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RESUMEN

El alacran Centruroides ornatus es una especie considerada téxica para los humanos, la
cual podria estar relacionada con los mas de 300,000 casos de intoxicacion por picadura
de alacran que se reportan anualmente en México. En este trabajo se caracterizé el veneno
de esta especie, encontrando una composicion similar a la reportada para otros venenos
de alacranes de importancia médica en México. Un total de 114 componentes fueron
identificados mediante HPLC fase reversa y espectrometria de masas, donde los
componentes mayoritarios son toxinas que podrian reconocer canales de Na* y K*. Se
identificaron también 11 componentes de alto peso molecular que pueden corresponder a
las enzimas del veneno. Mediante las técnicas cromatograficas de filtracion en gel,
intercambio iénico y HPLC se logré purificar y secuenciar mediante degradacion de Edman,
el componente principal del veneno, una toxina nombrada Co52, la cual conforma el 10%
de los componentes en el veneno, sin embargo, se requieren mas estudios para determinar
su efecto biolégico. En el veneno se identificaron y caracterizaron también, tres toxinas
letales para los mamiferos, nombradas: Co1, Co2 y Co3. Estas toxinas son muy similares
a nivel de secuencia a otras toxinas de importancia médica en venenos de alacranes
mexicanos. Se observo mediante ensayos de electrofisiologia en cultivos celulares que las
toxinas Co1 y Co3 reconocen efectivamente canales de Na*, probando su efecto en los
canales Nav 1.6 y Nav 1.5; ambas presentaron un efecto beta sobre el canal Nav 1.6 y la
toxina Co3 aparentemente presenta un efecto inhibitorio sobre el canal Nav 1.5, aunque se
requieren mas estudios para confirmar estos resultados preliminares. Se identificaron dos
toxinas bloqueadoras de canales de K*, las cuales tienen efecto bloqueador sobre los
canales de potasio de linfocitos humanos activados. Como parte de la caracterizacion, se
demostré que el antiveneno Alacramyn reconoce los componentes del veneno mediante
ensayos de ELISA y Westernblot. El antiveneno neutralizé los efectos letales del veneno in
vivo, incluyendo también los efectos letales de la toxina Co3. Los datos obtenidos en este
trabajo ofrecen mayor informacion de los componentes de los venenos de alacranes

mexicanos, y que son de utilidad para el desarrollo de un nuevo antiveneno.
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1. INTRODUCCION

Los alacranes son aracnidos de la clase Arachnida (junto con las arafas, garrapatas y
acaros) del orden Scorpiones que se diferencian de otros artropodos por contar con ocho
patas y con la cabeza no diferenciada del cuerpo, mismo que esta dividido tipicamente en
dos regiones principales: un prosoma o cefalotérax y un opistosoma, este ultimo esta
dividido a su vez en mesosoma y metasoma (Salazar-Cruz, et al., 2014). El cefalotérax
contiene en la parte dorsal una cubierta denominada “carapacho” en donde se observan los
ojos y los queliceros que le permiten alimentarse; en el prosoma también se encuentran un
par de pedipalpos y cuatro pares de patas. El metasoma o también llamada cola esta
dividida en cinco segmentos, al extremo se encuentra el telson o glandula venenosa, la cual
termina con la estructura tipica de aguijon por donde el alacran expulsa el veneno mediante
mecanismos controlados y regulados por diversos musculos (Gopalakrishnakone, et al.,
2015) (Figura 1).

Opistosoma

Pedipalpo <€—— - .e

Aguijon
Telson

Pedipalpo  # Metasoma

Ojos

. ’ o 7
Figura 1. Morfologia basica de un alacran.

Imagen tomada de:
https://www.google.com.mx/search?q=istock+alacran&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwi6gefBhLHZAhUKM6wKHedgDToQ AUICi
R WM:

B&biw =15178&bih=653&dpr=0.9#imgrc=Eb8ZmKVK0z

Los alacranes tienen una morfologia muy conservada y han logrado colonizar diferentes
ecosistemas, encontrandolos distribuidos practicamente en todo el mundo con excepcion
de la Antartica, zonas boreales y algunas islas oceanicas (Santibafiez-Lépez, et al., 2016).
Se han reportado alrededor de 2345 especies (Rein-Ove, 2017) y han sido causa de
fascinaciéon en el ser humano ya que tipicamente son considerados como animales que
producen la muerte. Si bien todos los alacranes poseen glandulas venenosas, aquellos
pertenecientes a la familia Buthidae y en los géneros Androctonus, Buthus, Leiurus,
Parabuthus, Mesobuthus, Tityus y Centruroides, son los que representan un peligro para

los humanos (Caliskan, et al., 2014).
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Aunque en el planeta existe un gran numero de especies de alacran, se considera que
menos de 50 especies son capaces de producir incidentes serios o fatales
(Gopalakrishnakone, et al., 2015). Las especies de alacran tdéxicas para humanos provocan
anualmente mas de un millén de casos de intoxicacidon en el mundo; dentro de los cuales,

se han reportado alrededor de 3000 casos fatales (Chaturaka y Gnanathasan, 2017).

México es el pais que cuenta con la mayor diversidad de especies de alacran con 289
especies reportadas al momento (Ponce-Saavedra, et al., 2016), lo que representa mas del
12% de la diversidad a nivel mundial. Los alacranes butidos que significan un problema
para la salud publica en México, estan representados dentro del género Centruroides. Este
género se distribuye desde el sur de los Estados Unidos hasta el norte de Sudamérica,
incluidas las Islas Galapagos, las Antillas y Bahamas (De Armas, et al., 2003) y en México
se han descrito 44 especies del género Centruroides (Santibafiez-Lépez, et al., 2016).
Dentro de estas especies, se considera que alrededor de 20 pueden representar un
problema para la salud publica y los cuales se encuentran principalmente en la costa oeste

del Océano Pacifico y parte del centro de México (Riano-Umbarila, et al., 2017).

En nuestro pais, los alacranes toxicos pertenecientes al género Centruroides provocan un
alto indice de accidentes relacionados con su picadura, reportdndose anualmente un
aproximado de 300 mil casos e incluso algunos casos fatales (268 reportados de 2006 a
2012) (Jiménez-Vargas, et al., 2017, SSA, 2013). Por lo anterior, se ha definido al
alacranismo como el “problema de salud publica ocasionado por la picadura de alacranes,
en un grupo de personas de determinada area”, de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
NOM-033-SSA2-2011 publicada por la Secretaria de Salud (SSA, Norma Oficial Mexicana
NOM-033-SSA2-2011, 2011). Los estados con la mayor incidencia de intoxicaciéon por
picadura de alacran son: Colima (1710.02), Morelos (1515.77), Nayarit (1317.12), Guerrero
(1071.11), Michoacan (674.39), Jalisco (639.0) y Guanajuato (612.19); las tasas son por
cada 100,000 habitantes (SUIVE/DGE/SSA, 2016).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Relevancia de la picadura de alacran en humanos

Desde el punto de vista médico, la picadura de alacran puede producir varios efectos
aunque en la mayoria de los casos (95%) solo se produce dolor en la zona afectada. Sin
embargo, si los efectos llegan a ser severos se puede comprometer la vida de la persona,
dependiendo de la especie de alacran involucrada. La persona afectada puede presentar
alteraciones hematologicas como: leucocitosis, hiperglicemia, acidosis lactica, desbalance
de electrolitos, oxigenacion de sangre disminuida e incremento de biomarcadores de
necrosis muscular, hepatico y pancreatica (Chippaux, 2012). El efecto sobre el sistema
nervioso simpatico se da por un incremento de los niveles de catecolaminas produciendo
una “cascada adrenérgica” que conlleva a complicaciones cardiacas, respiratorias,
neuromusculares, metabdlicas y urogenitales. Un efecto colinérgico también puede
presentarse, y que involucra al sistema nervioso parasimpatico, provocando un sindrome
de hipersecrecion (salivacion, sudoracion, vomito, incontinencia urinaria, hipersecrecion
bronquial y diarrea), dolor abdominal, miosis, broncoespasmos y bradicardia (Freire-Maia,
et al., 1994, Ismail, 1995). La severidad de los sintomas se puede evaluar y de acuerdo al
grado asignado, sera el tratamiento a emplear que puede incluir el uso de farmacos
(antihistaminicos, antiinflamatorios, ansioliticos, entre otros) e inmunoterapia (Chippaux,
2012).

El uso de la inmunoterapia como tratamiento terapéutico contra la picadura de alacran
consiste en la aplicacion de anticuerpos purificados contra los componentes del veneno y
la consecuente neutralizacion de los efectos téxicos. Estos anticuerpos son en realidad
fragmentos F(ab’)2 purificados de inmunoglobulinas 1gG producidas en caballos
inmunizados con el veneno de determinada especie de alacran (Chippaux y Goyfffon,
1998). En México, el uso de este tipo de antiveneno se encuentra comercialmente
disponible bajo el nombre de Alacramyn, el cual se elabora por esquemas de inmunizacion
empleando los venenos de cuatro especies: Centruroides limpidus, Centruroides
tecomanus, Centruroides suffusus y Centruroides noxius (Dehesa-Davila y Possani, 1994).
El uso de Alacramyn en México ha disminuido considerablemente el nimero de casos
mortales desde su introduccion en la década de los 90’s, y su eficacia estd comprobada en

personas picadas incluso por alacranes de otras especies (Chase, et al., 2009).
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2.2. Composicion de los venenos de alacran

El veneno con el que cuentan los alacranes es un arma muy eficaz que han desarrollado
estos organismos a lo largo de la evolucion tanto para cazar a sus presas (principalmente
insectos y otros artrépodos) y como defensa ante sus depredadores; por lo que el veneno
es una mezcla muy compleja de diferentes moléculas, entre las que se encuentran:
polisacaridos, aminoacidos libres, nucledtidos, compuestos heterociclicos, lipidos, sales
inorganicas, mucoproteinas, enzimas, aminas bioactivas (histamina y serotonina) y otros
componentes de bajo peso molecular sin funcidon descrita (Ortiz, et al., 2015). Los
principales componentes que se han descrito en los venenos de alacran son péptidos o
toxinas capaces de unirse a canales ionicos (Na*, K*, ClI, Ca%) y que alteran la
comunicacion celular y por lo tanto, las funciones vitales de los organismos afectados (Ortiz,
etal., 2014). Las toxinas que se unen a los canales de Na* o K* han sido las mas estudiadas
en los venenos de los alacranes mexicanos, al ser las responsables de los signos de
intoxicacion por la picadura de alacran en humanos (Santibafiez-Lopez, et al., 2016) (Figura
2).

Recientemente, se ha descrito la presencia de péptidos especificos que no representan un
peligro para los humanos, los cuales poseen propiedades biolégicas interesantes, entre las
que destacan actividades antimicrobiana, anticonvulsiva, bioinsecticida e
inmunomoduladora. Algunos ejemplos son: la Hadrucalcina del alacran Hoffmannihadrurus
gertschi, un péptido con afinidad a receptores de rianodina con potencial para actuar como
molécula vehiculo en el tratamiento de arritmias; la Hadrurina también de H. gertschi, que
es un péptido con actividad antimicrobiana (inhibe el crecimiento de al menos seis
bacterias); la Paidotoxina, péptido del alacran Anuroctonus phaiodactylus que es letal en
insectos pero no en mamiferos, el cual podria representar un buen bioinsecticida; y un
ultimo ejemplo es el caso de los péptidos Vm23 y Vm24 del veneno del alacran Vaejovis
mexicanus con actividad inmunosupresora al inhibir los canales de potasio Kv1.3 de
linfocitos humanos con una alta selectividad, lo cual es importante desde el punto de vista
farmacologico en el desarrollo de posibles tratamientos de enfermedades autoinmunes
(Santibafiez-Lopez, et al, 2016).

Pagina 16 de 89



m Toxinas_Canales de Sodio

2.62%
3.49%
® Toxinas_Canales de Potasio

15.28% Toxinas_Canales de Calcio
0.43%

Peptidos sin puentes disulfuro
® Enzimas de veneno
m Calcinas

m Escorpinas

Figura 2. Proporcién de los componentes encontrados en los venenos de alacranes
mexicanos. Modificado de (Santibanez-Lopez, et al., 2016).

La proporcion de enzimas que se encuentran en los venenos de alacran es baja con
respecto a los péptidos que reconocen canales iénicos; sin embargo, son de importancia
para que las toxinas difundan al torrente sanguineo. Se ha encontrado que en los venenos
de alacran hay hialuronidasas, fosfolipasas tipo A, esfingomielinasas, lisozimas,
metaloproteasas y proteasas de serina. (Pessini, et al., 2001, Almeid, et al., 2002,
Gopalakrishnakone, et al, 2015, Cid-Uribe, et al., 2017).

2.21. Toxinas que reconocen canales de Na*

Desde el punto de vista médico, las toxinas que reconocen canales de Na* dependientes
de voltaje, son los componentes mas relevantes en los venenos de los alacranes butidos
ya que son las responsables de los sintomas neurotéxicos provocados por su picadura.
Este tipo de toxinas comprenden péptidos que contienen de 60 a 75 residuos de
aminoacidos y un peso molecular de entre 6500 a 8500 Da. Dentro de su secuencia cuentan
con arreglos de cisteinas altamente conservados, formando generalmente cuatro puentes
disulfuro que estabilizan una topologia Bapp o Baappa. Estas estructuras secundarias, se
conectan por asas irregulares y variables expuestas al medio exterior. La elucidacion de la
estructura tridimensional de las toxinas se ha realizado mediante RMN y por cristalografia

de rayos X (Ver Figura 3).
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La clasificacion mas usada de estas toxinas se basa en el efecto fisioldégico que ejercen
como moduladoras de los mecanismos de apertura-cierre de los canales de Na*. Existen
dos categorias principales: las toxinas a y las toxinas B. Las toxinas a interfieren en el
proceso de inactivacion del canal uniéndose al sitio 3, fueron descritas principalmente en
venenos de alacranes de Africa y Asia, aunque posteriormente se encontraron también en
alacranes de América. Las toxinas a inducen una fuerte despolarizacion de la membrana,
lo que provoca una pérdida en la capacidad de respuesta de las células excitables y si la
dosis es mayor, prolongan el potencial de accién e inducen paralisis y arritmia cardiaca.
Las toxinas B, usualmente reducen la amplitud de la corriente bajo las condiciones de
fijacion de voltaje (voltaje clamp) y desplazan la apertura del canal a valores de potencial
de membrana mas negativos. Las toxinas B se unen al sitio 4 del canal y son las principales
toxinas que se han identificado en alacranes del género Centruroides. Estas toxinas pueden
producir alteraciones musculares tales como espasticidad y mioclonias (Rodriguez de la
Vega y Possani, 2005, Rodriguez de la Vega y Possani, 2007, Quintero-Hernandez, et al.,
2013, Ortiz, et al., 2015).

Figura 3. Estructura tridimensional de
A toxinas que reconocen canales de
Na*. A) Toxina a AaHIl (1PTX_PDB)
del alacran Androctonus australis; B)
Toxina B, Cn2 (1CN2_PDB) del

alacran Centruroides noxius.

% | Modificada de (Quintero-Hernandez,
etal., 2013)

AaHlIl Cn2
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2.2.2. Toxinas que reconocen canales de K*

Otros péptidos que se unen a canales de ClI;, Ca?* o K* tienen un papel sinérgico en el
cuadro de intoxicacion, mas que un efecto significativo en la letalidad del veneno. Sin
embargo, en los venenos de alacran se encuentra una importante cantidad de toxinas
capaces de bloquear la funcién de los canales de K*. Toxinas conformadas de 23 a 42
aminoacidos, con pesos moleculares de aproximadamente 4000 Da y cuentan con 3 o0 4
puentes disulfuro en su estructura. De acuerdo a la secuencia de aminoacidos que las
conforman y los pares de cisteinas que poseen, se han clasificado en 6 familias
denominadas: a-, B-, y-, K-, A- y €- toxinas (Ktoxinas). Se ha descrito que estas toxinas
cuentan con dos motivos estructurales definidos por la presencia de cisteinas que las
estabilizan (CS, por sus siglas en inglés cysteine-stabilized). El primero se denomina: CSaf3
conformado por una o dos a-hélices conectadas y una lamina-f3 formada por tres hebras
estabilizadas por 3 o 4 puentes disulfuro; el segundo motivo estructural llamado CSaa,
consiste de dos a-hélices conectadas por un giro-f (Figura 4). Estas toxinas han sido de
importancia para el estudio de la estructura-funcién de diversos canales y la interaccion
selectiva con diferentes subtipos de canales entre los cuales se encuentran el: Kv1, Kv3,
Kv4, Kv7,Kv11, y Kca. (Rodriguez de la Vega, et al., 2004, Quintero-Hernandez, et al., 2013,
Santibanez-Lopez, et al., 2015, Jiménez-Vargas, et al., 2017). Y actualmente se sabe que
alteraciones en los diferentes subtipos de los canales de K* estan involucrados en
patologias como: asma, arritmias cardiacas, enfermedades autoinmunes mediadas por
linfocitos T, respuestas inmunes por infecciones, inflamacién e hipertension (Bergeron y
Bingham, 2012).

