péptidos o proteinas antes de la espectrometria de masas) y andlisis
de espectrometria de masas por LC-MS/MS. Mediante la obtencion del espectro de masas
de los fragmentos (péptidos) de la proteina y su analisis en los bancos de datos, se obtuvo
la identificacion de las proteinas.
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15. RESULTADOS

15.1. Purificacion de la neurotoxina Cn2

15.1.1. Cromatografia de filtracién en gel

El veneno del alacran Centruroides noxius (500 mg) se fracciond por cromatografia
de filtracion en gel, utilizando como fase estacionaria Sephadex G-50, como se detalla en
la seccion de materiales y métodos. De esta cromatografia se obtuvieron 3 fracciones: la
fraccion | (F-1) que contiene la actividad hialuronidasa, la fraccién Il (F-1l) que es la mayory
la Unica fraccion téxica y la fraccion Il (F-1ll) que corresponde a los componentes
moleculares de menos peso molecular (Fig. 10).
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Figura 10. Cromatograma del veneno total de C. noxius separado por cromatografia de filtracion en gel*.

*Fraccionamiento de 500 mg del veneno total de C. noxius mediante una cromatografia de filtracion en gel
con Sephadex G-50 (ver materiales y métodos). Se obtuvieron tres fracciones Fl, Fll y Flll, de las cuales la F-II
corresponde a la fraccién que contiene la neurotoxina Cn2.

15.1.2. Cromatografia de intercambio idnico

La fraccion Il (F-11), que contiene las neurotoxinas, se separd en una columna de
intercambio catidnico (carboximetil celulosa) a pH 4.7 con un gradiente salinode 0a 0.5 M
de NaCl. En esta separacion se obtuvieron 14 fracciones, de las cuales la fraccion 9,
llamada FII-9, contiene a la toxina Cn2 (Fig. 11A). La fraccion Fll-9, se fraccioné en una
columna de intercambio catidnico a pH 6.0 con un gradiente de NaCl de 0 a 0.38 M (Fig.
11B) y se lograron separar 4 componentes (F-11-9.1 — F-11-9.4). De estos, el componente
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cromatografico principal, F-11-9.2, que contiene a las toxinas Cn2 y Cn3, requiere de un
paso adicional de separacién por intercambio catidnico a pH 8.0, para poder tener ambas
toxinas en forma homogénea (Fig. 11C). De esta separaciéon se obtuvieron tres
componentes (F-11-9.2.1 — F-11-9.2.3), de los cuales el componente 11-9.2.2 corresponde a la
neurotoxina Cn2.
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Figura 11. Cromatogramas de separacion de las cromatografias de Intercambio I6nico*.

*A) Cromatograma de separacion de la fraccidn F-1l obtenido por cromatografia de intercambio idénico a pH
4.7. Se obtuvieron 14 componentes y la fraccion F-11-9 contiene la Cn2. B) Cromatograma de separacion de la
F-1I-9 por cromatografia de intercambio iénico a pH 6. Se obtuvieron 4 componentes, de los cuales la
fraccién F-11-9-2 contiene a la Cn2. C) Cromatograma de separacion de la fraccién F-11-9.2 obtenido por
intercambio idnico a pH 8, se obtuvieron 4 componentes y la F-11-9.2.2 corresponde a la neurotoxina Cn2.
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15.1.3. Cromatografia liguida de alta presiéon (HPLC)

Para asegurar la pureza de la Cn2, el componente F-11-9.2.2 separado en la
cromatografia anterior, se sometié a una cromatografia liquida de alta presién (HPLC) con
una columna de fase reversa C18. La pureza de la toxina se confirmé por espectrometria
de masas, obteniendo un componente de 7588 Da, correspondiente al peso molecular
esperado para esta toxina.

En la tabla 4 se muestran las cantidades y porcentajes de las fracciones, que
contienen a la toxina Cn2, obtenidas en cada paso cromatografico

Tabla 4. Rendimiento de proteina durante cada uno de los pasos cromatograficos de la purificacion de la

Cn2
Columna Componente Proteina Proteina
proteico obtenida (mg) obtenida (%)
Veneno Total 500 100
Sephadex G-50 Fll 476 95.2
CM-C 32 (pH 4.7) FI-9 33.68 6.736
CM-C 32 (pH 6) F11-9.2 2431 6.19
CM-C 32 (pH 8) F11-9.2.2 12.72 2.54
HPLC F11-9.2.2 12.296 2.46

15.2. Tratamiento del tejido

Para establecer la estrategia adecuada de extraccion y limpieza de proteinas, se
probaron diferentes soluciones, con diferentes concentraciones de detergente vy
diferentes agentes caotrdpicos, asi como diferentes métodos fisicos de lisis celular como
sonicacion y maceracién en frio y diferentes métodos de limpieza de la muestra. Esto con
el fin de encontrar un método que nos permitiera obtener una mayor cantidad vy calidad
de proteinas para tener una buena resolucion en los geles de doble dimension.

Para la eleccion del mejor tratamiento de la muestra se tomd en cuenta la
recuperaciéon de proteina total (determinado por cuantificacion de proteina por Bradford),
el patrén de resolucion y separacidén observado tanto en geles de una dimensién como en
geles de doble dimensién de 12.5% de acrilamida con tiras IPG de 7 cm pH 3-11 (detalles
en el anexo 1).
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Finalmente, el tratamiento que nos brindd mejores resultados fue el amortiguador
de lisis CHAPS al 4%, en conjunto con la precipitacion con cloroformo-metanol vy
macerando en frio en conjunto con la sonicacién. Este tratamiento fue uno con los que se
obtuvo mayor cantidad de proteina, una mejor resolucién de manchas y no requiere de
excesiva manipulacion de la muestra por lo que no resulta en riesgos de producir
modificiaciones en la muestra.

15.3. Anadlisis del perfil proteomico

Con el fin de obtener una primera aproximacién del perfil protedmico, por medio de
la 2D-PAGE, se analizaron los geles de DRG y cerebelo tratados con la Cn2. La primera
dimension se hizo con tiras de 7 cm y la segunda dimension en geles de gradiente (4%-
20%). Una vez digitalizados, se hizo el analisis cuantitativo de las manchas detectadas
mediante el programa PDQuest 8.0.1 (Bio-Rad).

