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0.0 ABREVIATURAS

aa
ADN
ADNc
ARNmM
ca*

Cr

Da

DC

DO
E-value

EDTA
HCI
HEPES
HPLC
K+
KDa
Kv
LB
mg
MIC
ml
mM
mV

N
NDBP
nm
Na*
nM
PCR
PBS
Pl
RPHPLC
TFA
TFE
Tx
Vm
Vp

Vs
VpTx

Ala (A) = Alanina
Arg (R) = Arginina

Gly (G) = Glicina
His (H) = Histidina
lle (I) = Isoleucina Val (V) = Valina

subcristatus.

Aminoacido(s)

Acido desoxirribonucleico

Acido desoxirribonucleico complementario
Acido ribonucleico mensajero

Grados centigrados

lon Calcio

lon Cloro

Daltons

Dicroismo circular

Densidad optica

Valor Esperado: describe el nimero de coincidencias que cabe “esperar”
hallar por azar cuando se consulta una base de datos de cierto tamano.
Acido etilendiaminotetraacético

Acido Clorhidrico

Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulfénico
Cromatografia Liquida de Alta Presidn

lon Potasio

Kilo Daltons

Canal de potasio dependiente de voltaje
Medio Luria Bertani

Miligramos

Concentracion Minima inhibitoria

Mililitros

Milimolar

Milivoltios

Normalidad

“Non-Disulfide-Bridged Peptides”
Nanémetros

lon Sodio

Nanomolar

Reaccidon en Cadena de la Polimerasa
Amortiguador Salino de Fosfatos

Punto Isoelectrico

Cromatografia Liquida de Alta Presidon en Fase Reversa
Acido Trifluoroacético

Trifluoroetanol

Toxina

Vaejovis mexicanus

Vaejovis punctatus

Vaejovis subcristatus

Toxina de Vaejovis punctatus

AMINOACIDOS

Leu (L) = Leucina
Lys (K) = Lisina

Asn (N) = Asparagina = i
Asp (D) = Acido Aspartico “P"ﬁ; (('\lf)) Z ,'!":;:;T:;?na
Cys (C) = Cisteina Pro (P) = Prolina

Gin (Q) = Glutamina Ser (S) = Serina

Glu (E) = Acido Glutamico Thr (T) = Treonina

Trp (W) = Triptofano
Tyr (T) = Tirosina
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1.0. RESUMEN

El presente trabajo comprende la obtencién y el analisis de los transcritos generados en la
glandula venenosa de los alacranes mexicanos, Vaejovis punctatus y Vaejovis subcristatus, con el fin de
obtener informacidon hacerca de la composicion del veneno de estos alacranes y prestando especial
atencion aquellos transcritos que codifican para péptidos con una probable actividad biolégica que
pueda ser de utilidad en el area de la farmacolégia y la biotecnoldégia. Para tal fin, se genero una
biblioteca de ADNc por cada alacran, cada una de tales bibliotecas fueron generadas a partir del
ARNtotal extraido de las células de la glandula venenosa de V.punctatus y V.subcristatus. El titulo de las
bibliotecas no amplificadas fue de 1.3x10°% para V.subcristatus y de 1.03x106 para V. punctatus con una
eficiencia del 95y 97% de clonas recombinantes, respectivamente. De cada una de estas bibliotecas se
mandaron a secuenciar 100 clonas al azar logrando la obtencion de nuevas secuencias de genes que
codifican para péptidos presentes en el veneno de otras familias de alacranes.

En este trabajo reportamos 26 nuevas secuencias de precursores peptidicos correspondientes a
toxinas de K*, toxinas de Na*, scorpine-like, péptidos antimicrobianos, Lal-like y toxinas de Ca?*. El
analisis transcripcional nos indica que la cantidad y tipos de toxinas presentes en el veneno de los
Vaejovis difiere de aquellos presentes en los miembros de la familia Buthidae. Esto podria estar
vinculado al hecho de que la familia Vaejovidae no representa alto grado de peligrosidad para los
humanos.

Uno de los resultados mas significativos fue la obtencién de varios precursores de péptidos
antimicrobianos y citotoxicos de los cuales se seleccionardn algunos para su sintesis quimica y
evalucidn de su actividad biolégica. De la biblioteca de V.subcristatus se eligieron a VsCT1 y VsCT2, al
mismo tiempo de una libreria de Vaejovis mexicanus (libreria generada por la Dra. Verdnica Quintero
Hernandez) fueron aislados VmCT1 y VmCT2 los cuales también se sintetizaron para caracterizarlos y
compararlos con VsCT1 y VsCT2. Estos ultimos, no presentaron actividad antimicrobiana, pero si
actividad hemolitica cuando fueron expuestos a eritrocitos en suspension, mientras que, VmCT1 y
VmCT2 mostraron actividad antimicrobiana sobre Gram(+) y Gram(-), con MIC's que van de los 5-25
uM.