Figura 4. Estructura tridimensional de algunas
toxinas de canales de K'. A) a-Ktoxina Vm24
(2K90O_PDB) de Vaejovis mexicanus; B) y-Ktoxina
ErgTx1 (1NE5_PDB) de Centruroides noxiusy C) a-
Ktoxina Ts16 (2LO7_PDB) de Tityus serrulatus,
tiene una estructura tipica CSaa de las k-Ktoxinas,
pero considerando su secuencia primaria,

pertenece a las a-Ktoxinas. Tomada de Quintero-

Vmd ErgTal sl Hernandez, et al., 2013.
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2.3. Caracterizacion de los venenos de alacran

El estudio de los venenos de alacran en sus inicios se basé en la purificacion, identificacion
y caracterizacion funcional de los componentes, la mayoria de ellos son péptidos vy
proteinas (Santibafez-Lopez, et al., 2016). Para ello, se emplean técnicas cromatograficas
que pueden comprender una primera separacion por tamafio mediante filtracion en gel
usando columnas de Sephadex; pasos subsecuentes con resinas de intercambio idnico
(como CM-celulosa o DAE-celulosa); y finalmente, mediante HPLC se obtienen péptidos o
proteinas puros para su caracterizacion funcional y quimica, esta ultima se realiza
generalmente por degradacion de Edman (Possani, et al., 1999, Valdez-Velazquez, et al.,
2013).

Con el uso de técnicas mas sensibles y de alto rendimiento, como la espectrometria de
masas, ha sido posible identificar una mayor cantidad de componentes. Lo anterior ha sido
de utilidad para la caracterizacion de venenos de nuevas especies y determinar las
diferencias entre ellas (Batista, et al., 2007, Rodriguez de la Vega, et al, 2010).
Recientmente, mediante el uso de técnicas de biologia molecular, tales como, la
construccién de bibliotecas de ADN complementario, principalmente de la glandula
venenosa del alacran (Olamendi-Portugal, et al., 2016), se han encontrado componentes
en los venenos de especies que anteriormente no se habian descrito (Santibafiez-Lopez,
et al., 2017, Santibafiez-Lopez, et al., 2016) y han servido para determinar los niveles de
expresion de determinados componentes entre los diferentes sexos de individuos de la

misma especie (Cid-Uribe, et al., 2017).
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Parte de la caracterizacion de los venenos de alacran comprende el uso de ensayos
inmunoldgicos, con la finalidad de observar el reconocimiento de los componentes del
veneno por los anticuerpos contenidos en los antivenenos; los cuales, no necesariamente
son elaborados mediante inmunizaciones con el veneno del alacran bajo estudio. Con tal
fin, el antiveneno Alacramyn ha sido empleado para determinar el reconocimiento de los
componentes del veneno del alacran Tityus trivitattus (De Roodt, et al, 2010); en la
determinacion de los niveles de veneno en sangre y orina de pacientes intoxicados por la
picadura de Centruroides sculpturatus aprovechando la reactividad cruzada que muestra el
antiveneno (Chase, et al., 2009); y en el reconocimiento de los componentes del veneno in
vitro y neutralizacion de los efectos letales in vivo del veneno de Tityus pachyrus (Barona,
Otero y Nufiez, 2004).

2.4. Alacranes toxicos a humanos en México

Los alacranes que pueden representar un peligro para la salud de las personas en México,
asi como su distribucién geografica, se enlistan en la Tabla 1. Se han realizado diferentes
estudios sobre la composicién de los venenos de los siguientes alacranes: Centruroides
noxius (Zamudio, et al., 1992, Dent, et al., 1980), Centruroides suffusus (Martin, et al.,
1987), Centruroides tecomanus (Ramirez, et al., 1988, Valdez-Velazquéz, et al., 2016),
Centruroides limpidus (Ramirez, et al., 1994, Dehesa-Davila, et al., 1996, Olamendi-
Portugal, et al, 2017), Centruroides sculpturatus (Corona, et al., 2001) , Centruroides
infamatus (Dehesa-Davila, et al., 1996) y Centruroides elegans (Vandendriessche, et al.,
2010). De estas especies se conocen también las principales toxinas que afectan a los
mamiferos. Sin embargo, no se conoce la composicion de los venenos de mas de la mitad
de las especies reportadas como peligrosas para los humanos, y en las cuales se incluye

a Centruroides ornatus.
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Tabla 1. Especies de alacran toxicas a humanos de México.

Especies Estado donde se reporta su presencia Toxicidad en mamiferos y Principales toxinas
DL50

1 C. noxius Nayarit 2.5 Cn2, Cn8

2 C. infamatus Aguascalientes, Colima, Guanajuato, 9.6° Cii1
Jalisco, Michoacan, Nayarit, Querétaro

3 C. limpidus Colima, Guerrero, Jalisco, México, 15.0° Cllim, Cli2, CI13
Michoacan, Morelos, Querétaro

4 C. tecomanus Colima, Guerrero, Jalisco, Michoacan 10.2° Ctla

5 C. suffusus Durango 8.75 Css2, Css4

6 C. elegans Jalisco, Nayarit 11.5 Cell9

7 C. sculpturatus Sonora 22,7 CsEM1

8 C. ornatus Guanajuato, Jalisco, Michoacan 13.3 Co1, Co2 y Co3++

9 C. hirsutipalpus Colima 1.7 NC

10 C. villegasi Guerrero 12.2° NC

11 C. cumpas Sonora 19.2° NC

12 C. sp. nov. Oaxaca (Huajuapan) 13.0° NC

13 C. meisei Guerrero 14.0° NC

14 C. balsasensis Guerrero, Estados de México, Michoacan, Toxico NC
Morelos, Puebla

15 C. huichol Nayarit Téxico NC

16 C. bonito Guerrero Toxico NC

17 C. ruana Michoacan Téxico NC

18 C. serrano Oaxaca Téxico NC

19 C. mascota Jalisco Toxico NC

20 C. chamela Jalisco Téxico NC

DL50: reportada como mcg de veneno por 20 g de peso de raton; Téxico: evidencia
experimental de toxicidad en mamiferos; NC: No caracterizado. * Datos de (Riafo-Umbarila,

et al., 2017). ++ Descritas en este trabajo.

Los estudios realizados sobre el alacran Centruroides ornatus se han enfocado
principalmente sobre su descripcion taxonomica y su localizacion geografica. Este alacran
se encuentra en los estados de Michoacan, Jalisco y Guanajuato, estados con alta
incidencia por picadura de alacran (SSA, Secretaria de Salud. CENAPRECE, 2013).

De acuerdo a la descripcién de Ponce-Saavedra J. y Francke B. O. F. son animales de
coloracion base que va desde amarillo claro hasta ocre e incluso rojiza, su carapacho esta
claramente obscurecido y sélo deja pequefias areas laterales sin pigmento (Figura 5). Las
bandas longitudinales del mesosoma son claramente mas anchas que la banda mesal, en
ocasiones dandole apariencia muy obscura (Ponce-Saavedra y Francke B, 2013).
Centruroides ornatus mide entre 38 y 51 mm, siendo mas pequefio que Centruroides
infamatus, el cual mide entre 49 y 63 mm (De Armas y Martin-Frias, 2008).
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A) B)

Figura 5. Especimenes de Centruroides ornatus. Colectados en Morelia, Michoacan,
México. A) hembra. B) macho.

Por mucho tiempo Centruroides ornatus se considerd una subespecie de Centruroides
infamatus (Hoffmann, 1932) hasta que en el ano 2008 De Armas L.F. y Martin-Frias E.
propusieron el restablecimiento del nombre a Centruroides ornatus Pocock 1902; quienes
describieron estrictamente sus caracteres taxonémicos y consideraron los estudios previos
sobre las diferencias genéticas que sustentan el estatus especifico de la especie (Towler ,
et al., 2001). Los estudios sobre Centruroides ornatus, describen su comportamiento bajo
determinadas condiciones climatolégicas (Guzman-Pérez y Ponce-Saavedra, 2014), se
reporta también, su uso del habitat en determinadas regiones de México (Quijano-Ravell y
Ponce-Saavedra, 2016) y se ha determinado el tamafo de camada de las hembras gravidas

(Quijano-Ravell y Ponce-Saavedra, 2015).

Con respecto al estudio de su veneno, recientemente se reporté que la DL50 en ratones
CD1, es de 13.3 ug por 20 g de peso de raton. En este mismo estudio se obtuvo el perfil
electroforético de los componentes del veneno en condiciones acidas (Riafio-Umbarila, et
al., 2017). Sin embargo, no hay datos publicados sobre la caracterizacién de los

componentes en el veneno.
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3. HIPOTESIS

Los componentes del veneno alacran Centruroides ornatus son principalmente toxinas que
afectan canales de Na*, toxinas que bloquean canales de K*, algunas enzimas y los cuales,
podrian presentar cierta diferencia con los componentes reportados para alacranes del
mismo género. Debido a la reactividad cruzada de los fragmentos de anticuerpos de los
antivenenos comerciales, el veneno de C. ornatus podra ser reconocido por el antiveneno

comercial Alacramyn.
4. OBJETIVO DEL PROYECTO

Caracterizar los principales componentes del veneno de alacran Centruroides ornatus y

compararlos con los componentes reportados de otros alacranes del género Centruroides.

4.1. Objetivos particulares

e Purificar los componentes del veneno del alacran Centruroides ornatus que presentan
toxicidad en mamifero.

e Identificar las principales toxinas contra mamiferos en el veneno de Centruroides
ornatus.

e Obtener la secuencia de aminoacidos de las toxinas obtenidas.

e Determinar el porcentaje de identidad de las toxinas encontradas con respecto a la
secuencia de aminoacidos de toxinas de otros alacranes del género Centruroides.

e Evaluar si el antiveneno Alacramyn presenta reaccion cruzada con los componentes

del veneno de Centruroides ornatus.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Disefo experimental

En el Figura 6 se ilustra el disefio experimental empleado para cumplir con los objetivos
establecidos. En el esquema no se consideran las pruebas de resonancia superficial de
plasmones y los ensayos de electrofisiologia (ver secciones 5.9.3 y 5.10) ya que son
experimentos que se llevaron a cabo como parte complementaria del proyecto. Sin

embargo, se incluyen los detalles experimentales de todas las pruebas y los resultados

obtenidos.
Determi ic Obtencion del veneno de ELISA con veneno completo
in vive del veneno total Cenfruroid !. npleando antivensno
Ensayos de l
izacidn in vivo % | Sep on de los - e — |
empleando antiveneno
| | 1
Determinar la toxicidad HPLC '
in vivo de fracciones L |Exchusion molecular .
para identificar péptidos c18 Sephadex G-50 =
o=
l l :
z Intercambio cationica. | Westemnblot empleando el
masas : o CM-celulosa SOSPAGE antiveneno Alacramyn
Secuencia Misminal de HPLC De cafiones en
T R o g condiciones no
‘degradacion de Edman reductoras
o . Obtencion de |
- mﬂdeu::dus purificados npl do anfiveneno
1
Sacuencia de péptidos
por degradacion de
Edman.
Establecerla similitud
©on secuencias de
towinas reportadas

Figura 6. Disefio experimental para la caracterizacion del veneno del alacran Centruroides

ornatus.
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5.2. Veneno

Los especimenes de Centruroides ornatus fueron colectados a las afueras de la ciudad de
Morelia, Michoacan, México. 19°38’54.8”N 101°17°42.7 W (19.648552,-101.295206). Bajo
el permiso FAUT-0305 otorgado por la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos

Naturales, SEMARNAT (Direccion general de vida silvestre).

Los alacranes fueron llevados al laboratorio y el veneno de hembras (70%) y machos (30%)
fue obtenido mediante estimulacion eléctrica del telson. El veneno se resuspendié en 100
ML de agua tetradestilada, se centrifugdé por 5 minutos a 10,000 g a 4°C, el sobrenadante
se colecté en un tubo limpio. El botén formado se lavé 4 veces con 100 yL de agua para
obtener el veneno soluble en un volumen final de 500 uL. Se realizé una diluciéon 1:10 y se
midié la densidad optica a 280 nm, asumiendo que una unidad de absorbancia equivale a
1 mg/mL de proteina. Se recuperd una cantidad promedio de 200 ug de veneno soluble por

alacran. El veneno se liofilizé y se conservo a - 20°C.

5.3. Purificacion de los componentes del veneno

5.3.1. Cromatografia de filtracion en gel

Se fraccion6 el veneno total mediante filtracion en gel de acuerdo a lo descrito por
(Olamendi-Portugal, et al.,, 2016), con ligeras modificaciones. Se empled una columna
preparada con Sephadex G-50 fino (Sigma Chemical Co, EUA) empacado en un soporte
de vidrio de volumen de 50 mL. Se aplicaron 27 mg de veneno solubilizado en un volumen
de 0.5 mL de la solucién amortiguadora de corrida (acetato de amonio 20 mM pH 4.7). La
elucién se realizé a un flujo de 15 mL/h y se colectaron volumenes de 1 mL en tubos de
ensayo. La elucién terminé hasta no observar cambios en las lecturas del espectrofotémetro
(Genesys 10S Thermo Scientific, WI, USA) a una longitud de onda de 280 nm empleando
como blanco la solucion amortiguadora de corrida. Se realizé una grafica de absorbancia
vs volumen para determinar el nimero de fracciones obtenidas. Estas ultimas fueron

almacenadas a 4°C o liofilizadas y conservadas a -20°C.
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5.3.2. Cromatografia de intercambio catiénico

La fraccion 1l (FIl) obtenida del paso previo de exclusién molecular se aplicé directamente
en una columna de CM-celulosa equilibrada con la solucion amortiguadora de corrida
(acetato de amonio 20 mM pH 4.7). Los componentes fueron eluidos con una solucion de
acetato de amonio 0.5 M (Solucion B) realizando dos gradientes lineales a un flujo de 2
mL/min. Tras cargar la muestra, el primer gradiente fue de 0 a 20 % de solucién B en 180
minutos; inmediatamente después se inicié un segundo gradiente de 20% a 30% de
solucion B en 60 minutos. Finalmente se realizé un lavado con 100 % de solucion B por 10
minutos. Los componentes se detectaron a una longitud de onda de 280 nm y se colectaron
fracciones de 8 mL automaticamente en un equipo NGC Chromatography system (Bio-Rad
Laboratories Inc.) A partir del cromatograma obtenido se mezclé el volumen de los tubos
que conformaron cada pico observado. Cada fraccion fue liofilizada y mantenida a -20°C

hasta su uso.

5.3.3. RP-HPLC

Los componentes del veneno total, las fracciones de la cromatografia de intercambio
cationico y los productos de las reacciones de alquilacién y digestion, se separaron
mediante RP-HPLC. Se aplicaron no mas de 1.2 mg de proteina a una columna C18 (4.6 x
250 mm, Vydac, Hysperia, EUA). La fase mdévil fue una mezcla de solucion A (Agua con
0.12% de TFA) y solucién B (ACN con 0.1% de TFA). Generalmente las corridas se hicieron
en un gradiente lineal de 0% a 60 % de B en 60 minutos, a menos que se indique lo
contrario. Se hizo el registro a una longitud de onda de 230 nm vy el flujo fue de 1 mL/min.
Las muestras se colectaron manualmente, se secaron al vacio en un equipo Savant

SpeedVac y se mantuvieron a -20 °C.
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5.4. DETERMINACION DE PESOS MOLECULARES

La determinacion de las masas moleculares se hizo por espectrometria de masas y
secuenciaciéon de péptidos a cargo del Dr. Fernando Zamudio del Instituto de Biotecnologia,
UNAM.

Las muestras obtenidas del equipo HPLC fueron disueltas en una soluciéon de 60% de ACN
y 40% de agua con 0.1% de acido acético. El volumen de cada muestra fue ajustado de
acuerdo a la absorbancia obtenida para cada pico cromatografico, para inyectar al equipo
una cantidad aproximada de 0.1 pg de proteina. El voltaje del spray fue de 1.6kV y la
temperatura del capilar de 180°C. Los espectros se obtuvieron en modo positivo. Los pesos
moleculares fueron determinados en el espectrometro de masas con trampa de iones lineal
LCQFleet (Thermo Scientific, CA, EUA).