En cerebelo identificamos un total de 350 manchas, 17 de las cuales se observaron
menos intensas y 20 con mayor intensidad en los geles correspondientes al tejido tratado
en comparacion a lo observado con el tejido control (Fig. 12). Respecto a los DRG (Fig. 13)
se detectaron alrededor de 340 manchas, de las cuales 16 presentaron menor intensidad y
19 mayor intensidad en el tejido tratado. Seis de estas proteinas se analizaron por
espectrometria de masas y se lograron identificar 4 que corresponden a la lectina, y-
sinucleina, a y B globina (Fig. 13)

Con este experimento se logré estandarizar y optimizar algunos aspectos de la
metodologia como: el tratamiento y limpieza de la muestra, la concentracién de
acrilamida necesaria en la segunda dimensién para lograr una buena separacion de las
proteinas, las condiciones de corrida de la electroforesis, el uso del software para el
analisis digital de los geles y la escision manual de las manchas.

15.3.1. Ganglios de la raiz dorsal

Para lograr una mejor resolucion de los geles, el experimento de los DRG se repitid
por triplicado, con tiras IPG de 13 cm vy la segunda dimension se hizo en geles con 12.5%
de acrilamida, debido a que la distribucion de las manchas, en los geles de gradiente de 4-
20% acrilamida se concentré principalmente al centro del gel (ver anexo 2), por lo que no
fue necesario el uso de gradiente para tener una buena resolucién de proteinas.

En estas condiciones se detectaron alrededor de 470 manchas y 2 de ellas
presentaron menor intensidad y otras 2 mayor intensidad de proteina en el tejido tratado
con la toxina Cn2 (Fig. 14).

Con este experimento se establecidé que el poder resolutivo de la doble dimensién
mejoré considerablemente al aumentar el tamafno de los geles, debido a que la cantidad
de manchas que pudimos identificar fue mayor a la que detectamos con geles mas
pequefios. El hecho de que en estos geles sélo detectamos 4 manchas con diferencias
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cuantitativas, indicd que gran parte de las diferencias observadas en los geles de 7 cm
entre el experimento control y tratado pudieron deberse a diversos factores como la
heterogeneidad de la muestra y la variaciéon entre los ratones usados, este asunto es
abordado ampliamente en la discusion.

15.3.2. Cerebelo

El tejido cerebeloso de los ratones tratados y no tratados con la toxina se analizé
siguiendo el mismo protocolo que con los DRG. Este experimento también se realizé por
triplicado (Fig. 15). Observamos alrededor de 350 manchas, 5 de las cuales presentaron
menor intensidad y 5 con mayor intensidad en el tejido tratado. Nueve de estas 10
manchas se pudieron identificar por MS y corresponden a la subunidad O de ATP sintasa,
la hidroxiacil Coenzima A deshidrogenasa tipo Il, el precursor de la acetil coenzima A
acetiltranferasa, la dihidrolipoamida deshidrogenasa, la subunidad B de la succinil
coenzima A sintetasa ATP especifica, polipeptido de neurofilamento, la calreticulina, la
subunidad a de la hemoglobina y la fosfoproteina nuclear acidica rica en leucina de la
familia 32, miembro A (Fig. 15)

Con la idea de observar cambios mas claros en la abundancia diferencial de
proteinas, se realizé un nuevo experimento, aumentando la dosis de toxina inyectada a los
ratones a 4 LDsg y aumentando el tiempo transcurrido después de la inoculacién de la
toxina al sacrificio del animal a 25 minutos en vez de 15. De los animales asi tratados se
analizdé el cerebelo. Este ultimo experimento se hizo por duplicado y se detectaron
alrededor de 340 manchas, de la cuales 4 manchas fueron menos intensas y 1 mas intensa
en el cerebelo de los ratones tratados con 2LD de Cn2, estos resultados se muestran en la
figura 16.
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Figura 12. Gel bidimensional de gradiente del perfil proteémico cerebelo bajo condiciones control (A) y bajo el efecto de la neurotoxina Cn2 (B)*

*A) Control B) Tratado. Gel de poliacrilamida de gradiente (4-20%), tiras de 7 cm (pH 3-11 NL). Circulos azules indican disminucidn en tratado y los rojos
aumento en el tratado. Total 350 manchas, 17 menos intensas y 20 con mayor intensidad en tejido tratado.
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Figura 13. Gel bidimensional de gradiente del perfil proteémico de los DRG bajo condiciones control (A) y bajo el efecto de la neurotoxina Cn2 (B)*

*A) Control B) Tratado. Gel de poliacrilamida de gradiente (4-20%), tiras de 7 cm (pH 3-11 NL). Circulos azules indican disminucién en tratado y los rojos
aumento en el tratado. Total 340 manchas, 16 menor intensidad y 19 mayor intensidad en el tejido tratado. Se sefialan las manchas identificadas por MS
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Figura 14. Gel Bidimensional del perfil protedmico de DRG bajo condiciones control (A) y bajo el efecto de la neurotoxina Cn2 (B)*

*A) Control B) Tratado. Gel de poliacrilamida (12.5 %), tiras de 13 cm (pH 3-10 NL). Circulos azules indican disminucion en tratado y los rojos aumento en el
tratado. Total 470 manchas, 2 con menor intensidad y 2 con mayor intensidad en el tejido tratado
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Figura 15. Gel Bidimensional de Cerebelo bajo condiciones control (A) y bajo el efecto de la neurotoxina Cn2 (B)*

*A)Control B)Tratado. Gel de poliacrilamida (12.5%), tiras de 13 cm (pH 3-10 NL). Total 350 manchas, 5 menor intensidad (circulos azules) y 5 mayor intensidad
(circulos rojos) en tejido tratado. Manchas identificadas por MS 1. Subunidad O de ATP sintasa. Hidroxiacil Coenzima A deshidrogenasa tipo Il 3. No
determinada 4. Precursor de la acetil coenzima A acetiltranferasa 5. Dihidrolipoamida deshidrogenasa 6. Subunidad B de la succinil coenzima A sintetasa ATP
especifica 7. Polipeptido de neurofilamento 8. Calreticulina 9. Subunidad a de la hemoglobina 10. Fosfoproteina nuclear acidica rica en leucina de la familia 32
miembro A.
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Figura 16. Gel bidimensional de Cerebelo bajo condiciones control (A) y bajo el efecto de la neurotoxina Cn2 (B) *

*A) Control B) Tratado. Gel de poliacrilamida (12.5 %), tiras de 13 cm (pH 3-10 NL). Circulos azules indican disminucidn en tratado y los rojos aumento en el
tratado. Total 340 manchas, 4 menos intensas y 1 mas intensa en el tratado.
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15.4. Identificacion de proteinas con diferencias de abundancia

15.4.1. Ganglios de la raiz dorsal
En el primer experimento realizado con los DRG (Fig. 13) se identificaron las

proteinas: lectina, y-sinucleina, a y B globina. Las tres primeras presentaron un aumento
de intensidad y la B-globina pareciera disminuir en los ganglios de los ratones tratados
con la toxina (Tabla 5).