En general, este estudio abona al conocimiento general sobre los componentes del veneno de
alacranes mexicanos no Buthidos, proporciona una visién particular sobre la composiciéon molecular del
veneno de los Vaejovis y expone ademas el valor biotecnoldgico y farmacoldgico que podrian generar

los componentes peptidicos presentes en el veneno de estos alacranes.
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2.0. INTRODUCCION

Algunos animales son productores de veneno que utilizan principalmente para la captura de sus presas y
para la defensa contra depredadores. La diversidad de los componentes que constituyen el veneno de estos
animales (serpientes, arafias, alacranes, lagartos, anémonas marinas y caracoles marinos) y su alta especificidad
son el resultado de un complejo proceso de evolucion molecular y de interacciones ecolégicas que se han
suscitado en su entorno durante millones de afos. La especificidad de estas toxinas sobre sus blancos bioldgicos
ha permitido que algunas de ellas sean empleadas como herramientas moleculares en investigaciones de tipo

farmacoldgico y han generado expectativas sobre su aplicacién como farmacos[5].

2.1. Biologia del alacran

Todas las variedades de alacranes son depredadores, especialmente de aracnidos, crustaceos e insectos,
aunque algunas especies pueden alimentarse de presas mas grandes. El veneno de los alacranes es producido en
dos glandulas localizadas en el extremo distal del metasoma llamado telson. Las presas son tipicamente sujetadas
con los pedipalpos (quillas o pinzas) del alacran e inyectadas con el veneno mediante la insercién del aguijéon que
se encuentra en el telson (Fig. 1). El veneno es liberado de manera voluntaria a través de dos conductos que

conectan las glandulas venenosas con el aguijon el cual actia como una aguja hipodérmica.

Fig.1. Vista dorsal del cuerpo de
: un alacran. En esta figura se
muestran las tres regiones en las
cuales esta delimitado el cuerpo
de los alacranes: Prosoma,
Mesosoma y Metasoma. En el
extremo distal del Metasoma se
indica la presencia del telson en
el cual se encuentran las dos
glandulas productoras del veneno

y un aguijén que actia como una
= para la
o
o
8
3
1Y

pedipalpos — 3

BUwosold

BLWIOSOSa

aguja  hipodérmica
inyeccidn del veneno.

Los alacranes pertenecen a uno de los 6rdenes de artréopodos terrestres mas antiguos que se conocen, sus
registros fosiles datan desde el periodo Silurico lo que corresponde aproximadamente a 400 millones de afos
atras [1]. Los alacranes pertenecen al Reino Animalia (Subreino Metazoa), Phylum Arthropoda (Subphylum
Chelicerata), Clase Arachnidae y al Orden Scorpionidae[1]. Este grupo de animales venenosos estd constituido
por aproximadamente 1500 especies distribuidas en todo el mundo [2]. Actualmente son reconocidas 18 familias
de alacranes [2], y en México se encuentran las familias Buthidae, Chactidae, Diplocentridae, Euscorpiidae,

[uridae, Superstitionidae y Vaejovidae [9].
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Los alacranes son de habitos nocturnos y viven la mayor parte del tiempo en lugares escondidos
generalmente bajo la corteza de arboles, troncos huecos y pedregales. Pueden habitar desde zonas boscosas,

regiones selvaticas hasta zonas urbanizadas, donde suelen realizar guaridas subterraneas [1].

Fig.2. A) Vaejovis subcristatus. B) Vaejovis punctatus. C) Mapa de America del Norte en el que se representa
de manera aproximada la distribucién territorial de la familia Vaejovidae. México es uno de los paises con
mayor cantidad de especies de alacranes. Se estima que la familia Vaejovidae se distribuye desde el suroeste
de Canada hasta el sur de Guatemala. La region del mapa delimitada en color obscuro corresponde al
territorio de distribucion de la familia Vaejovidae[1,10-13].