5.5. SECUENCIACION Y ANALISIS DE SECUENCIAS

La secuenciacion de los péptidos purificados del veneno, se realizd6 mediante degradacion
de Edman (Edman y Begg, 1967) empleando un secuenciador automatico PPSQ-31A
(Shimadzu Instruments, Inc. Columbia, MD, EUA). Las secuencias obtenidas fueron
comparadas con secuencias conocidas disponibles en el NCBI analizadas mediante
BLAST.

5.6. REDUCCION, ALQUILACION Y DIGESTION DE PEPTIDOS

La concentracion de péptido nativo (para determinacion de region N-terminal) o reducido y
alquilado (para la deteccion de cisteinas) fue de aproximadamente 1 nmol. La regiéon amino
terminal se obtiene directamente del péptido, el resto de la secuencia se obtiene al digerir
el péptido con enzimas proteoliticas (indicado a continuacion) para obtener las secuencias

de los fragmentos y ensamblar la secuencia completa del péptido.

Los compuestos purificados se redujeron y alquilaron de acuerdo al protocolo descrito por
(Olamendi-Portugal, et al., 2017). Para la reduccion, el péptido purificado se disolvié en una
solucién amortiguadora de TRIS-HCI 200 mM pH 8.6 con un 1 mg/mL de EDTA vy cloruro
de guanidinio 6 M, se le agregaron 200 ug de DTT por cada 50 ug de proteina y se incubo

a 55°C por 45 minutos en ambiente de N.. Transcurrido el tiempo, a la mezcla se le
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agregaron aproximadamente 200 ug de iodoacetamida por cada 50 ug de proteina se
colocd en un ambiente de Ny, se protegio de la luz y se dejé transcurrir la reaccion por 30
minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de reaccion se inyecto
inmediatamente la mezcla al equipo de HPLC para eliminar los reactivos, empleando una
columna C-18. Se obtuvo el péptido alquilado, se determiné el peso molecular mediante
espectrometria de masas y se estimé el nUmero de cisteinas por la diferencia del peso
molecular del péptido nativo y la ganancia en peso por el agente alquilante. Las muestras

se llevaron a sequedad en el equipo Savant SpeedVac.

La digestion enzimatica de los péptidos se realiz6 empleando diferentes endoproteasas
para secuenciacion. Para el caso de la endoproteasa Glu-C (V-8) de Staphylococcus aureus
(Manheim, Alemania) se agregaron 2.5 ug de enzima por cada 50 ug de péptido reducido
y alquilado en una solucion amortiguadora de bicarbonato de amonio 25 mM, pH 8.2
incubando la mezcla a 37°C por 4 h. Para la endoproteasa Asp-N (Manheim, Alemania) se
emplearon 2.5 ug de enzima por cada 50 ug de péptido reducido y alquilado en una solucién
amortiguadora de fosfato de sodio 50 mM pH 8.0 incubando la mezcla a 37°C por 14 h.
Posterior a la digestion, se separaron los péptidos obtenidos mediante HPLC y se determiné

el peso molecular por espectrometria de masas.
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5.7. BIOENSAYOS

5.7.1. Toxicidad en mamifero

Para todos los ensayos de toxicidad en mamifero se emplearon ratones albinos cepa CD1
de peso aproximado de 20 g. La administracion de los tratamientos se realizé via
intraperitoneal inyectando las cantidades determinadas en un volumen maximo 100 pL o

por via intracraneal en no mas de 5 pL.

Se probd la toxicidad del veneno total, fracciones y componentes purificados. A las 4 h post-
administracién se suministré agua y alimento ad libitum y se observo el efecto durante las

siguientes 24 h.

5.7.2. Toxicidad en insecto

Se probd la toxicidad en grillos (Acheta domestica) del veneno total, fracciones y del péptido
principal del veneno (toxina Co52). Aplicando no mas de 20 pyL volumen en la tercera
seccion de la parte dorsal del abdomen del grillo. Se observaron los efectos durante 24 h

colocando agua ad libitum.

5.7.3. Toxicidad en aves

Se probo el efecto de la toxina Co52 en pollos (Gallus gallus domesticus) de 2 semanas de
edad. Se aplicaron por via intraperitoneal un maximo de 60 ug en un volumen de 200 uL. A
las 2 h post-administracién se suministré agua y alimento ad libitum y se observo el efecto

durante las siguientes 12 h.

5.7.4. Ensayos de neutralizacién in vivo

En ratones CD1 de peso aproximado de 20 g se probé el efecto neutralizante del antiveneno
Alacramyn contra el veneno de Centruroides ornatus y de una de sus toxinas purificadas.
Se probd por duplicado: el efecto letal de 2 LD50 de veneno (26.6 ug / 20 g de peso de
ratén); el efecto de 2 LD50 del veneno previamente mezclado con 15 mg en peso del

antiveneno; el efecto de 5 pug de toxina purificada previamente mezclada con 5 mg de
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antiveneno. Las mezclas de veneno o toxina con antiveneno se incubaron previo a la
administracién por 20 minutos a temperatura ambiente protegidas de la luz. Todas las
administraciones fueron por via intraperitoneal. A las 4 h post-administracién se suministré

agua y alimento ad libitum y se observo el efecto durante las siguientes 12 h.

5.8. ELECTROFORESIS

5.8.1. SDS-PAGE

Para determinar los patrones de separacion de los componentes contenidos en el veneno
de Centruroides ornatus, otros venenos y para verificar la separacion obtenida por filtracion
en gel, se realizaron separaciones electroforéticas empleando geles de poliacrilamida
comerciales (TGX Fast Cast, Bio-Rad Laboratories, Inc). La concentracion de 12 % para el
gel separador y 4 % para el gel concentrador. Las muestras se desnaturalizaron previo a
su cargado, en la solucién amortiguadora de carga (TRIS-HCI 0.5 M pH 6.8, SDS al 2%,
glicerol, azul de bromofenol al 0.01 % en condiciones reductoras empleando 5% de B-
mercaptoetanol). La mezcla se colocd a 55°C por 15 minutos y se centrifugd antes de aplicar

en los pozos del gel.

Para la separacion electroforética se empled una solucion de TRIS 25mM —Glicina 192 mM
con SDS al 0.01%, corriendo las muestras en 50 V constantes hasta que se observé que la
muestra entro en el gel separador y posteriormente a 100 V hasta que el colorante llegé al
borde del gel (aproximadamente 2 h). Terminada la separacion se tifié el gel con soluciéon
de tincion (azul brillante de Coomassie G-250 al 0.1 % en solucion de acido acético-metanol
10%/40% v/v) durante 30 minutos y se lavé dos veces, la primera con solucion de destenir
| (solucion de acido acético-metanol 10%/40% v/v) por 30 minutos y la segunda con solucion
de destefiir Il (solucibn de &cido acético-metanol 7%/10% v/v) durante 16 h

aproximadamente con agitacion suave.
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5.8.2. Electroforesis de cationes en condiciones no reductoras a pH acido

Los componentes del veneno se separaron los componentes del veneno y se verificé la
homogeneidad de la toxina principal a mamiferos (Toxina Co1, Seccién 6.2.3.4) mediante
perfiles electroforéticos en condiciones no reductoras a pH acido. Se siguié la metodologia
propuesta por (Riafio-Umbarila, et al., 2017). El gel separador se elaboré empleando una
solucién amortiguadora pH 4.7 de acetato de potasio 0.042 M adicionada con los siguientes
componentes a la concentracion final indicada: acrilamida al 11.64 %, N,N’-
metilenbisacrilamida al 0.36%, TEMED al 0.1%, riboflavina-5’-fosfato al 0.001%. El gel
concentrador se prepard en una solucion amortiguadora de acetato de potasio 0.09 M, pH
6 con los siguientes componentes de las concentraciones finales de: acrilamida al 3.62%,
N,N’-metilenbisacrilamida al 0.13%, TEMED al 0.001%, riboflavina-5’-fosfato al 0.001%,
APS al 0.01% y 10% de glicerol. Los geles fueron expuestos a luz fluorescente hasta una
completa polimerizacion. Se cargaron 10 y 20 ug de veneno total y 1 ug de toxina pura en
no mas de 20 pL, en una relacion 1:1 con la solucion amortiguadora de carga. Esta ultima
consiste de una solucion amortiguadora de acetato de potasio 0.18 M a pH 6 con 25% de
glicerol (v/v) y verde de metilo al 0.01%. Se empled como solucién de corrida, solucion de
acido aceético 0.1 M con B-alanina 0.06 M. La separacion se llevo a cabo a corriente
constante de 5 mA en el gel concentrador y aumentando a 9 mA cuando el frente de corrida
se observd en el gel separador. Se invirtié la polaridad debido al pH acido del gel y el
caracter basico de las toxinas y otros componentes, colocando en la parte inferior el catodo
y en la parte superior el anodo. La tincidén del gel se realiza con azul de Coomassie R al
0.05% (m/v) en metanol al 10% con acido acético al 7% (v/v) por no mas de 30 min. El

destenido se realiz6 con esta ultima solucion pero sin colorante.
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5.9. ENSAYOS INMNUNOLOGICOS

5.9.1. Western blot

Para determinar el reconocimiento de los componentes del veneno por el antiveneno
Alacramyn, las proteinas del veneno fueron separadas por SDS-PAGE. Las proteinas del
gel fueron transferidas por via semi-seca a una membrana de nitrocelulosa (0.2 pm) en una
camara de transferencia Semi-Dry Blotter (C.B.S. Scientific Co., CA, EUA). La solucién
amortiguadora para la transferencia fue de TRIS 25 mM y glicina 190 mM con 20% de
metanol. La transferencia se llevo a cabo durante 1 h con corriente constante (0.8 mA/ cm?).
Al término de la transferencia, el gel se tifi6 con azul de Coomassie (ver seccion 5.7.2) sélo
para confirmar la transferencia de proteinas a la membrana. Esta ultima, se bloqued con
BSA al 2 % en PBS 1x pH 7.4 durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacién suave.
Se retird el exceso de la solucién anterior y se agregé el antiveneno en una concentraciéon
de 1 pg/mL en PBS 1x con 0.05% de Tween 20 y BSA al 0.1% durante 2 h a temperatura
ambiente. Se hicieron 5 lavados con PBST. Se agregé el anticuerpo anti-caballo acoplado
a peroxidasa (Jackson ImmunoResearch, BA, EUA) en una dilucion 1:5000 en PBS 1x con
0.05% de Tween 20 y BSA al 0.1% durante 1h a temperatura ambiente. Se lavé la
membrana de nuevo 5 veces con PBST. Para revelar la membrana se empled
diaminobencidina en una concentracién de 0.7 mg/mL en solucién amortiguadora TRIS 50
mM pH 7.5 con NiCl; al 0.03 % y 1 yL/mL de H20O,. La reaccién se detuvo con agua

destilada, aproximadamente a los 2 minutos.
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5.9.2. Ensayos de ELISA

Se determiné la EC50 de reconocimiento del antiveneno Alacramyn hacia los componentes
en el veneno y toxinas purificadas mediante ensayos de ELISA, preparando curvas de
dilucién del antiveneno y fijando la cantidad de veneno o toxina en placas de 96 pozos de
alta adherencia a proteinas. Se fijaron 0.5 ug de veneno de los alacranes: C. ornatus, C.
noxius, C. limpidus, C. suffusus, C. tecomanusy V. mexicanus, y 5 ng de la toxinas: Co1,
Co2, Co3, ClI2, Ct1a y Cn2 en un volumen de 100 uL de solucién amortiguadora de
bicarbonato de sodio 50 mM pH 9.4. La adherencia del veneno o toxina se llevé a cabo toda
la noche a 4°C. Posterior a ello, se desechd la solucién con el antigeno y se bloquearon los
pozos con 120 pL de una solucion de BSA al 1 % en PBS 1X durante 2 h a temperatura
ambiente. Se lavo 3 veces el exceso de BSA con PBST y se colocaron las curvas de dilucién

del antiveneno Alacramyn en PBS 1x con Tween 0.05 % y BSA al 0.1 % de la siguiente

manera.
Punto Concentracion
de la de Alacramyn
curva (mg/mL)
1 0.32
2 0.16
3 0.08
4 0.04
5 0.02
6 0.01
7 0.005
8 0.0025
9 0.00125
10 0.000625
11 0.0003125
12 0.0001563

Cada punto de la curva se realizé por triplicado y se dejé incubando por 2 h a temperatura
ambiente. Posterior a ello se realizaron 5 lavados con PBST y se agregé el anticuerpo
secundario anti-caballo acoplado a peroxidasa (Jackson ImmunoResearch, BA, EUA) en
una dilucion 1:2000, se dejo reaccionar el segundo anticuerpo durante 1 h a temperatura
ambiente protegido de la luz. Se lavo de nuevo 5 veces con PBST y finalmente, se revelaron
las placas con 100 pL de una solucion de o-fenilendiamina 0.4 mg/mL preparada en una
solucién amortiguadora de fosfato de sodio 50 mM pH 5 con 0.4 yL/mL de perdxido de
hidrégeno al 30%. Transcurridos 5 minutos se detuvo la reaccion con 100 yL de HCI6 N y
se ley6 la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm en un lector de placas de ELISA
(Bio-Rad Laboratories Inc.). Para determinar la EC50 se graficaron los valores de la
absorbancia vs logio de la concentracion, las curvas fueron analizadas por regresion no-

lineal (dosis-respuesta sigmoidea) usando el software Origin Lab 8 (MA, EUA).
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5.9.3. Ensayos de interaccion molecular: resonancia superficial de plasmones

Con la intencidon de probar la interaccidon entre algunos anticuerpos de formato ScFv
dirigidos contra toxinas que se encuentren en el veneno de Centruroides ornatus, la Dra.
Lidia Riano del Instituto de Biotecnologia, realizé un estudio preliminar de interaccion
molecular en un sistema de biosensores Biacore (BIACORE X, Upsala, Suecia). Se
emplearon 200 ng de la toxina Co1 disuelta en 100 yL de solucion amortiguadora MES 10
mM a pH 6. De esta solucién con la toxina, se tomaron 20 uL y se unieron a la celda 2 del
chip M5 usando un flujo de 5 pL/min. Se establecieron los valores de unidades de
resonancia (RU) para el acoplamiento-union del antigeno y los valores de un blanco. Los
sensogramas de reconocimiento se realizaron a 25°C y la solucion de los fragmentos de
anticuerpos humanos fue diluida a 100 nM en la solucién HBS (Biacore). Se inyectaron 100
ML de cada scFV en el chip en un flujo de 50 yL/min y la fase de retraso fue de 400 s. La
superficie del chip fue regenerada con HCI 10 mM. Los sensogramas obtenidos en cada

ensayo se compararon mediante el programa BlAevaluation 3.2.
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5.10. ENSAYOS DE ELECTROFISIOLOGIA

5.10.1. Canales de potasio Kv1.3

El Dr. Gyorgy Panyi de la Universidad de Debrecen (Hungria) evalué el efecto de algunas
de las fracciones del veneno obtenidas por HPLC, en los canales Kv1.3 de linfocitos
humanos activados. Las mediciones se realizaron usando la técnica de Patch-clamp en
configuracion de fijacion de voltaje. Los registros se hicieron en equipos Axon Axopatch
(Molecular Devices, CA, EUA). Generalmente la solucion extracelular consistié de NaCl 145
mM, KCI 5 mM, MgCl; 1 mM, CaCl, 1mM, glucosa 5.5 mM, en solucién amortiguadora
HEPES 10 mM a pH 7.35. La osmolaridad de las soluciones exteriores fue de 302 y 308
mOsMoles/L. La solucion de la pipeta contenia KF 140 mM, MgCl> 2 mM, CaCl, 1mM en
solucién amortiguadora HEPES 10 mM y EGTA 11mM a pH 7.22. Para medir las corrientes
se aplicaron pulsos despolarizantes de +50 mV durante 15 ms, desde un potencial de

reposo de -100mV.