Tabla 5. Identificacidon de proteinas por espectrometria de masas con cambios cuantitativos en los DRG de
ratones intoxicados con la toxina Cn2*

Proteina c::i:::aie Direccién de cambio*
Lectina 77% ™
y-sinucleina 77% ™
a globina 15% ™
B globina 58.5% J

*Flecha 1 indica aumento en el tratado y |, disminucién en el tratado. Los valores de cobertura de
secuencia indican el porcentaje del nimero total de aminoacidos del péptido que corresponden a los
aminoacidos de la proteina.

Las proteinas de unidn a galactdsidos, como las lectinas, generalmente son capaces
de reconocer con alta especificidad estructuras glicosidicas presentes en la superficie de
las células, caracteristica funcional que las ubica como moléculas clave en eventos de
reconocimiento celular. Las lectinas se han visto involucradas en fendmenos de
inmunomodulacion, adhesién celular, regulacion del crecimiento, inflamacion,
embriogénesis, reproduccién, metastasis y proliferacion [94]. La y-sinucleina es una
proteina ampliamente expresada en el sistema nerviosos periférico (neuronas primarias
sensoriales, neuronas simpaticas y motoneuronas) [95]. La y-sinucleina pertenece a la
familia de sinucleinas, que incluye otros dos miembros: a-sinucleina y B-sinucleina. La y-
sinucleina estd implicada en diferentes tipos de cancer, algunas enfermedades
neurodegenerativas y patologias oculares [96]. La B-globina y a-globina son polipéptidos
gue constituyen la hemoglobina (Hb), heterotetramero de 2 B-globina y 2 a-globina con
un grupo hemo unido a cada mondmero. La interaccion cooperativa entre estas
subunidades permite la union del oxigeno a este heterotetramero (59). Actualmente se
han reportado interesantes interacciones de la Hb con el dxido nitrico (NO). El NO
reacciona con la desoxiHb y la oxiHb para formar nitrosilHb (HbNO) y metHb mas nitrato,
respectivamente. La Hb libre se ha presentado como un “barrendero” muy eficiente de
NO [97].
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En el segundo experimento (Fig. 14), detectamos que 2 de las proteinas se tifieron
con menor intensidad y otros 2 con mayor intensidad en los geles que contenian los
tejidos tratados con Cn2 en comparacion a los geles que contenian los tejidos control.
Estas manchas no pudieron ser identificadas por MS.

15.4.2. Cerebelo

En cerebelo (Fig. 15), identificamos 5 manchas con menor cantidad en el tratado y 5
con mayor cantidad en el tratado. Nueve de estas manchas se pudieron identificar por MS
(Tabla 6).

Tabla 6. Identificacién de proteinas por espectrometria de masas con cambios cuantitativos en el cerebelo
de ratones intoxicados con la toxina Cn2*

No. mancha Proteina Cobertura de Direccion de
secuencia (%) | cambio*

1 subunidad O de ATP sintasa 52 N

2 Hidroxiacil Coenzima A deshidrogenasa tipo Il 24 J
(HAD)

3 No determinada N2

4 Precursor de la acetil coenzima A 30.9 N2

acetiltranferasa (tiolasa)

5 Dihidrolipoamida deshidrogenasa (DLD) 9 ™

6 Subunidad B de la succinil coenzima A 17.9 ™
sintetasa ATP especifica (SCS-A)

7 Polipéptido de neurofilamento 22.34 ™
8 Calreticulina 15.4 ™
9 Subunidad a de la hemoglobina 55.3 ™
10 Fosfoproteina nuclear acidica rica en leucina 16.6 J

de la familia 32, miembro A

*Flecha 1" indica aumento en el tratado y |, disminucién en el tratado. Los valores de cobertura indican el
porcentaje del nimero total de aminoacidos del péptido que corresponden a los aminoacidos de la proteina.
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La mancha numero uno se identific6 como subunidad O de la ATP sintasa, proteina
involucrada en la produccion y conversién de energia. La subunidad O corresponde a la
subunidad conferidora de sensibilidad a oligomicina (OSCP, oligomycin sensitivity
conferring protein).

La HAD es una enzima participante de la tercera reaccién de la B-oxidacion de acidos
grasos. Se han detectado trastornos hereditarios con defecto en la B-oxidacion de acidos
grasos. Estos pacientes presentan hematomegalia, cardiomegalia, encefalopatias,
neuropatias periféricas, rabdiomiolisis y mioglobinuria, lo cual sugiere un papel de las
enzimas involucradas en la B-oxidacion en el equilibrio metabdlico de una serie de
organos. La HAD también actua como alcohol deshidrogenasa, actividad que podria
cooperar con la citotoxicidad de los péptidos amiloidogénicos presentes en pacientes con
Alzheimer [98].

La acetil Coenzima A acetiltransferasa (tiolasa) es una enzima que cataliza la
conversion de dos unidades de acetil-CoA en acetoacetil-CoA en la ruta del mevalonato.

La enzima dihidrolipoil deshidrogenasa (DLD) cataliza la reaccion de oxidacién del
NADH a NAD" reduciendo al mismo tiempo la dihidroxilipoil-lisina unida a una proteina a
lipoil-lisina. Esta enzima utiliza como cofactor el FAD. La proteina DLD es parte de diversos
complejos enzimdaticos. Estos complejos son esenciales para la ruptura de ciertas
moléculas para producir energia. La DLD forma una subunidad conocida como E3. La
deficiencia en DLD es causa de la acidosis lactica congénita infantil y de la enfermedad de
orina con olor a jarabe de arce (Maple Syrup Urine Disease, MSUD). La alteracién en el
metabolismo energético, incluyendo la deficiencia de la DLD que da lugar a la disminucién
de actividades de las principales enzimas mitocondriales como el complejo a-
cetoglutarato deshidrogenasa (KGDHC) y el complejo piruvato deshidrogenasa (PDHC),
son caracteristicos de muchos trastornos neurodegenerativos como la enfermedad de
Alzheimer, el Parkinson y Huntington [99].

La SCS-A participa en el ciclo de Krebs, para catalizar una fosforilacion a nivel
sustrato del ADP. La SCS-A también puede catalizar la reaccidn inversa para suministrar
succinil-CoA para la sintesis del hemo y la activacién de cuerpos cetdnicos. En un estudio
en pacientes con deplecion de ADN mitocondrial y encefalomiopatia, se encontrd Ila
actividad de la SCS-A drasticamente disminuida, debido a una mutacién deletérea en
SUCLA2 (gen que codifica la subunidad B de la ligasa ADP-sintetasa formando succinil-
CoA). En este caso el cerebro parece ser el tejido mas vulnerable porque toda su actividad
SCS se puede atribuir a la enzima SCS-A [100].