En México se encuentran distribuidas aproximadamente 220 especies de alacranes de las cuales soélo siete,
todas pertenecientes al género Centruroides (Familia Buthidae), pueden producir intoxicacién en humanos por
medio de la inyecciéon de su veneno. Uno de los géneros mas ampliamente distribuido en México y que no
representa alto grado de peligro para los humanos es el género Vaejovis perteneciente a la familia Vaejovidae
(Fig. 2). En el estado de Morelos podemos encontrar, entre otras especies del género Vaejovis, a: Vaejovis
punctatus Karsch, 1879; Vaejovis granulatus Pocock, 1898; Vaejovis curvidigitus Sissom, 1991; Vaejovis nigrescens

Pocock, 1898; Vaejovis mexicanus C. L. Koch, 1836, este ultimo endémico de la zona urbana del estado [13].

SANTOS RAMIREZ CARRETO 10
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2.2.Componentes del Veneno del Alacran

Los andlisis bioquimicos y de actividad bioldgica del veneno de varias especies de alacranes han
proporcionado informacién muy importante sobre la estructura y funciéon de los componentes del veneno. Hoy
en dia se sabe que, en general, los alacranes son capaces de producir en sus glandulas venenosas cientos de
diferentes moléculas bioactivas como aminas, lipidos, mucopolisacaridos, RNA, proteinas de alto peso molecular
y por supuesto péptidos. Estos ultimos no s6lo presentan actividad toxica, sino que también se han encontrado
péptidos con otras actividades tales como la antimicrobiana, antiepiléptica, fosfolipasica e insecticida [3-6,66];
también se han encontrado péptidos que pueden actuar como moduladores de la respuesta inmune y como
desencadenantes de sefializacion celular [7,8].

En base a la estructura primaria de los péptidos presentes en el veneno de los alacranes, se pueden
clasificar en dos grandes grupos: péptidos ricos en puentes disulfuro y péptidos sin puentes disulfuro [14].
Dentro de los primeros destacan los componentes responsables de la toxicidad. La mayoria de las toxinas
contienen de tres a cuatro puentes disulfuro y pueden reconocer e interactuar de manera especifica con canales
de Nat, K+, Cl- y Ca2?* inhibiendo el mecanismo de cierre y apertura de los mismos en células excitables y no

excitables [15,16].

2.2.1 Toxinas

El componente principal del veneno de los alacranes lo constituyen las toxinas peptidicas. La mayoria de
las toxinas descritas tienen como moléculas receptoras una gran variedad de canales idnicos. Esto sugiere que
durante la evolucién de las toxinas, éstas se diversificaron hasta cubrir una gran variedad de blancos
moleculares, asegurando su éxito biolégico. De acuerdo con la especificidad de las toxinas hacia los canales

ionicos, pueden ser clasificadas en cuatro familias:

1) Toxinas de Na* (NaScTxs).

Son péptidos de cadena larga constituidos por 58 a 76 residuos de aminoacidos y masas moleculares que
varian entre 6.5 y 8.5 kDa [17]. Estas toxinas actian modulando el mecanismo de cierre y apertura de los canales
de Na+ y son consideradas como las responsables de los efectos neurotéxicos que se desarrollan durante el
envenenamiento por la picadura del alacran [17]. La estructura tridimensional ha mostrado un ntcleo
estructural comun con una topologia Bafp siendo estabilizadas por cuatro puentes disulfuro (Fig. 3). Tres de los
puentes disulfuro se encuentran conservados en todas las toxinas, mientras que el cuarto puede modificar su
posicién [17,18].

Las toxinas de Na* son clasificadas en dos grupos: toxinas o y . Las primeras se unen al sitio 3 del
dominio 4 del canal retardando o inhibiendo el mecanismo de inactivacién del canal, mientras que las toxinas 3
se unen al sitio 4 asignado en el dominio 2 del canal produciendo cambios en la activaciéon del canal hacia
potenciales de membrana mas negativos [26] y reduciendo la cantidad de corriente.

Las toxinas tipo a de Na+* son clasificadas en tres grupos:

SANTOS RAMIREZ CARRETO 11
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* Toxinas a “clasicas”, las cuales son altamente activas sobre mamiferos, pero presentan baja toxicidad
sobre algunos insectos y baja afinidad sobre membranas neuronales de insectos. Una de las toxinas a
clasicas mas potentes es Aah2 (Fig. 3) aislada del veneno del alacran Androctonus australis Hector del
Norte de Africa [17,34].