La adquisicion y analisis de datos se realizé en el software pClamp 10. El efecto de las
fracciones se evalu6 como la fraccion de corriente remanente (RF=l/lp, donde | e Ip son las
amplitudes de las corrientes en la presencia y ausencia de toxina a determinada
concentracion, respectivamente). La concentracion estimada de toxina fue de 50 nM
considerando los pesos moleculares de los componentes identificados en cada fraccién

evaluada.
5.10.2. Canales de sodio Nav

El Dr. Froylan Gémez de la Facultad de Medicina de la UNAM, evalué el efecto de las
toxinas Co1y Co3 sobre los canales de sodio Nav1.5 y Nav1.6. Los cultivos de las células
HEK293 que expresan establemente los canales, se mantuvieron a 37°C en un atmésfera
humidificada con 5 % de CO2, en medio DMEM/F12 suplementado con 10% de FSB y el
antibiético de seleccion G418 en concentracién de 100 pg/ mL. Se midieron las corrientes
macroscopicas mediante Patch-clamp en configuracion de fijacion de voltaje de células
completas, empleando un amplificador Axopatch 1D (Axon Instruments). Los electrodos
empleados de vidrio de borosilicato (Kimax 51) con resistencias de entre 1 - 1.5 MQ. La
capacitancia de la membrana y las resistencias del 80 al 90% fueron compensadas. Los
registros se llevaron a temperatura ambiente. Los canales fueron activados con pulsos de

15 ms, variando de -80 a +55 mV, aplicados en incrementos de 5 mV a partir del potencial
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de reposo de -110 mV. EIl tiempo entre pulsos fue de 3 segundos, para una completa
recuperacion de la inactivacion rapida. En 15 ms previos al pulso de prueba, se aplicaron
pulsos despolarizantes de +40 mv /2 ms con la intencién de permitir que el sensor de voltaje
se ubicara en posicion, y de este modo evaluar el efecto beta (Cestele, et al, 1998). Las
observaciones en los registros de las corrientes de Na* maximas fueron de entre 1 a 8 nA.
La solucién en la pipeta de pH 7.3 contenia CsF 90 mM, CsCl 16 mM, NaCl 30 mM, CaCl,
1 mM, MgCl, 1mM, EGTA-Cs 10 mM, HEPES-Cs 10 mM. La solucién extracelular a pH 7.4,
contenia NaCl 158 mM, CaCl, 2mM, MgCl; 2mM, HEPES-Cs 10 mM. Las toxinas fueron

adicionadas a las soluciones extracelulares a partir de una solucién stock concentrada.
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6. RESULTADOS

6.1. MASS-FINGERPRINTING del veneno de Centruroides ornatus

En dos corridas independientes se aplicaron 1.2 mg del veneno soluble de Centruroides
ornatus al equipo HPLC. En la primera corrida, se colectaron un total de 92 fracciones, cada
una correspondiente a un pico observado en el cromatograma (Figura 7). Se identificaron
un total de 114 componentes cuyo tiempo de retencion y pesos moleculares determinados
por espectrometria de masas se indican en la Tabla 2. Los componentes de masas
moleculares de aproximadamente 4000 Da eluyeron en los tiempos de retencion de 20 a
29 minutos; los correspondientes a los pesos moleculares entre 6000 a 7000 Da se
encuentran entre los 30 y 39 minutos. Se observaron algunos componentes de bajo peso
molecular < a 7000 Da entre los tiempos de retencion de 39 a 42 minutos y todos los
componentes de alto peso molecular mayores a 10 kDa se encuentran a partir de los 41

minutos.

En la fraccién 52 se encontré una solo componente de peso molecular de 7339.73 Da
(TR=32.46). Este péptido es el mas abundante del veneno con un 10% del total y se
propone la nomenclatura de toxina Co52. En las siguientes secciones se detallara mas
sobre este componente. Otros péptidos que se encontraron aislados son aquellos de las
fracciones: 41 (TR=28.04, 4083.34 Da), 46 (TR=30.11, 6977.59 Da); 49 (TR=31.24,
7179.93); 55 (TR=34.11, 7560.48 Da); 58 (TR=35.37, 7339.38 Da); y 62 (TR=37.41,

7167.43 Da); y de los cuales, se determind su secuencia N-terminal (Seccién 6.2.3.1).
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En la segunda corrida de RP-HPLC, se colectaron fracciones cada 5 minutos
aproximadamente. De acuerdo a lo indicado en la Figura 7, 12 fracciones (F1 - F12) fueron

colectadas para los bioensayos.
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Figura 7. RP-HPLC del veneno total de Centruroides ornatus. Se aplicaron 1.2 mg de
veneno en una columna C-18 empleando un gradiente lineal de 0% de A (agua con TFA
0.12%) a 60 % de B (ACN con TFA 0.1%) en 60 minutos a un flujo de 1 mL/min y una
deteccion a una longitud de onda de 230 nm. El valor de corte de la carta es de 0.4 unidades
de absorbancia de los 0 a los 30 minutos, posterior a los 30 minutos el valor de corte es de

2.0 unidades de absorbancia. F1 a F12 indica las fracciones colectadas de la segunda

corrida.
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Tabla 2. Mass fingerprinting del veneno soluble de Centruroides ornatus.

NE: No determinado

Tiempo de Tiempo
Fraccion | retencion Peso molecular (Da) Fraccion de Peso molecular (Da)
(min) retencién
1 2.85 [ 3.38 NE (min)
2 4.13 NE 51 32.19 7246.84 | 737526
3 4.64 485 [ 693 52 32.46 7339.73
4 5.69 693 53 33.38 516243 | 7339
5 - 510 54 33.76 6989.63 | 7560.32 | 5592.71
6 - NE 55 34.11 7560.48
7 8.96 NE 56 34.34 7560 [ 76124
8 9.74 1180.75 57 34.87 7560.85 | 7173.2 [ 7377.4
9 - NE 58 35.37 7339.38
10 12.13 NE 59 36.00 7297.58 7365.3
11 12.43 NE 60 36.50 7168.64 7313.81
12 13.06 NE 61 - NE
13 13.28 863 \ 495 62 37.41 7167.43
14 - 561 63 - 7150.6
15 14.97 881 64 38.90 6046.2 | 7467.6 | 6968.7
16 15.42 458 65 39.39 4956
17 - 545 [ 738 66 40.16 3795.84 5929.2
18 17.04 473 67 5394.3 2270
19 17.30 2511 68 41.31 16082.06
20 - 658 \ 486 69 4213 3250.75 | 3579.55
21 18.86 477 70 42.40 3579.63
22 19.61 876 2517.6 71 42.77 7399.74
23 19.92 2610.97 2568 72 43.65 6134.4 | 7401
24 20.44 2567 2610.5 73 - NE
25 20.89 678 642 74 - NE
26 21.14 1801.6 75 - NE
27 21.89 1673.53 76 Bajada 16054.96
28 22.10 3664.95 77 47.55 1811 [ 7551.64
29 22.60 3731.77 78 - NE
30 22.84 3596 690 79 - 35327.4
31 23.44 4337.45 4434 80 - 31196.7
32 23.73 4338.10 3419.7 81 - NE
33 24.29 4098.17 4338.29 82 - 17566
34 24.68 4270.39 4121.98 83 - 11665 [ 20287
35 24.88 4123.08 4269.7 84 - 39246
36 25.25 4269.82 4034.12 85 53.38 NE
37 25.82 4008.05 4283.29 86 - NE
38 26.24 4008 87 - NE
39 26.81 4206.78 88 - NE
40 27.44 4121.47 | 3987.1 [ 42704 89 - NE
41 28.04 4083.34 90 61.38 NE
42 28.42 4760.7 4083.2 91 - NE
43 28.86 7799.15 2827.03 92 - NE
44 29.49 2982 7799
45 29.77 4156.01 3480.2
46 30.11 6977.59
47 30.71 7276.79 | 7180 | 6584.8
48 31.11 717951 [ 72774
49 31.24 7179.93
50 31.75 7375.28 | 6439.2 | 7179
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La distribucion de los componentes encontrados en el veneno de Centruroides ornatus se
muestra en la Figura 8. Los péptidos mas abundantes son aquellos con masas moleculares
de 6000-8000 Da (28, que representa 33% del total) y de 3500-4500 Da (27, que representa
el 24%). Se determind una cantidad considerable (19, representa el 13%) de componentes
de bajo peso molecular con masas iguales o menores a 1000 Da. Los componentes de alto
peso molecular con masas mayores a 8000 Da se encuentran en baja proporcion (6.3%).
Considerando los pesos moleculares de estos componentes se asume que son toxinas que
reconocen canales de Na* y K* de acuerdo lo reportado en estudios previos (Batista, et al,
2007, Cid-Uribe, et al 2017).
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Figura 8 Distribucion de los pesos moleculares de los componentes del veneno de

Centruroides ornatus.
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6.2. PURIFICACION DE COMPONENTES DEL VENENO

6.2.1. Cromatografia de filtracion en gel (exclusién molecular)

Con la finalidad de contar con material suficiente para la purificacidon, caracterizacion
funcional y quimica de las toxinas del veneno, se fracciono el veneno soluble en un primer
paso de purificacion mediante filtracion en gel. Se obtuvieron 3 fracciones principales,
similares a los resultados publicados en el grupo (Ramirez, et al.,, 1988). A partir del
cromatograma, se identificaron los tubos que correspondian a cada fraccion (Figura 9) y se
calcularon los porcentajes de recuperaciéon. La Fraccion Fll fue la mas abundante con un
67.7%, seguido de la fraccion FlIl con un 14.26% vy la fraccién FI con un 8.17%. El
porcentaje de recuperacion total fue del 90.14% por lo que se considera una buena
recuperacion (Tabla 3). Se probaron las tres fracciones en ratdén y se determind que la
fraccion Fll es letal en ratén (Seccion 6.3.3). La eficiencia de la separacion se analizd
mediante SDS-PAGE observando la separacion de grupos de componentes del veneno de

acuerdo a su tamano (Electroforesis, Seccion 6.4.1).
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Figura 9. Filtracién en gel del veneno total de Centruroides ornatus. En una columna de Sephadex
G-50 fino equilibrada con soluciéon amortiguadora de acetato de amonio 20 mM pH 4.5, se aplicaron
27 mg de veneno soluble. Los componentes eluyeron con la misma solucién amortiguadora,
manteniendo el flujo de la corrida en 15 mL/h. El volumen colectado por tubo fue de 1 mL y se les

determind la absorbancia a una A=280 nm. La fraccién Fll es Letal en raton.
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Tabla 3. Porcentajes de recuperacion de las tres fracciones obtenidas a partir de 27 mg de
veneno de Centruroides ornatus por filtracion en gel (Sephadex G-50 fino).

Cantidad de Proteina

. % de recuperacion
total estimada 2 P

Numero de fraccion

Fraccion | 2.205 mg 8.17 %
Fraccion Il 18.283 mg 67.71 %
Fraccion Il 3.85 mg 14.26 %

% Recuperacion total 90.14 %

6.2.2. Cromatografia de intercambio catiénico

Se obtuvieron 11 fracciones mediante intercambio catidnico de la fraccién Fll del paso
anterior de exclusion molecular. Las fracciones fueron nombradas Fll.1 — FIl.11. Se
determind el porcentaje de recuperacion para las fracciones FIl.7, FII.8 y FII.9 siendo de
11.7%, 17.97% y 1.9%, respectivamente. Las fracciones FII.7 y FI1.9 fueron letales en raton

(Seccion 6.3.2) y en la fraccién Fl1.8 se encontré el componente mas abundante del veneno,

la toxina Co52 (Seccidn 6.2.3.3).
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Figura 10. Cromatografia de intercambio catiénico de la fraccién FIl del veneno de
Centruroides ornatus. Se empled una columna con CM-celulosa. La columna equilibrada
con solucion amortiguadora de acetato de amonio 20 mM pH 4.7 y las fracciones eluyeron
con un gradiente lineal de 0 a 20% de una solucion de acetato de amonio 0.5 M (Solucion
B) en 180 minutos; el siguiente gradiente de 20 a 30 % de B de los 180 a 240 minutos; y un
lavado con 100 % de B durante 10 minutos. Se registr6 la corrida a una longitud de onda
de 280 nm en un flujo de 2 mL/min. L: letales. Fracciones FII.7 (+) y FI.9 (++).
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6.2.3. Purificacion de toxinas por HPLC y analisis de secuencias de aminoacidos
6.2.3.1. N-terminal de péptidos purificados por RP-HPLC

Se purificaron varios péptidos directamente por RP-HPLC (Seccién 6.2.3) indicados en la
Tabla 4. Para identificar este grupo de componentes se antepone “Co” de Centruroides
ornatus, seguido de la letra “F” de fraccién y el numero identificador de la fraccion
correspondiente de HPLC (Tabla 2). Debido a la cantidad disponible de este grupo de
péptidos, solo se logré determinar la secuencia N-terminal. Cada una de estas secuencias
fue comparada con la de mayor identidad mediante BLAST. El péptido Co-F41 es similar a
la Slotoxina de Centruroides noxius que bloquea los canales de potasio Slo1; los péptidos
Co-F46 y Co-F49 son similares a las toxinas de Centruroides sculpturatus, CsE5 y CsE
neurotoxina 2 (CsE_Ntx2), respectivamente. El péptido de la fracciéon Co-F55 es la toxina
principal que afecta mamiferos en el veneno de Cenfruroides ornatus, en las siguientes
secciones se dara detalle sobre su caracterizacion funcional, quimica y la homenclatura
propuesta; esta toxina es similar a la toxina ClI2 de Centruroides limpidus. El péptido Co-
F58 tiene un 45% de identidad con la toxina putativa RjAa1 del alacran cubano Rhopalurus
junceus. Y el péptido Co-F62, el cual muestra la identidad mas baja con las secuencias
reportadas en las bases de datos, presentando un 41% de identidad con la B-toxina Css9

de Centruroides suffusus.

Tabla 4. Secuencia N-terminal de péptidos purificados directamente por RP-HPLC del
veneno Centruroides ornatus.

Péptido TR PM (Da) Secuencia N-terminal Ref. ID
Co-F41 28.04 4083.34 TEFVDVDXTVSKEXWAPXKAAFFVDRGXKMG— o
Slotx - 4085.89 TFIDVDCTVSKECWAPCKAAFGVDRGKCMGKKCKCYV P0C182.1 80%
Co-F46 30.11 6977.59 KKDGY IVDSGNNKYEXLXDXY - -
CsE5 - 7067.95 KKDGYPVDSGNCKYECLKDDY - P46066.1 76%
Co-F49 31.24 7179.93 KEGYLVNKSTGXKYSSXDLGXKTFFFXDK- -
CsE Ntx2 - 7165.11 KEGYLVNKSTGCKYGCLKLGENEGNKCECK— NTSR2C 75%
CO-F_55 341 1 756048 KEGYLVNHSTGXKYEXFKLGDNDYXLREXKQQYGKGAGGYXYAFG— -
Cli2 - 7575.63 KEGYLVNHSTGCKYECFKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFG- P59898.1 89%
CO_F58 3537 733938 TKDGYPLGRTQOXTIPXLFDNDFXYRK-KVELGKSXYXXXF— =
RjAa1 - 7336.25 -KEGYPMGRNGCKISCVINNNFCKVECQAKWRQSDGYCYF— E7CLN4.1  45%
CO-F62 3741 71 6742 KDGYPLGRTQOXTIPXLEDNDEXNRK-KVVLKGKSXYXYFXXQL-S— -
Css9 - 7524.83 KDGYPMDHKGCKISCVINNKYCETECVTVLKGKKGYCYFWKLACY - FICGT6.1  41%

TR: tiempo de retencion en minutos; PM: peso molecular; Ref.: nimero de referencia de la
base de datos del NCBI; ID: porcentaje de identidad.
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6.2.3.2. Toxinas que reconocen canales de Na*

Se purificaron y caracterizaron 4 toxinas que reconocen canales de Na* y nombradas de
acuerdo a la nomenclatura propuesta por Possani, et al., 1999. La toxina Co52, que es el
componente mas abundante del veneno y las toxinas Co1, Co2 y Co3 que son las tres
toxinas encontradas en el veneno que afectan a mamiferos. A continuacion se describe su
purificacion y secuencia de aminoacidos. Los cromatogramas de la alquilacion, digestién y
los espectros de masas se reportan en la seccion de material suplementario (Secciones
10.2-10.5). La evaluacion de los ensayos bioldgicos y caracterizacion funcional se reporta

mas adelante (Seccion 6.3).
6.2.3.3. Purificacion y andlisis de secuencias de las toxinas Co52

Como se indica en la Seccién 6.1, el componente mas abundante del veneno (10% del total)
de Centruroides ornatus es una toxina de masa molecular de 7339.73 Da; la cual, fue
identificada en el mass fingerprinting en la fraccion 52 (Tabla 2) sin efecto biolégico
determinado al momento (Secciones 6.3.8 y 6.3.9), por la fraccion en la que se identifico se
ha nombrado como toxina Co52. Para eliminar posibles contaminantes se reinyectd la
fraccion empleando un gradiente mas abierto, se corrobord la pureza al observar un solo
pico en el cromatograma y se determiné una masa molecular de 7343.67 Da (Figura 11).
Con base en la secuencia de aminoacidos se determind que se trata del mismo componente
y que la diferencia del peso molecular inicial se pudo deber a las variaciones del
espectrometro de masas. En la Figura 12 se muestra la secuencia de esta toxina, la cual
tiene 65 aminoacidos, con 8 cisteinas y una masa molecular teérica de 7343.26 Da. En la
Figura 13 se muestra la comparacion de su secuencia con tres toxinas similares: CsEl y

CsE-v2 de Centruroides sculpuratus; y Cn5 proveniente de Centruroides noxius.
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Figura 11. Purificacion de la toxina Co52
(péptido mas abundante) del veneno de
Centruroides ornatus mediante RP-
HPLC. Se empled una columna C-18 y
[2o%e un gradiente lineal de 10 a 40% de B en
60 minutos. Bajo estas condiciones la
toxina (*) eluyé a los 38.24 minutos y

peso molecular de 7343.67 Da.