Los neurofilamentos se encuentran en grandes concentraciones en los tejidos
neuronales, principalmente en los axones de las neuronas. Los neurofilamentos forman
parte de las proteinas fibrosas que integran los filamentos intermedios del citoesqueleto
intracelular y se ubican justo por debajo de la membrana citoplasmatica. La funcién
principal de los neurofilamentos es proveer el mas rigido de los soportes citoesqueléticos
de los axones, sus redes tridimensionales se extienden a las dendritas y al cuerpo
neuronal.
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La calreticulina es una proteina de union a ca* y una chaperona molecular en la luz
del reticulo endopldsmico (RE). El dominio C contiene 19 aminodcidos acidos que tienen
una alta capacidad de unirse a Ca”. La calreticulina afecta la capacidad de
almacenamiento de Ca®* de la luz del RE, modula la funcién del receptor de inositol-3-
fosfato (InsP3R), de la ATPasa transportadora de calcio (SERCA) y desempefia un papel en
la sefializacién de Ca** mediada por la integrina. La homeostasis del Ca” en el RE y la
sefializacién son mantenidas mediante el control de la liberacién de Ca** del RE mediante
el receptor de inositol 1,4,5-trifosfato (InsP3R). SERCA es responsable de la rdpida de
remocién de Ca®" del citoplasma junto con ERp57 y calnexina. Las células derivadas de
embriones deficientes en calreticulina presentan un deterioro en la capacidad del manejo
de Ca®', un comprometido plegamiento de proteina y control de calidad. El Ca®*
almacenado en el RE y las vias de sefializacién dependientes de Ca®’" se ven
significativamente afectados ante la ausencia de calreticulina. La calreticulina ha sido
implicada en otras funciones celulares incluyendo la regulacion de la expresidn génica, la
adhesidn célula-célula y la cicatrizacion de heridas [101].

La fosfoproteina nuclear acidica rica en leucina de la familia 32, miembro A es una
proteina multifuncional implicada en numerosos procesos celulares incluyendo
proliferacién, diferenciacion, apoptosis dependiente e independiente de caspasas,
supresor tumoral, inhibicion de la fosfatasa 2A, en conjunto con ELAVL1 participa en la
regulacién del trafico del RNAm, en la estabilidad e inhibicion de la acetiltransferasa del
complejo INHAT (inhibidor de la acetiltranferasa de histonas) y participa en la represion
transcripcional mediada por E4F1.
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16. DISCUSION

El entendimiento claro y preciso del fendmeno de envenenamiento por la picadura
de alacran es indispensable para la toma de decisiones médicas con evidencia cientifica,
gue permitan la mejora del tratamiento de este importante problema de salud. El estudio
de este fendmeno ha brindado un amplio conocimiento sobre el efecto de las
neurotoxinas sobre canales idnicos, que son su principal blanco. Sin embargo poco se sabe
de lo que acontece a nivel celular, después de la interaccion de la neurotoxina con el canal
idnico. Considerando que las proteinas son las principales efectoras de diversas
actividades bioldgicas y que se encuentran en un estado de flujo dindmico debido a
cambios o estimulos en su micro ambiente, el objetivo de este trabajo consistidé en la
busqueda de modificaciones a nivel de abundancia proteica en ganglios de la raiz dorsal y
cerebelo bajo el efecto de la neurotoxina Cn2, mediante la implementacidon de una
metodologia protedmica adecuada.

La técnica empleada en este trabajo fue la separacion de proteinas por 2D-PAGE con
IPGs, combinado con la identificacién de proteinas por espectrometria de masas,
estrategia empleada en la mayoria de los estudios protedmicos [73]. La 2D-PAGE es
considerada una poderosa herramienta analitica para la caracterizacion de mezclas
complejas de proteinas, debido a que consiste en la combinacién de dos separaciones
electroforéticas que permite la separacién de proteinas en base a su carga y masa
molecular [75].

Previamente fue necesario establecer una estrategia adecuada para la extraccion y
limpieza de las proteinas proveniente de los DRGs y cerebelo, que consistid en probar
diferentes amortiguadores de lisis, mecanismos fisicos de lisis celular y protocolos de
limpieza del extracto de proteinas. El amortiguador de lisis elegido fue el de CHAPS 4%,
debido a que fue uno con los que se obtuvo una mayor extraccion de proteinas y el patron
de resolucion de manchas en geles de poliacrilamida también resulté ser de los mejores.
El amortiguador de CHAPS no tiene el peligro de introducir modificaciones en las proteinas
que provoquen la heterogeneidad de carga como ocurre con amortiguadores que
contienen urea [90], ademas el protocolo de extraccion resulta simple y no involucra la
manipulacion excesiva de la muestra, lo cual ocurre con otros protocolos de extraccion
muy eficientes como TRIzol® [102]. En general el uso de CHAPS en este tipo de
tratamiento ha resultado eficiente en la solubilizacidon de proteinas y en la purificacién de
proteinas de membrana [103]. Los procedimientos mecanicos de ruptura celular como la
sonicacion [104] y la maceracion del tejido congelado en N, [105], son técnicas altamente
efectivas para la lisis celular debido a su simplicidad, bajo costo y rapidez [105]. Ambas
técnicas fisicas de lisis celular fueron usadas, incluso en conjunto, para asegurar la ruptura
de la célula y la homogenizacion de la muestra. La limpieza de la muestra se llevd a cabo
por la precipitaciéon con cloroformo-metanol [90], técnica muy usada tanto para la
separacion de lipidos de membrana como de proteinas. La metodologia establecida
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permitio la deteccién de diferencias cuantitativas entre los perfiles de abundancia
proteica de la muestra control y tratada tanto de DRG como de cerebelo.

En los DRG se identificaron proteinas como lectina, y-sinucleina, a y B globina, que
estan implicadas en diferentes procesos celulares de inmunomodulacion [94],
transduccidn de senales [96] y en la interaccidon con mediadores quimicos como NO [97],
respectivamente. En este caso, observamos que entre los geles habia variaciones que no
se debian precisamente al cambio de abundancia proteica, debido a que estos cambios no
eran reproducibles. Una de las principales razones pudo ser el encubrimiento de cambios
por variaciones de diferente origen. Estas variaciones pudieron deberse a que se hizo un
analisis de una muestra sumamente heterogénea. Diversos estudios sobre proteémica de
los DRG, se han hecho analizando el proteoma de un sdlo par de ganglios [46-48]. En el
caso de este proyecto el analisis fue hecho del total de ganglios toracicos (12 pares de
DRG), porque esta secciéon de ganglios se encuentran inervando importantes tejidos
viscerales que responden a la toxina [43]. Es probable que al utilizar diferentes tipos de
ganglios de raiz dorsal, se produjera una muestra sumamente heterogénea, cuyas
variaciones propiciaran el encubrimiento de cambios especificos de abundancia de
proteinas. Este problema podria resolverse analizando una muestra mas homogénea de
DRGs, tal y como se hizo en los estudios citados [46-48].