* Toxinas a “anti-insecto”. Estas no compiten contra las toxinas a “clasicas”, sin embargo, se unen a los
sinaptosomas de cerebro de rata y muestran baja toxicidad en mamiferos al ser administradas por via
intracerebroventricular y son altamente activas por via subcutanea. Estos péptidos son altamente téxicos
para algunos insectos [17].

* Las toxinas “a-like”, tienen una alta toxicidad al ser administradas via intracerebroventricular en ratas y
ratones, aunque su actividad es baja por via subcutdnea y son moderadamente téxicas para algunos

insectos. Compiten contra las toxinas “anti-insecto” en la unién a membranas sinaptosomales de insecto

[17,27].

Aah2 Cn2

N-terminal

N-terminal

C-terminal

C-terminal

>Aah2
VKDGYIVDDVNCTYFCGRNAYCNEECTKLKGESGYCQWASPYGNACYCYKLPDHVRTKGPGRCH

>Cn2
KEGYLVDKNTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFACWCTHLYEQAIVWPLPNKRCS

Fig. 3. Toxinas o y P de canales de Na’. En la parte superior de la figura se muestran los elementos de la
estructura secundaria tanto de la a-toxina Aah2 (color naranja) de Androctonus australis Hector, como de
Cn2 (color azul) una B-toxina de Centruroides noxius. En ambos casos los puentes disulfuro son remarcados
en color amarillo. En la parte inferior de la figura se muestran las secuencias de aminodacidos de ambas
toxinas, los residuos de Cys son resaltados en rojo. Las figuras fueron tomadas de la referencia [17].

Las toxinas § de Na* reconocen tanto tejidos de mamiferos como de artrépodos. En el caso de los
artropodos estas toxinas se han clasificado en dos tipos: depresantes y exitatorias [28-30]. Actiian selectivamente
sobre canales de Na* de insectos, induciendo sintomas opuestos sobre las larvas de mariposa [30,31] ya que se

unen a sitios distintos en el receptor [32]. Una de las § toxinas mas estudiadas es la toxina 2 del alacran mexicano

SANTOS RAMIREZ CARRETO 12
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Centruroides noxius, mejor conocida como Cn2 (Fig. 3). Algunos estudios han demostrado que Cn2 tiene

preferencia por un subtipo especial de canal de Na+, el Na, 1.6 [33].

2) Toxinas de K* (KScTxs).

Son péptidos de cadena corta de entre 22 a 48 residuos de aminoacidos, estabilizados por tres o cuatro
puentes disulfuro que bloquean canales de K+. Su estructura tridimensional presenta un plegamiento o/f, que
comprende una a-hélice conectada a una doble o triple lamina § plegada por puentes disulfuro. La primer toxina
especifica para canales de potasio, denominada como Noxiustoxina, fue identificada en el veneno del alacran

Centruroides noxius en 1982 y es capaz de bloquear la permeabilidad del K+ en el axdn gigante del calamar Loligo

vulgaris [84,85].

A C D
M AL )7
[ ~/\ / ‘ P /
» // / | A |
( = *
| (
/ 4 | “
a-KTx 1.1 a-KTx 2.1 y-KTx 2.1 a-KTx 4.1
Caribdotoxina Noxiustoxina BeKm-1 TsKa

Fig. 4. Estructuras de cuatro toxinas pertenecientes a la familia de toxinas especificas de canales de K.
Esta figura muestra dos grupos de estructuras diferentes, A y B muestran una estructura a-hélice (color rojo
y amarillo) y dos ldminas B-plegadas (color azul); mientras que Cy D muestran una a-hélice y tres [dminas f3-
plegadas. En las cuatro estructuras se muestran los puentes disulfuro como lineas en color amarillo. Los
nombres sistematicos y los nombres o abreviaciones por las que cominmente se conocen estas toxinas
también se muestran debajo de cada una de las estructuras. BeKm-1 fue aislada de Mesobuthus eupeus,
Noxiustoxina de Centruroides noxius, Caribdotoxina de Leiurus quinquiestratus y TsKa de Tityus serrulatus.
Las imagenes fueron tomadas de la referencia [25].

Hasta la fecha, se han caracterizado mas de 140 toxinas de K+ las cuales son clasificadas en tres familias
(o, B y y) y bajo una numeracién sistematica [16,21]. La mayoria de las toxinas de K* conocidas han sido aisladas
de alacranes pertenecientes a la familia Buthidae [21]. Las a-KTx’s han resultado ser herramientas adecuadas en
ensayos asociados con la caracterizacién estructural del canal de K* y sus corrientes i6nicas. Actualmente se
conocen 23 diferentes subfamilias de Toxinas alfa de K+ [23]. La estructura terciaria de las a-KTx’s es similar, por
lo que su mecanismo de acciéon, afinidad y especificidad sobre su blanco molecular depende del tipo de
aminoacidos que se encuentren situados en la superficie externa de la toxina y de la forma en que interactien

estos aminoacidos con las moléculas del canal [21,25].
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3) Toxinas de CI.