PM PM
Secuencia tedrico experimental
(Da) (Da)
KEDGYLVDKTGCKKSCYKLGENDYCNRECKWKHVGGSYGYCYGFGCYCEGLSDSTPTWPLPNKTC Toxina Co52 7343.26 7343.67
KEDGYLVDKTGCKK CYKLGENDYCNRECKWK - Directa 3805.33 -
DYCNRECKWKHVGGSYGYCYGFGCYCEGLS -> Asp-N 3734.38 3735.0
DSTPTWPLPNKTC => Asp-N 1517.6 1517.0
Figura 12. Determinacion de la secuencia de la toxina Co52. Se muestra la secuencia
completa y los péptidos digeridos por la endoproteasa Asp-N. PM: peso molecular.
Toxina PM Secuencias ID Ref.
(Da)
10 20 30 40 50 60
| I | I | I
Co52 7343.26 KEDGYLVDK-TGCKKSCYKLGENDYCNRECKWKHVGGSYGYCYGFGCYCEGLSDSTPTWPLPNKTC 100% -
CsEl 7281.28 - B eme e T Feovoeooonnn IR R Qrvrererens 88% |1B3C_A
CsE-v2 7166.10 —+ e« NKS++* YG-L++=--- EG-DK=-* *A*NQ* ===+~ A-A-W PE- -+ Y+~ S-S 68% 1JZA_A
Cn5 7136.11 - « e NKS=+=+ -~ G-LL-+K-EG:DK:* - -A-NQ-+=-+-=--- AcsWeee+PEeveeYoooon S-S 66% 2KJA_A

Figura 13. Alineamiento de la secuencia de la toxina Co52 con tres toxinas similares. PM:

peso molecular; Ref.: nimero de referencia de la base de datos del NCBI; ID: porcentaje

de identidad. El simbolo (*) indica el mismo aminoacido de la secuencia de la toxina Co52.
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6.2.3.4. Purificacion y analisis de secuencias de las toxinas Co1y Co3

A partir de la fraccion FlI.7 se purificaron por HPLC las toxinas Co1 y Co3 (Figura 14). La

primera de ellas, es el principal componente tdxico a mamiferos del veneno de Centruroides

ornatus encontrandose en un 5.5%. La toxina Co3 produce la muerte en mamiferos con

una sintomatologia caracteristica (Ver Seccién 6.3.5) y es menos abundante al encontrarse

en un 0.98% del total.

1.8 60%

o
0.9 = = 30% e

A230 nm
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7774.4 Da.

ML

= 0%
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Figura 14. Purificacion de las toxinas
Co1 y Co3 por HPLC. La fraccion FII.7
fue aplicada a una columna C-18 y los
componentes eluyeron con un gradiente
lineal de 0 a 60% de B en 60 minutos.
La toxina Co1 (*); TR=34.3 min, peso
molecular de 7560.48 Da; Y toxina Co3

(*™), TR=37.1 min, peso molecular de

En la Figura 15 se muestra la secuencia de la toxina Co1, la cual tiene 65 aminoacidos, con

8 cisteinas y una masa molecular tedrica de 7562.64 Da. La secuencia de la toxina Co1

solo difiere en la posicion T49N con la toxina ClI2 de Centruroides limpidus y F17Y con la

toxina Cii1 de Centruroides infamatus; con respecto a la toxina Clt1 de Centruroides

tecomanus difiere en dos posiciones, K30R y N66S. El alineamiento de estas secuencias

se muestra en la Figura 16.

Secuencia

PM
teodrico
(Da)

PM
experimental
(Da)

KEGYLVNHSTGCKYECFKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPKKTCN Toxina Col
KEGYLVNHSTGCKYECFKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFGC -> Directa
CKQQYGKGAGGYCYAFGCWCTHLYE - Glu-C
DYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFGCWCXHXYEQAVV-—-——-——-——-——— - Asp-N

QAVVWPLPKKTCN -> Glu-C

7562.64
5165.81
3065.21
5424.85+
1541.77

7560.48
3066
5423.9
1539.7

Figura 15. Secuencia de la toxina Co1. Se muestra la secuencia completa y los péptidos

de digestion obtenidos por las endoproteasas Asp-N y Glu-C.
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Toxina PM (Da) Secuencias ID Ref.
10 20 30 40 50 60
| \ ! | | \
Co1 7562.64 KEGYLVNHSTGCKYECFKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPKKTCN 100% -
ClI2 T539.60 | o o e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e Nevooooooooneeannnn 08% |P59898.1
Cii1 757864 | o o e v ettt ie e D TR I LI I A R AR 98% P59897.1
Clit1 T54956 | oo oo ettt e e e e R ees oo eeeneeeeneaeeeaeeenneenneenn s 95%, |P18926.1
Figura 16. Alineamiento de la secuencia de la toxina Co1 con las toxinas CII2 de

Centruroides limpidus, Cii1 de Centruroides infamatus 'y Clt113 de Centruroides tecomanus.
PM: peso molecular; Ref.: niumero de referencia de la base de datos del NCBI;
porcentaje de identidad. El simbolo () indica el mismo aminoacido de la secuencia de la

toxina Co1.

La toxina Co3, es una toxina con una masa molecular experimental de 7774.4 Da, mientras
que el valor tedrico a partir de la secuencia indicada es de 7775.9 Da. Debido a problemas
con la digestion del péptido alquilado, no se confirmé la identidad de cinco aminoacidos del
extremo C-terminal, los cuales se indican en color azul (Figura 17); no obstante, el peso
molecular tedrico con estos 5 aminoacidos sugeridos corresponde con el peso molecular
experimental. Con esta secuencia, se realizé un alineamiento y se encontré que las tres
toxinas con mayor identidad son: la toxina Cn8 de Centruroides noxius, Clt1 de Centruroides

tecomanus y CI13 de Centruroides limpidus (Figura 18).

PM PM
Secuencia teodrico experimental
(Da) (Da)
KEGYIVNYYDGCKYPCVKLGDNDYCLRECRLRYYKSAGGYCYAFACWCTHLYEQAVVWPLENKICN Toxina Co3 7775.9 7774.4
KEGYIVNYYDGCKYPCVKLGDNDYCLRECRLRYYKSAGGYCYAFACXCTHLYEXAVVWPLXNKXCX—> Directa

Figura 17. Determinacioén de la secuencia de la toxina Co3. Se muestra Ia secuencia dlrecta

obtenida y los aminoacidos sugeridos de la toxina.

Toxina PM (Da) Secuencias ID Ref.
10 20 30 40 50 60

Co3 7775.9 KEGY IVNYYIl)GCKYPCVKL(‘EDNDYCLRECPLLRYYKSAGG;CYAFACWCTI!ILYEQAVVWPILPNKTCN 100% -

Cn8 762587 | « e e e ee e T- FRA-RAw oo oensens KA +G-Grovvenn- Georororonenennns K-K*RA 82% Q9TWLO

Clt1 7549.56 L--HST FeFeoeeeoneeanns QQ G*GA*+ ===+~ [ R I IR S 82% P18926.1

Ci13 7845.98 oL +D-HT -+ TeReveveces Veoooooon Qe +Hevormorooooeonneennn Revoeoe R-R 82% COHK69.1

Figura 18. Alineamiento de la secuencia de la toxina Co3 con tres toxinas similares. PM:
peso molecular; Ref.: nimero de referencia de la base de datos del NCBI; ID: porcentaje

de identidad. El simbolo (+) indica el mismo aminoacido de la secuencia de la toxina Co3.
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6.2.3.5. Purificacion y analisis de secuencia de la toxina Co2

Oftra toxina que afecta mamiferos se purific6 por HPLC de la fraccion FII.9, en donde se
observa practicamente un pico aislado con un peso molecular de 7614.3 Da (Figura 19).
Esta toxina se ha nombrado como toxina Co2, la cual se encuentra en un 0.77 % del veneno
y sus efectos toxicos en ratén se describen en la seccién 6.3.5. Es un péptido de 66
aminodacidos con 8 cisteinas y a partir de la secuencia se obtiene un peso molecular tedrico
de 7614.81 Da. La secuencia completa se muestra en la Figura 20, junto con los péptidos
obtenidos de la digestion con la endoproteasa Glu-C. El analisis de la secuencia muestra
que al igual que la toxina Co3, la toxina Co2 presenta alta similitud con la toxina Cn8; otras

dos toxinas con secuencias similares son la toxina Cii1 y la toxina Cell9 de Centruroides

elegans. (
Figura 21).

Figura 19. Purificacién de la toxina Co2 por

HPLC. La fraccion FII.9 fue aplicada a una
h columna C-18 y los componentes eluyeron con
un gradiente lineal de 0 a 60% de B en 60

” minutos. Se indica con (*) toxina Co2; TR=

ABS 230 nm
%B

I 35.8 min y peso molecular de 7614.3 Da.

Tiempo (min)
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PM PM
Secuencia teodrico experimental
(Da) (Da)
KEGYIVNYHDGCKYACVKLGDNDYCLRECKLRYGKGAGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPKKRCN Toxina Co2 7614.81 7614.3
KEGYIVNYHDGCKYACVKLGDNDYCLRECKLRYGKGAGGYCYAFGC - Directa 5510.90
CKLRYGKGAGGYCYAFGCWCTHLYE - Glu-C 3078.29 3077.77
QAVVWPLPKKRCN = Glu-C 1596.86 1594.55

Figura 20. Determinaciéon de la secuencia de la toxina Co2. Se muestra la secuencia

completa y los péptidos de digestion obtenidos por la endoproteasa Glu-C.

Toxina PM (Da) Secuencias ID Ref.
10 20 30 40 50 60

Co2 7614.81 KEGY IVNYH]!)GCKYACVKLC‘SDNDYCLRECI"(LRYGKGAGG;CYAFGCWCTll{LYEQAVVWPL‘.PKKRCN 100% -

Cn8 762587 | + o oo YT KE++Deseeeenceeens D IR I T I IR IR I A P K-RA 89% Q9TWLO

Cii1 7578.64 L++-ST EeYeooooooooannas (010 TR IR I IR T 86% P59897.1

Cell9 7590.65 ce e+ +HST -+ E-Feeveeeenceens ROG: s cceree oottt T A 85% POCH41.1

Figura 21. Alineamiento de la secuencia de la toxina Co2 con tres toxinas similares. PM:

peso molecular; Ref.: nimero de referencia de la base de datos del NCBI; ID: porcentaje

de identidad. El simbolo (+) indica el mismo aminoacido de la secuencia de la toxina Co2.
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6.2.3.6. Comparacion de secuencias de las principales toxinas con importancia

médica en venenos de alacranes mexicanos

Se realiz6 un alineamiento de las secuencias de las toxinas Co52, Co1, Co2 y Co3 junto
con las secuencias de las principales toxinas de relevancia médica de alacranes mexicanos.
En la Figura 22 se observa la secuencia de la toxina Co1 y los cambios presentes en el
resto de toxinas. Como se indicod en la seccion 6.2.3.4, la toxina Co1, sélo difiere en un
aminodacido con respecto a las secuencias de las toxinas ClI2, Cii1 y también con la toxina
Ct1a, mientras que con la toxina Cell9 difiere en 3 aminoacidos. Es de notar que en la
mayoria de las toxinas de importancia médica reportadas al momento, en su secuencia se
encuentra el residuo de E en la posicion 15 y las excepciones son las toxinas CI13, Cn8 y
las toxinas Co52, Co2 y Co3 descritas en este trabajo. Otra serie de aminoacidos presentes
en la mayoria de las toxinas son QQYG conservados en las posiciones 31-34 y que de igual
forma cambian para las toxinas Cl13, Cn8, Co52, Co2 y Co3. En el caso particular de las
toxinas Co2 y Co3, en la posicion 10 se observa un cambio relevante por un residuo de D
con carga negativa, mientras que en todas las toxinas reportadas al momento, en esta

posicidon se encuentra un residuo de T con propiedades polares.

Toxina PM (Da)
10 20 30 40 50 60
\ \ \ \ \ \
Co1 7562 KE-GYLVNHSTGCKYECFKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPKKTCN
C||2 7576 ................................................. N--cceeeeee e
C||1 7579 ................. D I I I RN
Ct']a 7591 .............................. = I R I LI IR SRR
ClIt 7542 ce— e e Tl oo D R I LI T
Css2 7539 RN < IR IR Lievooeeeeeeeeeeenns SS:-+ .- Aeovoeeoeeeneeenns N----
CSS4 7603 B IR < | /R - SR Re+---- < R I N----
Cn2 7590 .._....IKN ....... Lioooo oo oo oo ooeeneeeneennens Aevoveoeeenn Tevovo-- N-R-S
Cell9 41 = R T A
Co2 7615 "—"I"YHI""A'V ............. = LI R--
Co3 7776 "—"I"YYI""P'V ............ RLR- Y-8+« -- Av v oo oo N----
Cl13 7846 .._....IYH ..... PeRAcveeeeees V---RLR-YOS-H-:---- Avevocooeeones R-:*N‘R*R
Cn8 7634 cem e e e e WY e s cFACA e e e e DN = R LI K-RA
Co52 7343 "I""I—K""KS'Y"'I""N""WKHVG'SY'"'G"'Y‘IG'SISTPT ........ -

Figura 22. Alineamiento de secuencias de las toxinas con relevancia médica de alacranes
mexicanos Yy la toxina Co52. PM: peso molecular. Se resaltan en color verde los aminoacidos polares;
azul, aminoacidos con carga positiva; rojo, aminoacidos con carga negativa; y en gris, aminoacidos
con cadenas alifaticas, no polares o aromaticos. Co52, Co1, Co2 y Co3 de Centruroides ornatus;
Cli2, Cll1 y CI13 de Centruroides limpidus; Cii1 de Centruroides infamatus; Ct1a de Centruroides
tecomanus; Css2 y Css4 de Centruroides suffusus; Cn2 y Cn8 de Centruroides noxius; y Cell9 de

Centruroides elegans.
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6.2.3.7. Purificacion y secuencia de dos toxinas que reconocen canales de K*

Se evaluo el efecto sobre el canal de potasio Kv1.3 de las fracciones 31, 32, 34, 35, 37, 40,
41, 42 y 45 (Seccidn 6.6.2) obtenidas en el primer fraccionamiento del veneno por HPLC
para la determinacion del mass-fingerprinting (Tabla 2). La fraccién que mostré un mayor
blogueo de las corrientes fue la fraccion 35; por lo que se decidié caracterizar quimicamente
los componentes de esta fraccidn, en la cual coeluyen dos toxinas con pesos moleculares
de 4123.08 y 4269.7 Da. En el cromatograma inicial se observa que la fraccion 35 es un
solo pico (Figura 7). Bajo las condiciones de HPLC no es posible purificar estas toxinas en
su forma nativa, debido a que se requiere de pasos cromatograficos adicionales que
requieren de mayor cantidad de proteina y nosotros contamos con una cantidad de material
limitada. Es por ello, que la fraccién se redujo y alquild (Ver métodos) y el producto de la
reaccién al equipo HPLC. Con estas modificaciones, como se observa en la Figura 23, la
toxina de peso molecular de 4269.7 Da eluyé a los 37.96 min mientras que la toxina de
4123.08 Da a los 39.79 min. La secuencia de ambas toxinas se obtuvo sin requerir cortes
proteoliticos (Figura 24). Al realizar un BLAST, se encontr6 que al toxina de 4123.08 es la
misma que la toxina FlI-10.5 descrita por nuestro grupo, y encontrada en el alacran
Centruroides tecomanus (Olamendi-Portugal, et al., 2016). La otra toxina de peso molecular
de 4269.7 Da no ha sido reportada y la llamamos toxina Co35, esta toxina tiene un 75% de

identidad con la toxina FlI-12.8, también de Centruroides tecomanus.
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0.2+ H " 40 % Figura 23. Purificacion por HPLC de dos
toxinas reducidas y alquiladas que por
o identidad podrian ser toxinas que
bloquean canales de K*. La mezcla de la
c reaccion de alquilacion fue aplicada a una
é”'l' 0% ¢ | columna C-18 y los componentes
) eluyeron con un gradiente lineal de 0 a
60% de B en 60 minutos. Se indica con (*)
\ a la toxina Co35; TR= 39.79 min y peso
LA_"_’_,_{&LL molecular de 4269.7 Da; (**) toxina de
T o 4123.08 Da es idéntica a la toxina F11.10.5
0 Tiemg'g(mmm) 60 de Centruroides tecomanus; TR=39.79
min.
Toxinas Secuencias ID PM (Da) Ref
————————— 10--------20--------30---—----40
Co32 TTINVKCTSl‘DKQCLLPCKQ£YGPHAGAKCD‘4NKKCHCSKI | 100 % 4271.2 -
Fl11.12.8 THINVKCTSPKQCLLPCKQIYGPHAGAKCMNGKCHCSKI 75.7 % 4211.9 COHJW5
Toxina de IFINVKCSSPQQCLKPCKKAFGQHAGGKCINGKCKCYP 100 % 4122.98 -
4123.08 Da IFINVKCSSPQQCLKPCKKAFGQHAGGKCINGKCKCYP 100 % 4122.98 COHJWA1
FI.10.5

Figura 24. Secuencias de dos toxinas que bloquean canales de potasio en el veneno de
Centruroides ornatus. Se indica con verde los cambios encontrados en la toxina Co32 con
respecto a la secuencia de la toxina FII.12.8 de Centruroides tecomanus. PM: peso

molecular; Ref.: numero de referencia de la base de datos del NCBI; ID: porcentaje de

identidad.
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6.3. BIOENSAYOS

6.3.1. Toxicidad en raton del veneno total

Se corrobord la toxicidad del veneno de Centruroides ornatus en dos ratones CD1
administrando 15 pg / 20g de peso, del veneno soluble por via intraperitoneal.
Aproximadamente a los 5 minutos de la administracion el animal presenté signos de
intoxicacion los cuales comprenden: frecuencia respiratoria disminuida con respecto al
control negativo, movimientos ondulatorios en su cola, se observé cianosis en hocico y cola,
salivacion excesiva, ojos abiertos, ligeros espasmos en musculos de sus extremidades

posteriores y finalmente el ratén murié a los 20 minutos post administracion.