Otro punto importante a considerar, es que en este estudio empleamos varios
ratones machos de la cepa CD1. Previamente hemos observado que los ratones presentan
diferentes sintomas e incluso diferentes tiempos de reaccion al efecto de las
neurotoxinas, incluyendo la Cn2, lo cual indica la variacién de individuo a individuo. Al
juntar muestras de diferentes animales, se pudo dar lugar a variaciones importantes a
nivel de proteina que podrian ser debidas a una diferencia de abundancia por el efecto de
la toxina pero dada la diversidad de respuesta que podemos tener entre individuos, estas
diferencias no se pudieron detectar en forma totalmente clara. Tomando en cuenta lo
anterior, podria resultar mejor establecer el sacrifico de los animales de acuerdo a la
sintomatologia presentada después de la aplicacién de la Cn2 y no a un tiempo definido y
realizar cada gel con un sélo individuo.

Una de las principales fuentes de variabilidad durante la 2D-PAGE incluye el método
de visualizacion [106, 107]. Usamos el denominado “Blue Silver stain”, una tincién
modificada del clasico Coomassie coloidal G-250 reportado por Neuhoff's [93]. Se ha
reportado que presenta un limite de detecciéon de hasta 1 ng de albumina (BSA) [93].
Frecuentemente, con esta tincion, se produce un fondo fuerte e irregular y debido a que
el color de la proteina unida al marcador es mas intenso cuando no hay un fondo fuerte
tefiido del gel se producen variaciones entre las manchas provenientes de la tincion [106].
Esta técnica fue elegida porque presenta una gran reproducibilidad debido a que es
insensible a muchos pardmetros (como temperatura, tiempos, etc.) y ha sido usada
eficientemente en analisis cuantitativos [86, 93]. Seria deseable que en futuros estudios se
pruebe el uso de otros métodos de tincion como los colorantes fluorescentes debido a
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que estos métodos resultan muy sensibles, tienen un amplio rango dindmico, una buena
linearidad de deteccidn y son faciles de usar [78].

En cerebelo identificamos 5 manchas con menor cantidad en el tejido tratado (la
subunidad O de la ATP sintasa, la HAD, la tiolasa y la fosfoproteina nuclear acidica rica en
leucina) y 5 con mayor cantidad en el tratado (la DLD, la SCS-A, el polipéptido de
neurofilamento, la calreticulina y la a-hemoglobina). Varias de estas proteinas, como HAD,
tiolasa, DLD, SCS-A, participan en la produccidn y conversién de energia, debido a que
intervienen en diferentes vias metabdlicas como la sintesis de ATP, -oxidacidn, oxidacidn
de NADH, ciclo de Krebs y otros. Al considerar la funcion de estas proteinas, es probable
que el cerebelo sufra diversas modificaciones metabdlicas que involucran diferentes
intermediarios energéticos. Otros procesos como la regulacién de calcio, el plegamiento
de proteinas y regulacion transcripcional pudieran verse afectadas puesto que la
calreticulina y la fosfoproteina nuclear acidica rica en leucina de la familia 32, miembro A
participan en estos eventos.

En general, para este trabajo, también es importante considerar que el umbral para
la aceptacion de una variacion significativa es un factor de 2.0 [108], es decir sélo las
manchas cuya cantidad en el gel B sea al menos dos veces la correspondiente al gel A, se
aceptara como un cambio significativo (variacion del 100%). Las 10 manchas analizadas en
cerebelo no cumplian con este requisito. Una de las razones que pudo dar lugar a esto, fue
gue los cambios ocurridos en las condiciones estudiadas, son muy pequefios o en tipos
celulares especificos. Si ese fuera el caso la estrategia experimental con la que se trabajo
no seria adecuada para identificar estos pequenos cambios, debido a la alta variaciéon
requerida para la aceptacién de un cambio significativo. Una de las alternativas que podria
resolver este problema es el uso de la electroforesis diferencial en gel (DIGE). Basicamente
el principio es el mismo que la 2D-PAGE pero incluye el marcaje diferencial con fluoréforos
de las muestras proteicas antes de la electroforesis. Los fluoréforos poseen espectros de
emisién y excitacion diferentes, lo que permite mezclar las muestras y correrlas en el
mismo gel. El gel puede ser escaneado a diferentes longitudes de onda y de esta manera
se puede identificar el perfil protedmico de cada muestra [109]. Con la comigracion de
ambas muestras, se elimina la variacién de la posicidon y abundancia proteica de las
manchas [77]. Otra ventaja de esta técnica es la aplicacién de un estandar interno, que es
una mezcla de todas las muestra, esta marcado con un tercer fluoréforo y es corrido en
todos los geles de un experimento. El estandar interno se usa para la normalizacién de los
datos entre los geles, lo cual minimiza ain mas la variacién experimental e incrementa la
confianza en el “matching” y la cuantificacién en diferentes geles [77]. Con estas
modificaciones las variaciones gel a gel, en su mayoria, se reducen, permitiendo que se
acepte un cambio significativo hasta de un 20% de variacion.

Otro aspecto a considerar es la posible presencia de cambios en proteinas poco
abundantes. Se estima que una célula eucariota contiene de 10 000 — 30 000 proteinas
diferentes y la mayoria de proteinas identificadas son proteinas “housekeeping” que estan
presentes de 10°-10° copias por célula [77]. Las proteinas poco abundantes estan
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representadas por pocas copias por célula, son de gran importancia fisioldgica y han sido
asociadas a diferentes enfermedades, blancos para drogas, receptores y en varias
funciones celulares regulatorias [77, 110, 111]. Es posible que las principales diferencias
significativas que estan ocurriendo a nivel proteico por efecto de la neurotoxina Cn2, se
encuentren precisamente entre estas proteinas de baja abundancia. Resultaria muy dificil
detectar proteinas poco abundantes mediante el protocolo de 2D-PAGE aplicada en este
trabajo [81], por tal razén en estudios posteriores se deben considerar alternativas que
ayuden al analisis de este tipo de proteinas. Actualmente se considera que el
prefraccionamiento de la muestra ayuda a reducir su complejidad y enriquecer las
proteinas de bajo nimero de copias. Esto se puede lograr aislando compartimentos
celulares y/u organelos mediante diferente técnicas como centrifugacion de gradiente de
sacarosa, precipitacion selectiva de cierta clase de proteinas (precipitaciéon TCA/acetona
para proteinas ribosomales), fluorescense activated cell sorting (FACS) para aislar ciertos
tipos celulares de un tejido, con procedimientos de extraccidn secuencial incrementando
amortiguadores solubilizadores poderosos (como amortiguadores acuosos, solventes
organicos) y mediante métodos cromatograficos [77, 81]. El andlisis de la muestra
mediante geles ultrazoom también ayuda a la separacion de proteinas poco abundantes y
mejora la resolucion disminuyendo el patrén de proteinas desde la primera dimension.
Consiste en el uso de tiras IPG que cubren una serie estrecha de pl o bien que se
sobrelapan (por ejemplo IPGs de 4-5, 4.5-5.5, 5-6, 5.5-6.7) [77, 81]. El uso de geles
ultrazoom en conjunto con el prefraccionamiento de la muestra podria resultar efectiva
para lograr una excelente resolucién en especial de proteinas poco abundantes, ademas
también podrian ayudar a mejorar la visualizaciéon de posibles cambios a nivel de
modificaciones postraduccionales (PTMs).