Estas toxinas de bajo peso molecular estan constituidas por 35 a 38 residuos de aminoacidos con cuatro
puentes disulfuro que producen la inhibicién de los canales de Cl-. El ejemplo mas mencionado en la literatura es
el de la Clorotoxina de Leiurus quinquestriatus (Fig. 5), este péptido posee 36 aminoacidos de longitud, ocho de
ellos son Cys que interaccionan para formar cuatro puentes disulfuro (Fig. 5). La Clorotoxina presenta un
plegamiento tipo Bafp, puede bloquear canales de Cl- de células epiteliales de ratén y de manera especifica

reconocer canales de Cl-en células cancerigenas [5,19,20].

Fig. 5. Estructura primaria vy
secundaria de la Clorotoxina. A)
Estructura secundaria en la que se
muestra el plegamiento tipo fafpf de la
Clorotoxina. La region a-hélice se
muestra en color rojo, las tres ldminas
B-plegadas se muestran en color azul y
los puentes disulfuro en color verde,
tanto el C-terminal como el N-terminal
son indicados en la figura. En B) se
muestra la estructura primaria de la
Clorotoxina en la que se indica las
conexiones de los residuos de Cys
B) mediante lineas negras, también se
muestra a lo largo de la secuencia las

[ ) posiciones relativas a la region de la a-
J ! 11 ! ! héli de las lami -plegad
MCMPCFTTDHOMARKCDDCCGGKGRGKCYGPQCLCR* - o ¥ °F° .2 i 1% deﬁcrz)lzgra -
= _— — = gA) [39] 8 q
en A).

4) Toxinas de Ca".

Estas toxinas, también denominadas como calcinas, modulan la sensibilidad de los canales de Ca*2 y estan
constituidas por 27 a 104 residuos de aminoacidos. En el veneno de algunos alacranes se han aislado
componentes que actian sobre receptores de Rianodina. Este tipo de receptores conforman una familia de
canales de Ca2* que participan en la liberacion de Ca2+ intracelular y se encuentran distribuidos tanto en musculo
esquelético (RyR1), como en cardiaco (RyR2).

La Imperatoxina I y la Imperatoxina A han sido aisladas del alacran Pandinus imperator [35-37]. La
Imperatoxina [ es una proteina heterodimérica que consiste de una subunidad larga (104 residuos de
aminoacidos) y una subunidad corta de 17 aminoacidos mantenida de forma covalente por un puente disulfuro.
El heterodimero manifiesta una actividad fosfolipasica de tipo A2. Esta proteina tiene un efecto inhibitorio en el
pegado de la Rianodina al canal de calcio [35]. La imperatoxina A (IpTxa) es un péptido de 33 aminoacidos que
activa la liberacién de calcio para el pegado de la Rianodina al canal, presenta 6 residuos de Cys que
interaccionan para formar tres puentes disulfuro [36, 37]. La toxina Maurocalcina (Mca), aislada de Scorpio

maurus palmatus, también posee tres puentes disulfuro, tiene una longitud de 33 aminoacidos, comparte un 82%
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de identidad con IpTx. y presenta actividad sobre receptores de Rianodina tipo 1 (RyR1). Tanto [pTx.como Mca
son péptidos ricos en residuos de Arg y Lys, lo cual les confiere un caracter basico (Fig. 6). Otros péptidos con una
gran similitud a IpTx. y Mca han sido subsecuentemente aislados, tal es el ejemplo de Opicalcina 1 y 2 de
Opistophthalmus carinatus, y la Hadrucalcina del alacran endémico del estado de Guerrero (México), Hadrurus

gertschi [38].
IpTxg, Mca

N N
\

&

Fig. 6. Calcinas. Estructura
primaria y secundaria de la IpTx,
de Pandinus imperator y de la
Maurocalcina de Scorpio maurus
palmatus.