6.3.2. Toxicidad de fracciones obtenidas por HPLC en ratén

Con la finalidad de identificar a los componentes téxicos del veneno de Centruroides
ornatus se probaron las 12 fracciones obtenidas del fraccionamiento del veneno por HPLC
(Figura 7). Sdlo la fraccion F9 produjo muerte, en esta fraccion se identificaron en el mass
fingerprinting al menos 15 péptidos. En la fraccibn F7 se encontraron principalmente
péptidos con pesos moleculares de 4000 Da y un péptido de 7799 Da, la cual produjo
sintomas de intoxicacién solo por via intracraneal, cuando se repitioé el ensayo aumentando
la cantidad de proteina mientras que por via intraperitoneal, no se observé ningun efecto
notorio. Por lo que el efecto observado tras la administracion intracraneal se pudo deber a

un dafio en la zona durante la puncion (Tabla 5).
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Tabla 5. Evaluacion de la toxicidad en ratén de las fracciones obtenidas por HPLC del

veneno de Centruroides ornatus.

Via de Cantidad

Fraccion TR (min) administracion Administrada (pg) Efecto
F1 0-5.5 I.P. 20 No téxico
F2 5.5-10.2 I.P. 20 No toxico
F3 10.2-14.2 I.C. 1 No téxico
F4 14.2-18.7 I.C. 1 No téxico
F5 18.7-22.9 I.C. 1 No téxico
F6 22.9-26.3 I.P. 20 No téxico
= 2632016 I.C. 1 Téxico

I.P. 20 No téxico
F8 29.6-33.5 LP. 20 No téxico
F9 33.5-37.6 I.P. 20 Letal
F10 37.6-41.9 I.P. 20 No toxico
F11 41.9-56.8 I.P. 20 No téxico
F12 56.8-65.4 I.P. 20 No toxico

TR: Tiempo de retencion

[.P.: intraperitoneal

I.C: intracraneal

No téxico: sin efecto aparente observado.

Toxico: signos de intoxicacion, como temblores y sangrado en la zona de administracion.

6.3.3. Toxicidad de fracciones obtenidas por exclusion molecular en ratén

Se probaron por via intraperitoneal 20 pg / 20 g de peso de cada una de las tres fracciones
FI-FIIl obtenidas de la separacion por Sephadex G-50 fino (Seccidn 6.2.1). Sélo la fraccion

Fll fue letal con signos similares a los observados con el veneno total.

6.3.4. Toxicidad de fracciones obtenidas por intercambio catidénico en ratéon

Se probaron por via intraperitoneal 20 pg / 20 g de peso de cada una de las 11 fracciones
obtenidas de la cromatografia de intercambio i6nico (Seccion 6.2.2). Las fracciones FIl.7 y
FI1.9 fueron letales. En la fraccion FII.7 se determiné que los componentes responsables de
letalidad fueron las toxinas Co1 y Co3, mientras que en la fraccion FIl.9 fue la toxina Co2
(Seccion 6.2.3.5). En la fraccion F11.8 se encontré a la toxina Co52 que como se ha indicado
antes, se trata del componente mas abundante del veneno (Seccion 6.2.3.3). En esta
fraccion no se observaron signos aparentes de intoxicacion. En la siguiente seccién se

describen los signos observados para cada una de ellas.
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6.3.5. Efecto de las toxinas purificadas en ratén

Considerando que en una picadura de alacran se encuentran alrededor de 200 pg de
proteina, se considerd administrar excedentes de cada una de las toxinas purificadas. La
toxina Co52 se encuentra aproximadamente en un 10%, por lo que en una picadura existen
alrededor de 20 ug de esta toxina. Se administré el doble de esta cantidad y se confirmo
que esta toxina no produce ningun efecto en ratones. La toxina Co1 se encuentra en un
porcentaje cercano al 6% del veneno lo que representa una cantidad de aproximadamente
12 pg por picadura; de esta toxina se probaron 15, 5y 3 pg provocando la muerte en todos
los casos. Debido a las cantidades limitadas de las toxinas Co2 y Co3 so6lo se probaron 5
Mg de cada una, ambas produjeron muerte; sin embargo, los signos observados fueron
diferentes a los provocados por la toxina Co1. Las cantidades de estas dos ultimas toxinas

representarian alrededor de 2.5 veces la cantidad encontrada en una picadura.

Tabla 6. Evaluacion de la toxicidad en ratén de toxinas purificadas del veneno de

Centruroides ornatus.

Toxina  PM (Da) Cantidad VA Efectos observados
Co51 7343.67 40 pg IP Sin signos aparentes durante el periodo de observacion.
Co1 7560.48 15 ug IP A los 5 minutos de la administracion se observé disminucion de la
frecuencia respiratoria. EI animal comenzé a rascar su hocico y el
5ug pelo erizado. A los 15 minutos se observé cianosis en hocico y cola.
La cola del animal presentaba movimientos en zig-zag. La
3pg salivaciéon fue notoria e incremento la dificultad respiratoria.

Excesiva apertura de ojos, posiblemente por el proceso de
sofocacion. A los 20 minutos el animal presenté serios problemas
para moverse y la muerte ocurrié entre los 20 a 30 minutos.

Co2 7614.3 5 ug IP El proceso de intoxicacion fue similar al observado con la toxina
Co1, pero en los animales administrados con la toxina Co2 se
observaron espasmos fuertes y espontaneos. La muerte ocurrid
también entre los 20 y 30 minutos.

Co3 7774 .4 5 ug IP Alos 10 minutos el animal empezé con molestias en el hocico, por
aparente irritacion en las vias respiratorias. A los 15 minutos se
observo dificultad respiratoria, sin salivacion excesiva. Fuertes
contracciones musculares de patas traseras que producian brincos
fuertes y aparentemente involuntarios. Se observo fuerte irritacion
en los ojos ya que el animal permaneci6 la mayor parte del tiempo
con los ojos entre abiertos. Tras 20 minutos, el animal tuvo
aparentemente paralisis en las patas traseras y la cola erguida, lo
que le dificultaba moverse y los espasmos fuertes se seguian
presentando esporadicamente. El animal murié aproximadamente
a los 40 minutos.

PM: peso molecular; VA: via de administracion; IP: intraperitoneal
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6.3.6. Toxicidad del veneno total en grillo

Considerando que la toxina Co52 es el componente mas abundante del veneno y que
mostro no tener efecto téxico en mamifero se decidié probar el efecto del veneno total en
insecto. Se administraron 10 ug de veneno en 3 grillos y de acuerdo a lo esperado el veneno
fue toxico; ya que inmediatamente tras la administracion, los grillos quedaron paralizados y
2 de ellos murieron en menos de 30 minutos mientras que uno de los grillos permanecio

paralizado durante las 24 h de observacion permaneciendo vivo.

6.3.7. Toxicidad de fracciones obtenidas por HPLC en grillo

Debido a las cantidades limitadas se evalu6 la toxicidad de algunas de las 12 fracciones
obtenidas por HPLC que se probaron también en ratdon. Las fracciones probadas fueron:
F1, F6-F11. Sélo la fraccion F9 provocé paralisis de los grillos, sin embargo, no produjo
muerte durante el periodo de observacién (Tabla 7). Por lo anterior, los componentes que

afectan a ratén y grillo se encuentran en la misma fraccion.

Tabla 7. Evaluacién de la toxicidad en grillo de las fracciones obtenidas por HPLC del
veneno de Centruroides ornatus.

Fraccio . Cantidad

n TR(min)  Administrada (ug) Efecto
F1 0-5.5 150 No toxico
F2 5.5-10.2 - NE
F3 10.2-14.2 i NE

F4 14.2-18.7 - NE

F5 18.7-22.9 - NE

F6 22.9-26.3 10 No t6xico
F7 26.3-29.6 150 No téxico
F8 29.6-33.5 150 No téxico
F9 33.5-37.6 150 Toxico
F10 37.6-41.9 10 No t6xico
F11 41.9-56.8 150 No téxico
F12 56.8-65.4 - NE

NE: no evaluado
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6.3.8. Toxicidad de la toxina Co52 en grillo

La toxina Co52 purificada no mostré efecto toxico en ratdn, por lo que se decidié probar en
grillo con la intencién de demostrar un posible efecto insecticida. Sin embargo, al

administrar 5 y 10 ug de esta toxina purificada no se observé ningun efecto.

6.3.9. Toxicidad de la toxina Co52 en pollo

Se sabe que algunas aves se alimentan de alacranes, por lo que se pensé que la gran
cantidad de toxina Co52 producida por Centruroides ornatus en su veneno, podria
representar un papel de defensa y por su similitud con la toxina CsEl la cual se sabe es
téxica en pollos (Babin, et al., 1975). Es por ello que se administré por duplicado 60 ug de
la toxina Co52 por via intraperitoneal en pollos de dos semanas de edad, sin observar un

efecto toxico notorio.

6.3.10. Ensayos de neutralizaciéon en ratén

Se realizaron pruebas de neutralizacién del veneno completo y la toxina Co3 incubados
previamente con el antiveneno Alacramyn. Los ensayos se hicieron por duplicado,
encontrando que en el control de veneno (2DL50) sin antiveneno, un ratén sobrevivid,
aunque la cepa CD1 es sensible a los venenos de alacran, la resistencia a los efectos de
los venenos no es un evento inusual (Padilla, et al., 2003). Los animales administrados con
la toxina Co3 murieron aproximadamente a los 40 min. El antiveneno logré neutralizar por
completo los signos de intoxicacion del veneno completo. En el caso de la toxina Co3, los
animales sobrevivieron pero algunos signos se presentaron durante la primer hora de
observacion, entre los cuales destacan: aislamiento del animal, poca actividad y aparente
escurrimiento nasal; los efectos de fuertes contracciones musculares que provoca la toxina,

no fueron observados con la mezcla con el antiveneno (Tabla 8)

Tabla 8. Ensayo de neutralizacién del antiveneno Alacrayn con el veneno completo de

Centruroides ornatus y la toxina Co3.

Tratamiento Veneno / toxina Antiveneno | Sobrevivientes
Veneno completo 26.6 ug (2DL50) - 1/3
Toxina Co3 5 ug - 0/2
Veneno completo + antiveneno 26.6 ug (2DL50) 15 mg 3/3
Toxina Co3 + antiveneno 5 ug 5mg 2/2
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6.4. Perfiles electroforéticos de los componentes del veneno de Centruroides
ornatus

La elaboracion de geles de poliacrilamida en condiciones reductoras con SDS, se llevo a
cabo con la finalidad de determinar el patrén de separacion de los componentes en los
venenos y para determinar las cantidades adecuadas de proteinas a transferir para el
reconocimiento por el antiveneno mediante Western blot (Seccién 6.5.1). También se
aplicaron las fracciones FI-FlIl obtenidas del fraccionamiento del veneno por filtracion en
gel (Seccién 6.2.1) para determinar la eficiencia en la separacion. En la Figura 25, se
muestra el patrén de separacion de los venenos de Centruroides ornatus y Centruroides
noxius, y las fracciones FI-Flll. En la parte superior de los carriles se observan bandas
definidas, las cuales corresponden a los componentes de entre 28 y 40 kDa que podrian
corresponder a las enzimas del veneno. Estas bandas no se observan en los carriles
correspondientes a la fraccion Fll y FlIl por lo que la cromatografia de filtracion en gel fue
adecuada. En el caso del carril con la fraccion Flll no se observa ninguna banda, lo que
indica que en esta fracciébn se pueden encontrar los componentes de muy bajo peso
molecular y que posiblemente no tengan caracter proteico (por ejemplo, lipidos,
carbohidratos, sales, entre otros) para poder ser tefiidos con azul de Coomassie, pero que
si contienen grupos aromaticos que les confiera la propiedad de absorber en la longitud de
onda de 280 nm. En la parte media de los carriles no se observaron bandas definidas, en
esta regién se encontrarian componentes de aproximadamente 15 kDa, sin embargo, en el
veneno existen muy pocos componentes de tamano de entre 8 a 20 kDa. En la parte inferior
de los carriles, se encontraron la mayoria de los componentes proteicos del veneno que
corresponden a las toxinas. Este grupo de componentes no se pueden separar bajo estas
condiciones y es por ello que se observan en el gel como una banda intensa a lo largo de

region donde corren los componentes de entre 3y 10 kDa.
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Figura 25. Separacion de los componentes de veneno completo y las fracciones FI-FlIl. Gel
al 12 % de poliacrilamida con 5% de B-mercaptoetanol en soluciéon amortiguadora de TRIS-
Glicina. El blanco consistié de solucién amortiguadora de carga con agua. Los numeros

indican los valores del marcador de peso molecular en kDa.
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Las toxinas del veneno no se pueden separar por SDS-PAGE; sin embargo, mediante
electroforesis en condiciones no reductoras a pH acido se logran separar muchos de los
componentes, incluyendo a las toxinas. Se separd el veneno completo de Centruroides
ornatus y como se ve en la Figura 26 existen dos bandas intensas indicadas con flechas.
La que se encuentra en la parte inferior corresponde a la toxina Co1; mientras que la de la
parte superior, por la abundancia, podria tratarse de la toxina Co52. Entre estas dos bandas,
se distinguen alrededor de 4 bandas adicionales; por lo que este patron obtenido,
corresponde a lo reportado recientemente en el grupo (Riafio-Umbarila, et al., 2017). En
este mismo gel se cargaron muestras de la toxina Co1, obtenida de diferentes procesos de
purificacion por HPLC (Seccién 10.1), se observé una sola banda, lo que permitié asegurar

la homogeneidad de la toxina para los pasos posteriores de caracterizacion.

3 2 Figura 26. Perfiles electroforéticos
% 5 5 t9 89 % 3

o 3 8 8 Sg SE 0 o | del veneno completo de

2 o o o e Oo9 2 o , .