La actividad proteica no sdlo es controlada por la biosintesis y degradacién de
proteinas sino también por PTMs, las cuales modulan interacciones moleculares,
localizacion proteica, estabilidad y estado de actividad. Varias de estas modificaciones han
sido asociadas a enfermedades como cdncer, diabetes, sindrome metabdlico y numerosos
desdérdenes neuroldgicos [112]. Se han identificado mds de 300 modificaciones
postraduccionales, que en general son eventos de procesamiento covalente que cambian
las propiedades de una proteina mediante la ruptura proteolitica o por la adiciéon de un
grupo modificador a uno o mas aminodcidos [112, 113]. Resulta factible pensar que
muchos de los cambios que ocurren a nivel protedmico por efecto de la Cn2, provocan
diversas modificaciones postraduccionales que influencian un gran nimero de respuestas
celulares. La electroforesis bidimensional puede resolver estas modificaciones
postraduccionales, debido a que modificaciones como la fosforilacién cambia la carga y la
masa de la proteina, que generalmente es indicado por una estela horizontal de manchas
en el gel [113]. Incluso hay muchos métodos para el estudio de PTMs que se basan en el
uso de sondas selectivas y especificas para la deteccidon de proteinas intactas modificadas
en el gel, como la tincion fluorescente especifica para fosfoproteinas con Pro-Q Diamond o
para glicoproteinas con Pro-Q Emerald [112], sin embargo la modificacion de proteinas in
vivo ocurre sélo en una pequefia fraccion de la proteina total (menos del 1%) [114].

Medicina molecular y bioprocesos, IBT-UNAM 60



Identificacion de eventos moleculares asociados a la intoxicacion con la toxina Cn2 mediante
electroforesis bidimensional

Generalmente la muestra es una mezcla muy heterogénea de varias proteinas
modificadas y no modificadas [113, 114], por consiguiente la pequefia cantidad de
proteina modificada puede ser encubierta por la comigracion con proteinas mas
abundantes. Estrategias como el prefraccionamiento de la muestra y el analisis de geles
ultrazoom pueden resultar en el enriquecimiento de las proteinas de interés y en el
aumento resolutivo del perfil protedmico de la muestra, respectivamente.

El objetivo de conocer la respuesta celular ocasionada por la accién de los
componentes toéxicos del veneno de alacrdn, es una tarea que implica un reto
metodoldgico y analitico. Este trabajo consistid en un primer intento, a nivel proteémico,
de la investigacion de esta respuesta celular, en el que se logré implementar la
metodologia necesaria para continuar con el analisis de cambios cuantitativos en el
proteoma de tejidos de ratones intoxicados con toxinas de alacran y ademas permitio
definir nuevas perspectivas para el avance del anadlisis de las respuestas celulares
especificas a la intoxicacion del ratdon con la toxina Cn2

17. CONCLUSIONES

El presente trabajo es el resultado de un primer estudio exploratorio, cuyo principal
objetivo es lograr la identificacion de modificaciones de abundancia proteica relacionadas
con el efecto de la Cn2 mediante la 2D-PAGE y concluimos que:

e Mediante un proceso de optimizacion de la estrategia experimental, se determind que
la extraccion y limpieza del extracto proteico proveniente de los tejidos analizados,
resulté mejor con el tratamiento del amortiguador de lisis CHAPS 4% en conjunto con la
sonicacion, la maceracion del tejido congelado y la precipitacién con cloroformo-
metanol.

e El uso y analisis de geles de gradiente, permitid determinar que geles con una
concentracién final de 12.5% de acrilamida y de 20 por 20 cm (tiras IPG 13 c¢cm) son
adecuados para este tipo de estudio.

e La metodologia empleada permitid la deteccién de manchas con diferencias de
intensidad, que fueron identificadas por MS, de los ganglios de la raiz dorsal y cerebelo.
Es probable que estas proteinas pudieran tener una funcién importante en los
mecanismos moleculares de respuesta celular al efecto de la neurotoxina Cn2.

e El analisis de los geles bidimensionales de los DRGs, indicd una gran cantidad de
variaciones entre los geles, que limitd la determinacién de manchas con diferencias en
su abundancia. Las causas pudieron ser el uso de muestras muy heterogéneas
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proveniente de los ganglios toracicos y la variacion de la respuesta a la neurotoxinas
Cn2 entre los ratones usados.

e lLos cambios cuantitativos observados en cerebelo, estan por debajo del limite
requerido para la determinacién de una variacion estadisticamente significativa en la
2D-PAGE. Esto puede deberse a que los cambios de abundancia proteica inducidos por
el tratamiento dado son muy pequeiios, o bien que los cambios que estdn ocurriendo
involucren proteinas poco abundantes o modificaciones postraduccionales.

e El establecimiento de nuevas modificaciones metodoldgicas, consideradas en Ia
discusidn, permitiran optimizar la identificacion de cambios significativos en la
abundancia proteica de tejidos tratados con la Cn2

18. PERSPECTVAS

El futuro desarrollo de este proyecto requerird importantes adecuaciones de la
metodologia seguida para:

e Eliminar variaciones en geles:
= Disminuir heterogeneidad de la muestra disminuyendo los tipos de ganglios
analizados. Esto incluso puede también ser aplicado para el cerebelo, analizando
partes mas especificas.
= Estandarizar el sacrificio de los animales de acuerdo a la sintomatologia presentada
* Implementar el uso del DIGE (Electroforesis diferencial en gel)

e lograr la deteccidén de proteinas poco abundantes y modificaciones postraduccionales
mediante el:
= Prefraccionamiento de la muestra
= Analisis mediante geles ultrazoom
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ANEXO

1. Tratamiento de la muestra: detalles de la estandarizacion

Para el tratamiento de la muestra se probaron diferentes amortiguadores de lisis
celular, diferentes métodos fisicos de lisis celular y diferentes métodos de limpieza de la
muestra, con el fin de elegir el que presentara una mejor solubilizacion y mayor
concentracion de proteina recuperada. Los amortiguadores de lisis probados fueron 1)
CHAPS-Urea-Tiourea, 2) CHAPS-Urea, 3) TRIzol®, 4) Tritén, 5) CHAPS 2%, 6) CHAPS 4%
Urea-Tiourea, 7) CHAPS 4% Urea y 8) CHAPS 4% (ver seccion 14.3).

La determinacion del mejor amortiguador de lisis se hizo mediante la cuantificaciéon
de proteina total obtenida (por el método de Bradford), asi como analisis del perfil
protedmico en geles de una y doble dimension. Los primeros 4 tratamientos fueron
analizados en geles de una dimension. Detectamos que la presencia de bandas fue muy
similar en todos y de igual intensidad. Sin embargo en el patron de bandas del tratamiento
con TRIzol® se resolvieron una mayor cantidad de bandas de alto peso molecular (Fig. 17).
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Figura 17. Gel unidimensional de poliacrilamida-SDS al 12% de 4 diferentes amortiguadores de lisis
celular*

*En el primer carril esta el marcador de peso molecular, en el segundo la muestra tratada con el tratamiento
CHAPS Urea-Tiourea, en el tercero con TRIzol®, el cuarto con tritén y el cuarto con CHAPS-Urea. El patréon de
bandas fue similar en todos pero en el tratamiento con TRIzol®se resolvieron algunas bandas de bajo peso
molecular que no visualizamos con el resto de los tratamientos.
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Después de estos resultados, se examind el perfil protedmico en geles
bidimensionales. Para esta parte del experimento se eligieron dos amortiguadores de lisis
el de TRIzol®, ya que en el experimento anterior resulté eficiente (Fih. 17) y un
amortiguador de lisis CHAPS 2%. Este ultimo se eligid por que, con este tratamiento se
recuperd una cantidad similar de proteina a la obtenida con los otros amortiguadores de
lisis (Tabla 7). Ademas de que el tratamiento con CHAPS 2% resulté ser mucho menos
laborioso que el de TRIzol® y no corre riesgos de provocar la formacion de modificaciones
en las proteinas, como ocurre con los tratamiento que contiene urea. Asimismo, en este
mismo experimento se probaron dos métodos de limpieza para la muestra la precipitacion
con cloroformo-metanol y el paquete comercial 2D clean-up (GE Healthcare).

Tabla 7. Cuantificacion de proteina obtenida con diferentes amortiguadores de lisis a partir de 20 ganglios

Amortiguador de lisis celular Proteina (ug)
Urea-Tiourea 98
TRIzol® 60
Triton 48
Urea 86
CHAPS 2% (limpieza con 2D clean-up, (GE Healthcare) 86
CHAPS 2% (precipitacidn con cloroformo-metanol) 96.6

Los geles bidimensionales se hicieron con tiras IPG de 7 cm y con una concentracion
de acrilamida de 12.5%. Mediante el analisis de los geles observamos que el tratamiento
de CHAPS 2%, en combinacidén con la precipitaciéon con cloroformo-metanol, resultd en
una mayor resolucién de manchas (Fig. 18)

Continuando con la etapa de optimizacién de la lisis celular y limpieza de la muestra,
se probaron los amortiguadores de lisis CHAPS 4% Urea-Tiourea, CHAPS 4% Urea y CHAPS
4%. En combinacion con estos amortiguadores, el rompimiento celular se favorecio con la
maceracioén del tejido congelado en nitrégeno liquido (N;). Asimismo se probd la limpieza
de la muestra con el paquete comercial 2D clean-up y la precipitacion con cloroformo-
metanol. Este Ultimo experimento fue evaluado Unicamente con la cuantificacion de
proteina obtenida con cada uno de los tratamientos (Tabla 8). De estos tratamientos se
eligié el de CHAPS al 4% en conjunto con la precipitacion con cloroformo-metanol vy
macerando en frio ya que fue uno de los tratamientos con el que se obtuvo mayor
cantidad de proteina, no es laborioso ya que no requiere de excesiva manipulacién de la
muestra y no resulta en ningun riesgo de producir modificaciones de la muestra.
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Figura 18. Geles Bidimensionales (tiras de 7 cm) de las muestras tratadas con 2 diferentes amortiguadores
de lisis y dos diferentes técnicas de limpieza*

*A) Tratamiento CHAPS 2% y limpieza con 2D clean-up. B) Tratamiento con lisis CHAPS 2% y limpieza con precipitacién
con cloroformo-metanol. C) tratamiento con TRIzol® y limpieza con precipitacién con cloroformo-metanol. El
tratamiento de la figura B resulté en una mayor cantidad de manchas resueltas.
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Tabla 8. Cuantificacién de proteina obtenida con diferentes amortiguadores de lisis a partir de 15

ganglios*
Tratamiento ug de proteina obtenida (precipitacion | ug de proteina obtenida
cloroformo —metanol) (2D cleanup)
CHAPS 4% Urea-Tiourea 42 53
CHAPS 4% Urea 28 38
CHAPS 4% 62 38

*QObtencién de proteina con los amortiguadores CHAPS 4% Urea-Tiourea, CHAPS 4% Urea y CHAPS 4%. El
rompimiento celular se favorecid con la maceracidén del tejido congelado en nitrégeno liquido (N,) y se
probd la limpieza de la muestra con el paquete comercial 2D clean-up y la precipitaciéon con cloroformo-
metanol. De acuerdo a la cantidad de proteina recuperada el mejor tratamiento resulté ser CHAPS 4%.

2. Geles de gradiente de DRG y cerebelo

Con el fin de obtener una primera aproximacion del perfil proteédmico, por medio de la
2D-PAGE, se analizaron los geles de DRG y cerebelo tratados con la Cn2 en geles con tiras
de 7 cm y un gradiente de 4%-20% de acrilamida (ver seccidon 15.4). Sin embargo la
distribucién de las manchas, en los geles de gradiente se concentrd principalmente al
centro del gel (Fig. 19) por lo que se optd por geles de una sola concentracién (12.5%, ver
seccion 15.4.1.)
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i i

Figura 19. Geles de gradiente (4-20%) de los tejidos A) DRG y B) cerebelo tratados con la toxina Cn2*

*En este gel mostramos que la distribucién del patréon de proteinas se agrupa hacia el centro del gel, quedando asi la parte superior e inferior del gel
practicamente vacia, lo cual indicé que no era necesario el gel de gradiente y por el contrario, la resolucion del patron de manchas podria mejorarse al elegir
geles de una sola concentracion. Con esta observacion se optd por geles de 12.5% de acrilamida.
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3. Materiales

Agitador: 2100A (LW scientific)
Bomba peristaltica: MiniPump (LDC/Milton Roy)

Bolsas de dialisis: 3 M con limite de exclusion de
3500 Da (Espectrapor).