® % £ 8 T % % | Centruroides ornatus y la toxina

%) e £ e > > F 2 .

e U s [ e (O e W o RN ey R e Co1 en condiciones no
desnaturalizantes a pH acido. Se
aplicé 1 pug de la toxina Co1

— - . obtenida de diferentes pasos de
- purificacion por HPLC (Seccion
- o ~— . - . @ | 10.1). La cantidad de veneno

aplicada fue de 10 y 30 pg. El
blanco consisti6 de la solucién
amortiguadora de carga con agua

(1:1).
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6.5. ENSAYOS INMNUNOLOGICOS

6.5.1. Deteccion de los componentes del veneno de Centruroides ornatus mediante
Westernblot empleando el antiveneno Alacramym

Una forma de evaluar el reconocimiento de los componentes del veneno por el antiveneno
es mediante la transferencia de los componentes a una membrana adecuada y hacer la
inmunodeteccién empleando los antivenenos disponibles como anticuerpos primarios. En
otro gel de SDS-PAGE se realiz6 la separacion electroforética de los componentes del
veneno de los siguientes 5 alacranes: Centruroides ornatus (C.0.), Centruroides noxius
(C.n.), Centruroides infamatus (C.i.), Centruroides suffusus (C.s.) y Vaejovis mexicanus
(V.m.). En la Figura 27 se observa que el antiveneno Alacramyn reconoce a la mayoria de
los componentes en los venenos analizados y soélo para el caso del veneno de V.
mexicanus, se observa que en la banda donde se encuentran las toxinas (4-7 kDa) no existe
un reconocimiento claro como en el resto de los venenos. Se observan las bandas del

marcador del peso molecular debido a la pre-tincion del fabricante.

Figura 27. Western blot de
kDa PM C.o. C.n. C.. Cs. C.l m. Blanco
- ‘ los componentes de
W g venenos de alacranes
40 W= py : ¢ |
— g ol mexicanos ras a
38 - —— separacion por SDS-PAGE
Ty — ey o
28 (12%). PM: marcador de
17 peso molecular. Los
numeros indican los
14 - valores del marcador de
peso molecular en kDa.
6
3
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6.5.2. Determinacion de la EC50 del veneno de Centruroides ornatus empleando el
antiveneno Alacramyn

El reconocimiento de los componentes de los venenos de alacran por el antiveneno
Alacramyn también fue evaluado mediante un ensayo de ELISA fijando en la placa,
cantidades determinadas de los venenos completos y toxinas purificas. En la Figura 28, se
muestra que los venenos de los alacranes del género Centruroides presentaron un
reconocimiento similar, ya que las curvas practicamente se traslapan y los valores de EC50
son similares (la EC50 se define como la concentracion en la cual la absorbancia del
antiveneno alcanza el 50% de la maxima absorbancia). La diferencia fue notoria para el
veneno de Vaejovis mexicanus, ya que el reconocimiento fue menor y el valor de la EC50
fue aproximadamente 4 veces mayor con respecto a la obtenida con los venenos de los

alacranes Centruroides.

Figura 28. Curva de
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En el caso del reconocimiento de toxinas purificadas se emplearon las tres toxinas que
afectan mamiferos del veneno de Centruroides ornatus, Co1, Co2 y Co3; y también se
emplearon las toxinas ClI1, ClI2, Ct1a y Cn2. En la Figura 29 se muestran las curvas de las
diluciones del antiveneno mostrando una disminucion en el reconocimiento de todas las
toxinas evaluadas con respecto al veneno total de Centruroides ornatus (C.o.). Las toxinas
Co1, ClI1, ClI2, Cn2 tuvieron un reconocimiento muy semejante ya que las curvas de estas
toxinas se traslapan y lo cual se ve también reflejado en los valores similares de EC50. Las
toxinas Co2 y Co3 tuvieron el menor reconocimiento con valores de EC50 mayores con
respecto al resto de toxinas y el veneno total. La toxina Co52 que no es tdxica a mamiferos,

tuvo un menor reconocimiento que las toxinas Co1, Cll1, Cli2, Cn2.

EC50 Figura 29. Curva de
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6.5.3. Ensayos de resonancia superficial de plasmones. Reconocimiento de la toxina

Co1 por anticuerpos en formato scFvs

En un ensayo preliminar realizado por la Dra. Lidia Riafio, se evalud el reconocimiento de

la toxina Co1 por los anticuerpos scFvs denominados 10FG2, LR y 9D. Aunque estos

resultados son de caracter preliminar, se puede observar que los tres anticuerpos se

asocian con la toxina con una cinética similar; mientras que la curva de disociacion

aparentemente es mas lenta para el anticuerpo 10FG2, seguido de los anticuerpos LR y 9D

(Figura 30). Se sabe que el anticuerpo 10FG2 neutraliza los efectos toxicos de la toxina ClI2

(comunicacioén personal con la Dra. Lidia Riafio) por lo que se esperaria que este anticuerpo

también neutralice los efectos de la toxina Co1 ya que a nivel de secuencia ambas toxinas

difieren s6lo en un aminoacido (Seccién 6.2.3.6).

Toxina “Co1” de Centruroides ornatus

RU
400
350
300
= 10F G2
200 ~—= R
150
i 9D
50
0
-50

-50 0 50 100 150 200 280 300 350 400 450

Tiempo (s)

Figura 30. Sensograma que
muestra la  cinética de
interaccion de los anticuerpos
scFVs 10FG2, LR y 9D con la
toxina Co1. Se observa que los
3 scFvs (100 nM) reconocen a
la toxina principal de
Centruroides ornatus.
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6.6. ELECTROFISIOLOGIA

6.6.1. Efecto de las toxinas Co1y Co3 en los canales de sodio Nav 1.5 y Nav1.6

Hasta el momento, s6lo se ha realizado |a caracterizacion funcional de la toxina Co1 en el
canal Nav 1.6. Los resultados preliminares muestran que en presencia de la toxina Co1
(100 nM), la activacion del canal empieza a potenciales mas negativos. Aun con un pulso
de prueba de -70 mV las corrientes idnicas son evidentes, y este efecto es mas claro a
-40 mV mientras que en condiciones control estos valores de voltaje no producen ninguna
corriente aparente (Figura 31-A). El efecto de la toxina Co3 se evalu6 en este mismo canal,
Figura 31-B, mostrando resultados similares a los de la toxina Co1, ya que las corrientes
idnicas aparecen desde potenciales de -70 mV y en el control inician a partir de un potencial
de 0 mV. La toxina Co3 también fue evaluada en el canal Nav 1.5 (Figura 31-C), en donde
aparentemente existe una disminucién en la amplitud de las corrientes a potenciales
despolarizantes, lo que da un indicio de un bloqueo del canal, estudios adicionales se
requieren para confirmar este efecto.
a) b) c)

Control  -70 mV ToxinaCo1 -70mV

Control T0my Toxina Co3 -70 mv Control Toxina Co3
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ﬁ

Figura 31. Experimentos de electrofisiologia de las toxinas Co1 y Co3 sobre los canales de
sodio Nav1.5 y Nav 1.6. Se muestran ejemplos de los registros electrofisioldgicos. Las
concentraciones de las toxinas fueron de 100 nM. A) efecto de la toxina Co1 en el canal

Nav1.6. B) Efecto de la toxina Co3 en el canal Nav 1.6 y C) en el canal Nav 1.5.
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6.6.2. Efecto de fracciones del veneno sobre el canal de potasio Kv1.3

El efecto de varias fracciones del veneno obtenidas por HPLC se evalué con la técnica de
fijacion de voltaje (Patch-clamp) en los canales de potasio Kv1.3 de linfocitos activados. Las
fracciones evaluadas fueron las 31, 32, 34, 35, 37, 40, 41, 42 y 45 (Tabla 2) a una
concentracion estimada de 50 nM. En la Figura 32 se muestra un ejemplo de los registros
de las corrientes de K* obtenidas con un pulso de prueba de +50 mV a partir de un potencial
de reposo de -100 mV, en presencia de las fracciones 35, 37, 40 y 41 y TEA como control.
En la misma figura, se indica también que el efecto inhibitorio es reversible (lavado). Se
observa que el mayor efecto inhibitorio fue para la fraccién 35 donde se encuentran dos
toxinas, la que se denomina Co35 y otra toxina con la misma secuencia de la toxina FlI-

10.5 descrita previamente en el grupo (Olamendi-Portugal, et al., 2016) del alacran
Centruroides tecomanus (Seccion 6.2.3.7).

control F 41 (50nM)

20 Lavado
40 (50nM)
1.5 4
F 37 (50nm)

<
£ 1.0+
O]
'
kS TEA (10mM)
5 0.5 1
@) & F 35(50nM)

0.0 ?

'0-5 L] 7 L) L

0 5 10 15 20
Tiempo (ms)

Figura 32. Efecto de las fracciones 35, 37, 40 y 41 sobre el canal Kv1.3. Las corrientes se
midieron en la configuracién de célula completa en linfocitos humanos activados. El registro
muestra las corrientes antes de la aplicacién de cada fraccion (Control) y después de su
aplicacion de una concentracion estimada de 50 nM. Las fracciones fueron perfundidas a

través de la solucion exterior.
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Los datos de la fraccidén de corriente remanente (RCF) de todas las fracciones se muestran
en la Figura 33. Como se indicé anteriormente, la fraccién 35 mostré el mayor efecto
inhibitorio de las corrientes, aunque las fracciones 31 y 34 también mostraron una inhibicion
considerable. El efecto observado en la fraccidon 34, podria deberse a la presencia de los
componentes de la fraccion 35 contigua, ya que todos estos péptidos eluyen en tiempos de
retencibn muy cercanos en la condiciones de HPLC. Las fracciones 41, 42 y 45 no
mostraron efectos sobre estos canales, por lo que podria esperarse cierta selectividad

sobre otros subtipos de canales de K*.
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Figura 33. Comparacion del efecto de inhibitorio de varias fracciones del veneno de
Centruroides ornatus sobre las corrientes de K™ de los canales Kv1.3 de linfocitos humanos

activados.
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7. DISCUSION

El alacran Centruroides ornatus es una especie considerada de importancia para la salud
publica (Riafo-Umbarila, et al, 2017), la cual ha sido descrita desde principios del siglo
pasado; aunque no existen reportes sobre la composicidon de su veneno. Por lo que en este
trabajo reportamos la composiciéon de su veneno; la purificacién, caracterizacion quimica y
funcional de sus principales toxinas; y la evaluaciéon inmunolégica del veneno y de las
toxinas identificadas, empleando el antiveneno comercial Alacramyn y un anticuerpo en el

formato scFv.

La composicion del veneno se analizé mediante mass fingerprinting realizado por HPLC y
espectrometria de masas. Se identificaron los pesos moleculares, de al menos, 114
componentes (Tabla 2). La mayoria corresponden a péptidos/toxinas que reconocen
canales de Na® o K* (Batista, et al.,, 2007). También identificamos alrededor de 19
componentes de peso molecular menor a 1000 Da. Por otra parte, las proteinas mayores a
20 kDa son las menos abundantes, de las cuales, las proteinas con pesos moleculares
identificados entre 16 a 35 kDa podrian corresponder a las enzimas del veneno tales como
fosfolipasas, proteasas o hialuronidasas. La separacion por HPLC permitid purificar
directamente algunos componentes y determinar la secuencia N-terminal de 6 toxinas por
degradacién de Edman (Tabla 4), identificando secuencias que corresponden
efectivamente a toxinas que reconocen canales de K* (Co-F41) o de Na* (Co-F46, Co-F49,
Co-F55, Co-F58, Co-F62). Por lo que, la composicién del veneno de Centruroides ornatus

es similar a la de otros alacranes Centruroides (Santibanez-Lopez, et al., 2016).

La toxina Co52 es el componente mas abundante del veneno con un 10% del total. Esta
toxina se purificé directamente por HPLC (Figura 11). La actividad biolégica de este péptido
debe estar dirigida a un blanco molecular especifico que al momento no se ha podido
determinar. Esta toxina tiene un 88% de identidad con la toxina CsEl de Centruroides
Sculpturatus, la cual afecta a aves (Babin, et al., 1975). Es por ello, que se evalud la
toxicidad de la toxina Co52 en pollos, sin observar signos claros de intoxicaciéon (Seccion
6.3.9). Tampoco se observé algun efecto téxico en grillo (Seccion 6.3.8). Sin embargo, se
podria suponer cierta selectividad de la toxina hacia crustaceos por la similitud en secuencia
observada con la toxina Cn5 (66% identidad), la cual es especifica para estos artropodos
(Garcia, et al., 1997).
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El uso de la filtracién en gel (Figura 9), intercambio catidénico con resinas de CM-celulosa
(Figura 10) y HPLC, permitio purificar a las 3 toxinas del veneno de C. omnatus que son
letales para mamiferos (raton). La primera de ellas es la toxina Co1, la cual es la mas
abundante con un 5.5%, equiparable al porcentaje de la toxina principal de Centruroides
noxius, la toxina Cn2, que se encuentra en un 6.8%. Este porcentaje es considerable ya
que en los venenos de Centruroides suffusus y Centruroides limpidus, los porcentajes de
las toxinas principales rondan entre el 0.5% al 2.8% (Riafio-Umbarila, et al., 2013). La
toxina Co1 es la principal responsable de la intoxicacion en mamiferos, ya que los signos
provocados por el veneno completo y la toxina pura son similares (Seccion 6.3.5). Dichos
efectos correlacionan con los sintomas que se presentan en los cuadros de intoxicacion en
humano (Chippaux, 2012). A nivel de secuencia, las toxinas Co1, ClI2, Cii1 y Ct1a son
practicamente idénticas (Figura 22). Estas toxinas presentan un residuo de E en la posicion
15, importante para el efecto de las toxinas B sobre los canales de Na* (Gurevitz, 2012).
También presentan dos series de aminoacidos altamente conservados: la primera
considerada el farmacoforo, que consiste de los residuos Y24, R27, E28 y Q32; y la
segunda, que corresponde a los residuos en las posiciones 50 a 58, los cuales participarian

en la afinidad de las toxinas sobre el canal de Na* (Schiavon, et al., 2012).

Las toxinas Co2 y Co3, se encuentran en una cantidad aproximadamente 5 veces menor
con respecto a la toxina Co1, con 0.77% y 0.98%, respectivamente. Los efectos toxicos de
la toxina Co2 son similares a los observados para la toxina Co1. Sin embargo, algunos
sintomas particulares como fuertes espasmos, son compartidos con la toxina Co3 (Seccién
6.3.5). Por otro lado, la toxina Co3 produce efectos muy distintos a los provocados por el
veneno total y que se asemejan a los descritos para la toxina Cl13 de Centruroides limpidus
(Olamendi-Portugal, et al., 2017). El efecto de la toxina Co2 y Co3, no es notorio cuando se
administra el veneno total, lo cual puede ser explicado por la baja abundancia de ambas
toxinas comparadas con la toxina Co1, la cual, al ser mucho mas abundante, provoca el
efecto letal antes de observar los signos de intoxicaciéon de las toxinas Co2 y Co3. Ambas
toxinas, son similares a la toxina Cn8 de Centruroides noxius (Garcia, et al., 1997), y la
toxina CI13, estas ultimas son potentes toxinas que afectan a mamiferos (Figura 18 y Figura
21). En este grupo de toxinas se encuentran una serie de diferencias a nivel de secuencia
con respecto a otras toxinas de importancia médica de alacranes mexicanos (Cli1, ClI2,
Css2, Css4, Cn2, Ct1a y Cell9). Los cambios mas relevantes identificados son: no poseen

el residuo E15 y tienen un cambio significativo Q32R en el farmacdéforo. Adicionalmente, la
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toxina Co2 cuenta con un residuo R adicional en la posicién 63. Se sabe que cargas
positivas adicionales en el extremo C-terminal de las toxinas pueden aumentar la activaciéon
de diferentes subtipos de canales a potenciales mas negativos. Las toxinas Co2 y Co3
presentan un cambio excluxivo, T10D, dado que los aminoacidos de las posiciones 5-10
estan estructuralmente cerca del farmacéforo, la adicion de carga por el residuo de D,
podria conferirle propiedades farmacoldgicas particulares a estas dos toxinas, como lo
sugieren nuestros resultados observados en la evaluacién del efecto de la toxina Co3 sobre
el canal Nav 1.5 (Figura 31C). Finalmente, todas las toxinas que se muestran en la Figura
22 presentan la serie de aminoacidos L19, N22, Y40 y F44 el cual se conoce que confiere
la selectividad de estas toxinas hacia mamifero (Schiavon, et al., 2012, Gurevitz, 2012,
Cohen, et al., 2005).

Los resultados de la evaluacion electrofisiolégica de la toxina Co1 confirman que esta toxina
pertenece al grupo de las B-toxinas porque induce un corrimiento de la activacion del canal
Nav 1.6 a potenciales mas negativos (Figura 31A). La toxina Co3 también produjo un efecto
tipo beta en este canal (Figura 31B) por los cambios en los parametros electrofisioldgicos
reportados anteriormente. Sin embargo, el efecto inhibitorio mas importante seria sobre el
canal Nav 1.5, ya que aparentemente esta toxina reduce la amplitud de las corrientes de
Na* incluso a potenciales despolarizantes. Por antecedentes sabemos que la toxina CI13
presenta efectos similares a los observados para la toxina Co3 en este trabajo (Olamendi-
Portugal, et al.,, 2017). Sin embargo, se requieren estudios electrofisiolégicos mas

detallados sobre el efecto de estas toxinas en los canales de Na* aqui descritos.

Por otra parte, el nUmero de toxinas que reconocen canales de K* en el veneno de
Centruroides ornatus es considerable (Figura 8). Un ejemplo de estas lo constituye la toxina
Co-41 (Tabla 2), la cual se purificd directamente por HPLC y su secuencia N-terminal tiene
similitud con la toxina bloqueadora de los canales de K* Slo1. Aunque debido a la cantidad
limitada en la que se encuentran estos péptidos en el veneno, no fue posible realizar una
caracterizaciéon completa. No obstante, de las fracciones 31, 34 y 35 (Seccion 6.6.1) se
logré determinar la presencia de toxinas bloqueadoras del canal de potasio Kv1.3 (Figura
33). En particular, de la fraccion 35, se purificaron un par de péptidos (Figura 23 y Figura
24), la toxina Co35 y un péptido de 4123.08 Da. Este ultimo correspondia al mismo péptido
identificado en Centruroides tecomanus (FII-10.5) (Olamendi-Portugal, et al, 2016).

Considerando que el péptido FlI-10.5 tiene efecto sobre los canales de potasio Kv1.3,
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KCa3.1, Shaker y una marcada selectividad sobre el canal Kv1.2; y tomando en cuenta que,
la toxina Co35 identificada en este trabajo presentd similitud con la toxina Fl112.8 de
Centruroides tecomanus, la cual tiene efecto sobre los canales Kv1.1 y Kv1.2; concluimos
que el efecto inhibitorio observado de la fraccion 35 sobre el canal Kv1.3 se debi6 a la
presencia del péptido de 4123.08 Da y no al efecto de la toxina Co35 sobre el canal Kv1.3.
Sin embargo, la toxina Co35 podria presentar una mayor especificidad sobre otros subtipos
de canales de K*. Por lo anterior, en el veneno de Centruroides ornatus, existen péptidos
que bloquean canales de K™ que podrian ser empleados como herramientas farmacoldgicas

para el estudio de la estructura-funcién de los mismos.

La composicién del veneno también fue evaluada mediante electroforesis (Figura 25), y
Westernblot (Figura 27), se observé que el antiveneno Alacramyn presenta reaccion
cruzada tanto en los componentes de alto y bajo peso molecular de los venenos evaluados,
observando un patrén similar a lo obtenido en estudios previamente reportados (Chase, et
al., 2009). Este reconocimiento de debe al caracter policlonal y polivalente del antiveneno
(Dehesa-Davila y Possani, 1994). Mediante una separacion electroforética en condiciones
no reductoras a pH acido (Figura 26), observamos que el patron de bandas de Centruroides
ornatus es similar al reportado recientemente en el grupo (Riafio-Umbarila, et al., 2017),
estos patrones generalmente son consistentes y podrian ser de utilidad para la

identificacion de especies cuando no se cuenta con el apoyo de expertos entomdlogos.

El reconocimiento de los componentes de los venenos por Alacramyn también se determino
mediante ensayos de ELISA (Figura 28), en este ensayo se fijo el veneno completo en la
placa y se realizaron diluciones del antiveneno. Los valores de la EC50 obtenidos por los
ensayos de ELISA para el veneno de Centruroides ornatus fueron muy similares a los
valores observados para los venenos de los alacranes del genero Centruroides. Para el
caso del veneno de Vaejovis mexicanus se obtuvo el valor de EC50 mas alto, lo que indica
que el antiveneno reconoce en menor proporciéon los componentes de bajo peso molecular
de este ultimo veneno. Se sabe que mas del 90% de los componentes del veneno de
Vaejovis mexicanus tienen pesos moleculares menores a 6000 Da, entre los cuales se
encuentran principalmente toxinas que reconocen a canales de K" y péptidos NDPB
(Gurrola B., et al., 2012).
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Empleando estos mismos ensayos de ELISA, se estudié el reconocimiento del antiveneno
con las toxinas Co53, Co1, Co2, Co3, Cll1, Cli2, Cn2 y Ct1a. El reconocimiento de estas
toxinas fue claramente menor con respecto al observado para el veneno (Figura 29), lo cual
se explica por la mayor cantidad de componentes en el veneno que son reconocidos por
los fragmentos Fab’2 del antiveneno. Por otro lado, se observaron valores de EC50
similares para todas estas toxinas: Co1, Cli1, Cll2 y Cn2. Este resultado puede explicarse
debido a la alta semejanza a nivel de secuencia de este grupo de toxinas. Los valores de
la EC50 de las toxinas Co52 y Ct1a son similares a las toxinas anteriores, aunque la
pendiente de la curva es menor. De manera interesante, observamos que aun con la
dilucion mas alta del antiveneno, no se alcanzan los mismos valores de absorbancia
obtenidos con las otras toxinas, lo que indicaria que el reconocimiento para este par de
toxinas no es similar al resto. Las toxinas Co2, Co3 fueron las toxinas con los valores mas
altos de EC50, indicando un bajo reconocimiento, lo cual se puede explicar por la baja
proporcion de estos componentes en el veneno y las diferencias encontradas a nivel de

secuencia con respecto a las principales toxinas que afectan a los mamiferos.

En el grupo del Dr. Baltazar Becerril y la Dra. Lidia Riafio, se trabaja en el desarrollo de un
nuevo antiveneno bajo el formato de scFvs, los cuales son capaces neutralizar el efecto
téxico de venenos completos al neutralizar a la principal toxina. Las ventajas de este nuevo
antiveneno sobre el actual antiveneno Alacramyn estan documentadas en varios reportes
(Laustsen, et al., 2016) (Riafio-Umbaril, et al., 2016, Rodriguez-Rodriguez, et al., 2016). En
un estudio preliminar (comunicacion personal con la Dra. Lidia Riafio) se determiné que aun
los mejores scFvs con los que cuenta el grupo del Dr. Becerril y la Dra. Lidia Riafio, no
logran neutralizar los efectos toxicos del veneno de Centruroides ornatus en el 25% de la
poblacion estudiada. Es por ello que se decidid probar el reconocimiento de la toxina Co1
con tres scFvs (Figura 30). Este ensayo también es de caracter preliminar, se muestra que
la toxina es reconocida por los 3 scFvs y que en particular el anticuerpo 10FG2 presento la
menor cinética de disociacion. Lo cual significa que, en la experiencia del grupo, este
anticuerpo podria ser capaz de neutralizar el efecto téxico in vivo. Con estos resultados, se
puede asumir que los efectos téxicos no neutralizados del veneno completo se deben a un
bajo reconocimiento de las toxinas Co2 y Co3 por los mejores scFvs. Este resultado podria
ser explicado por las diferencias en secuencia que presenta estas dos toxinas en los sitios

donde hacen contacto los scFvs con las toxinas (Riafio-Umbaril, et al., 2016).
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8. CONCLUSIONES

En el veneno de Centruroides ornatus se encontraron 114 componentes y de acuerdo a sus
pesos moleculares se asume que la mayoria son péptidos que reconocen canales de Na*
y K*. De los cuales, se identificd y secuencié el componente mas abundante del veneno, un
péptido con efecto biolégico desconocido, se nombré toxina Co52. Por otro lado, se
identificaron y secuenciaron tres péptidos letales para los mamiferos y se nombraron:
toxinas Co1, Co2 y Co3. Estas toxinas presentan alta similitud a toxinas de importancia
médica reportadas en alacranes del género Centruroides en México. Finalmente, se
determin6 que el antiveneno Alacramyn reconocid in vitro los componentes del veneno
completo y las toxinas puras de Centruroides ornatus. El antiveneno Alacramyn neutralizé

in vivo los efectos letales del veneno completo y de la toxina Co3.

9. PERSPECTIVAS

Se requieren ampliar los estudios para identificar la actividad bioldgica de la toxina Co52.
Al ser un péptido muy abundante en el veneno, podria tener una funcién muy importante
para el alacran Centruroides ornatus. Los estudios de electrofisiologia preliminares
muestran que las toxinas Co1 y Co3 presentan un tipico efecto beta, sin embargo, se
requiere ampliar estos estudios para caracterizar adecuadamente las curvas dosis-
respuesta, ya que aparentemente la toxina Co3 presenta un efecto inhibitorio sobre el canal
Nav 1.5, lo cual, podria ser de interés para el estudio de los efectos toxicos de los venenos

de especies de alacranes mexicanos.
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11. MATERIAL SUPLEMENTARIO

11.1. Purificacion de la toxina Co1

En las Figuras S1-S3 se muestran los cromatogramas de HPLC con los cuales se verificd
la homogeneidad de la toxina Co1. Lo anterior se hizo debido a que el pico del
cromatograma de la purificacion de esta toxina mostraba aparentemente dos componentes,
por lo que al inicio, se sospechaba de un contaminante. Este efecto ya se ha observado en
las toxinas ClI2 y Cii1, que precisamente difieren en un solo aminoacido con la toxina Co1
(Dehesa-Davila, et al, 1996). Cuando se resolvio la estructura tridimensional de la toxina
Cn2, se observo que el residuo de cis-prolina en la posicién 59 produce una “torcedura” de
la cadena polipeptidica en el extremo C-terminal (Pintar, Possani, y Delepierre, 1999), las
posibles conformaciones generadas pueden presentar propiedades hidrofébicas diferentes
que son identificadas en la columna C-18. Para facilitar el seguimiento se indica el
comportamiento de los picos cromatograficos con esquemas, todos se corrieron bajo las
mismas condiciones y se indican los tiempos de retencion y los pesos moleculares

determinados. (Figuras S1-S3).

0.8 60%
7560.61 Da
TR=34.37
[r\\~\_ | o
§ 0.4 —30% 2
[o} _—V_ _— T 0%
o 3l0 60
Tiempo (minutos)

Figura-S 1. Primera inyeccién de 100 ug de la toxina

Co1. Separacién por RP- HPLC. Columna: C18.

Condicion de elucion: solucion A (0.12% TFA en

agua)y se corrio un gradiente de 0 a 60% de B (0.1%

TFA en ACN) en 60 minutos a un flujo de 1ml/min.

Pagina 81 de 89



De la primera inyeccion (Figura-S 1) se colectaron la “subida” que forma el primer pico y la

“‘bajada” donde se distingue el segundo pico. Al reinyectar estos picos, se observaron en

los correspondientes cromatogramas el mismo comportamiento, obteniendo picos

“partidos” con tiempos de retencién muy semejantes (Figura-S 2). Para descartar que en el
pico de “subida” estuviera contaminado con el de bajada, se tomo la parte inicial del pico
de subida (Figura-S 2a) y se reinyecté una vez mas al HPLC, encontrando de nuevo el
mismo comportamiento y tiempos de retencién similares (Figura-S 3).
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Figura-S 2. Segundas inyecciones. a) Pico de subida y b) de bajada del cromatograma

inicial de la toxina Co1.
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Figura-S 3. Tercera inyeccién del pico de “subida” de la toxina Co1.

Se verificé también la pureza de la toxina Co1 mediante la obtencién de una sola banda en
un gel de electroforesis en condiciones acidas. En la Figura-S 4 (misma Figura 26. Perfiles
electroforéticos del veneno completo de Centruroides ornatus y la toxina Co1 en
condiciones no desnaturalizantes a pH acido. Se aplicé 1 ug de la toxina Co1 obtenida de
diferentes pasos de purificacion por HPLC (Seccién 10.1). La cantidad de veneno aplicada
fue de 10 y 30 pg. El blanco consistié de la solucion amortiguadora de carga con agua
(1:1).). En la imagen se indican las muestras aplicadas en cada carril de cada pico

cromatografico de HPLC de la toxina.
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En la Figura-S 5 se muestra el ejemplo del espectro de masas de la toxina Co1, el cual fue

similar en los picos cromatograficos obtenidos por HPLC (Figuras S1-S3).

Ivan_CoPico43437_1_170511102314 5/12/2017 11:22:19 AM Ivan_CoPico43437_1

LCQ10439
Ivan_CoPico43437_1_170511102314 #158-265 RT: 0.73-1.22 AV: 108 NL: 2.78E3
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Figura-S 5. Serie idnica de la toxina Co1.

11.2.  Caracterizacion quimica de la toxina Co1

En la Figura-S 6, se muestra el cromatograma de la alquilaciéon de la toxina Co1, el pico

principal corresponde al péptido alquilado, con un peso de 8028 Da, se confirma la

alquilacion de las 8 cisteinas (cada cisteina adquiere un grupo alquilante de acetamida con

masa de 58 Da).

034 1 T 60%

TR: 37.79 min
PM: 8028 Da

0.15+ 30%

%B

A 230 nm

0.0'ﬁl 0%

1
0.0 30 60
Tiempo (min)

Figura-S 6. Cromatograma
de la purificacion de la toxina

Co1 reducida y alquilada.
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En la Figura-S 7, se muestra la purificacion de los péptidos de digestion por la enzima Glu-

C de la toxina Co1 alquilada.

0.2 60%
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Figura-S 7. Digestién de la toxina Co1 con endoproteasa Glu-C.

En la Figura-S 8, se muestra la purificacién de los péptidos de digestion por la enzima Asp-

N de la toxina Co1 alquilada.

A230 nm

0.2 60%
OYCLRLCKQQYGKGAGGYCYAI GCWTXHXYLAAVY
o
Pl 5423.28 Da
0.1+ - 30%
o
X
onrjv————/” L 0%
L]
0.0 30 60

Tiempo (min)

Figura-S 8. Digestién de la
toxina Co1 con
endoproteasa Asp-N.
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11.3.  Caracterizacion quimica de la toxina Co2

En la Figura-S 9, se muestra el cromatograma de la alquilaciéon de la toxina Co2, el pico
principal corresponde al péptido alquilado, con un peso de 8076.7 Da, se confirma la

alquilacion de las 8 cisteinas (cada cisteina adquiere un grupo alquilante de acetamida con

masa de 58 Da).

0.30 !»!

Figura-S 9. Cromatograma de la
purificacion de la toxina Co2 reducida y

alquilada.

A230 nm
=]
w
1

En la Figura-S 10, se muestra la purificacion de los péptidos de digestion por la enzima Glu-

C de la toxina Co2 alquilada.

0.2 60%
QAVVWPLPKKRCN
TR=29.42 min N
PM: 1594.55 Da
E — CKLRYGKGAGGYCYAFGCWCTHLYE
c el @
= » a
o 0.1- -30% o
(42} o
o
<
0 - - 0%
L}
0.0 30 60

Tiempo (min)

Figura-S 10. Digestion de la toxina Co2 con endoproteasa Glu-C.
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11.4. Caracterizacion quimica de la toxina Co3

En la Figura-S 11, se muestra el cromatograma de la alquilacion de la toxina Co3, el pico
principal corresponde al péptido alquilado, con un peso de 8240 Da, se confirma la
alquilacion de las 8 cisteinas (cada cisteina adquiere un grupo alquilante de acetamida con
masa de 58 Da).

Figura-S 11. Cromatograma

0.3 s de la purificacion de la toxina
PM: 8240 Da
TR: 39.58 min

Co3 reducida y alquilada.

0.154 ~30%

L M

o.o-~1 0%

A 230 nm
———
%B

L)
0.0 30 60

Tiempo (min)

11.5. Caracterizacion quimica de la toxina Co52

En la Figura-S 12, se muestra el cromatograma de la alquilacion de la toxina Co52, el pico
principal corresponde al péptido alquilado, con un peso de 7807.98 Da, se confirma la
alquilacion de las 8 cisteinas (cada cisteina adquiere un grupo alquilante de acetamida con
masa de 58 Da).

=TT ’ Figura-S 12. Cromatograma de la
M purificacion de la toxina Co52

| reducida y alquilada.
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En la Figura-S 13, se muestra la purificacion de los péptidos de digestion por la enzima Asp-

N de la toxina Co52 alquilada.

0.3 60%
e
DYCNRECKWKHVGGSYGYCYGFGCYCEGLS
TR=32.40 min
PM: 3735.0 Da
E ?gI;;VUMpLFNKTC
o 0.15- P, 15170 s '\ - 30% 3
n )
<
J J J e
o {i- "+ L. - 0%
J L]
0 30 60
Tiempo {min)

Figura-S 13. Digestion de la toxina Co52 con endoproteasa Glu-C.
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