Camara de electroforesis: QSV (IBI)

Camara de electroforesis: sistema dual Owl

P10DS (Thermo Scientific)
Carboximetil-celulosa (CM-32): Whatman

Colector de fracciones: modelo 7000 ultraporac
(LKB/BROMMA)

Columna fase reversa C-18: Vydac

Centrifuga: 5418 (eppendorf)

Detector: uvicord 2138 (LKB/BROMMA)
Escaner comercial: Perfection 1260 (EPSON)
Escaner: Typhoon Trio (Amersham Biosciences)
Espectrofotémetro: Du-50 (Beckman)

Fuente de poder: 1420 (ISCO)

Graficador: 2210 Recorder (LKB/BROMMA)
Formador de gradiente: SG50 (Hoeffer)

HPLC: Waters

Inhibidores de proteasas: Complet® (Roche)

Inhibidores fosfatasas: PhosSTOP® (Roche)

Paquete comercial de limpieza de proteina: 2-D
Clean-up Kit (GE Healthcare)

Papel filtro de 150 mm: Whatman
pH-metro: PHM82 (Radiometer Copenhagen)

Pinzas de micro diseccion:
Catéalogo RS-5005 (Roboz)

Nimero 5/45,

Sephadex G-50 medio: Pharmacia, Biotech

Sistema de isoelectroenfoque: Ettan IPGphor 3
(GE Healthcare)

Sistema de analisis de imagen: PDQuest (Bio-
Rad)

Tiras IPG: tiras de gradiente de pH inmovilizado 7
y 13 cm (Sigma Aldrich)

Vortex: Super-Mixer No. 1290 (Lab-Line

instruments)

Soluciones

Acrilamida (30% T, 2.6% C): 30% Acrilamida, 2.6%
N-N’-metilenebisacrilamida. Filtrar la solucion con
filtro de 0.45 um (mantener a 4 °C en oscuridad)

Azul de bromofenol: 1% azul de bromofenol, 50
Mm Tris-Base

Amortiguador del gel (Tris-HCI): 1.5 M Tris-Base,
ajustar con acido clorhidrico (HCl) a pH 8.8 y
filtrar la solucion con un filtro de 0.45 um
(mantener a 4 °C)

Amortiguador de corrida: 25 mM Tris-base, 192
mM glicina (CH, (NH,) COOH), 0.1% SDS

Amortiguador de acetato de amonio (solucién
stock 10X): 0.2 M acetato de amonio y ajustar
pH=4.7 con acido acético al 30%

Amortiguador de equilibrio: 2% SDS, 75 mM Tris-
HCl pH 8.8, 6M urea (CH4N,0), 30% v/v glicerol,
0.002% de azul de bromofenol. EL DTT

(C4H100252) o iodoacetamida se agregan justo

antes de su uso.

Amortiguador de fosfato de sodio pH 6 (solucién
stock 10X): 0.5 M de fosfato de sodio
monobasico monohidratado (NaH,PO,*H,0) vy
ajustar pH a 6 con hidréxido de sodio 1N (NaOH)

Amortiguador de fosfato de sodio pH 8 (solucién
stock 10X): 0.5 M de fosfato de sodio dibasico
(Na,HPO,)y ajustar pH a 8

Amortiguador Fosfato Salino (PBS): 20mM de
fosfato de sodio dibdsico (Na,HPO,) y 0.15 M de
cloruro de sodio (NaCl). Ajustar pH a 7.4.
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Amortiguador de rehidratacion (para la
muestra): 8 M urea (CH4N,0), 2 % CHAPS w/v
(C3,Hs55N,04S) y 0.002% de azul de bromofenol

Amortiguador de rehidratacion (para la tira IPG):
8 M urea (CH;N,0), 2% w/v CHAPS (C3,HsgN,05S),
0.002% azul de bromofenol, 1% anfolitos (IPG
Amortiguador/farmalito) y 18 mM DTT (7 mg por
cada 2.5 ml)

CHAPS Urea-Tiourea: 7 M urea (CH;N,0), 2 M
tiourea (CH4st)y 2% CHAPS (C32H58N207S)

CHAPS-Urea: 8 M urea (CHy4N,0), 4% (w/v) CHAPS
(C3,Hs5gN,05S), 2% anfolitos (IPG
Amortiguador/farmalito)

CHAPS 2%: 20 mM HEPES (C,H,,N,0,S), 5 mM de
sal disddica dihidrato (EDTA), 255 mM sacarosa

(C12H2,041) ¥ 2% CHAPS (Cs,HsgN,05S). El pH se
ajusto a 7.2 con NaOH 1M.
CHAPS 4%: 20 mM HEPES (C,H,N.O,S), 5 mM de

8" '18

sal disddica dihidrato (EDTA), 255 mM sacarosa
(C12H2,041) ¥ 4% CHAPS (Cs,HsgN,05S). El pH se
ajusto a 7.2 con NaOH 1M.

Cloruro de guanidinio: 0.3 M GuHCI
(CH,CIN,) en 95% etanol (C,H¢0)

Dodecil sulfato de sodio (SDS): 10% SDS en agua
destilada. Filtrar solucidn con filtro de 0.45 um.

Persulfato de amonio: 10% en agua. Preparar
justo antes de usar.

Reactivo de Bradford: 0.001% Coomassie G-250,
4.15% etanol (C,HgO) y 8.15% de acido fosférico
(H3PO,).

Solucion A (HPLC): 0.12 % de acido
trifluroacético (TFA, CF,CO,H) en agua

Soluciéon B (HPLC): 0.1% de acido trifluroacético
(TFA, CF,CO,H) en acetonitrilo (CH,CN)

Solucidn fijadora: 40% metanol (CH;OH) y 10%
acido acético glacial (C,H,0,)

Solucion selladora: 1% Agarosa, 0.002% de azul
de bromofenol

Soluciéon de tincion (coomassie “silver blue”):
10% acido fosférico (H3PO,), 10% sulfato de
amonio ((NH,),S0,4), 0.12% coomassie G-250 vy
20% metanol (CH,0).

Triton: 10 mM Tris-HCL pH 7.4, 50 mM cloruro de
sodio (NaCl), 5mM de sal disédica dihidrato
(EDTA), 1% Triton X-100, 0.05% SDS.
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