5 10 15 20 25 30
IpTxa GDCLPHLKRCKADNDCCGKKCKRRGTNAEKRCR
Mca GDCLPHLKLCKENKDCCSKKCKRRGTNIEKRCR

2.2.2. Péptidos sin puentes disulfuro

Aunque poco estudiados, los péptidos carentes de puentes disulfuro son parte importante del veneno de
los alacranes. Se ha descubierto que estos péptidos exhiben varias funciones tales como antimicrobianos,
inmunomoduladores, hemoliticos, asi como la de potenciales antihipertensivos (potenciadores de bradicinina).
La estructura que presentan estos péptidos, sus actividades farmacolégicas y su evolucion difieren
considerablemente de aquellos péptidos estabilizados por puentes disulfuro presentes en el veneno de los
alacranes [14]. En el 2005, Xian-Chun Zeng y colaboradores generaron una forma de clasificar los péptidos libres
de puentes disulfuro presentes en el veneno de los alacranes. Esta nomenclatura tiene como base las

caracteristicas estructurales y funcionales de estos péptidos (Tabla 1).

1) Péptidos Antimicrobianos y Citotéxicos.

Es posible que la sobrevivencia de los alacranes como especie se deba, al menos en parte, a la eficiencia de
su sistema inmune. En los alacranes se han aislado distintos péptidos antimicrobianos, algunos presentan
residuos de cisteinas (Defensinas) en su secuencia primaria y otros presentan uno o ningun residuo de cisteina.
Dentro de los péptidos antimicrobianos libres de cisteinas, podemos encontrar péptidos con una variedad de
longitudes que van de los 13 a los 47 residuos de aminoacidos, son de naturaleza anfipatica, presentan

secuencias y estructuras diferentes. Estos péptidos presentan un amplio intervalo de inhibicién de crecimiento
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en microorganismos como bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, levaduras, hongos y protozoarios. Debido
al amplio espectro antimicrobiano que poseen estos péptidos estan siendo estudiados como farmacos
potenciales.

Actualmente, ya se han aislado varios péptidos antimicrobianos del veneno de alacranes. Los miembros
de la subfamilia NDBP-5 (Tablal) son péptidos catidnicos que poseen actividad antimicrobiana y hemolitica. El
analisis de su estructura secundaria predice que contienen estructuras alfa-hélice, son de caracter anfipatico y se
cree que estos péptidos forman poros en la membrana celular [6,14,44-47]. IsCT, el miembro mas popular de esta
subfamilia, fue aislado del veneno de O. madagascariensis. Este péptido presenta actividad antibacterial tanto
para Gram-positivas como para Gram-negativas con rangos de MIC de 0.7-17.0 uM [6,14,44]. A la fecha se han
caracterizado cerca de 15 péptidos, homologos del IsCT, aislados del veneno por métodos bioquimicos clasicos o
por clonacién de los genes mediante bibliotecas de ADNc, este tipo de péptidos se encuentra distribuidos en
todas las familias de alacranes hasta ahora estudiadas. Otro grupo de péptidos antimicrobianos que se encuentra
en los alacranes es la subfamilia NDBP-3 (Tabla 1) conformada por la Hadrurina de H. aztecus [48],
Parabutoporina de P. schlechteri [49], Pandinina 1 de P. imperator [50], Opistoporina 1y 2 de O. carinatus [51] y
BmKbpp de B.martensii [43].

En base al alineamiento de secuencias en Clustal W, se ha observado una regién conservada en el extremo
N-terminal [14]. El consenso de esta region es S(X);KXWXS(X)sL, en donde X representa cualquiera de los 20
aminoacidos (Tabla 1).

La Hadrurina es un péptido de 41 aa de longitud, posee siete residuos basicos de los cuales tres se
encuentran agrupados como un triplete Lys-Arg-Lys, esta composicidn posee el caracter mas basico entre los
NDBP's [48]. La secuencia de este péptido es Unica, puesto que en su segmento N-terminal presenta 10 residuos
que representan un 70% de similitud con las regiones correspondientes de los péptidos antimicrobianos
Gaegurin 4 y Brevirin 2e, aislados de la piel de Rana [14,48]. Sin embargo, sus extremos C-terminal de los tres
péptidos son diferentes. La concentracién a la cual la Hadrurina es capaz de inhibir el desarrollo bacteriano de
Gram-positivas y de Gram-negativas se encuentra en el rango de 10-50 uM [48]. La pandinina 1 esta constituida
por 44 aminoacidos [50], presenta una capacidad de inhibicién sobre Gram-positivas a concentraciones de 1.3-
5.2 uM y de 20.8 uM o mas para Gram-negativas [14]. Las opistoporinas 1y 2 estan constituidas por 44 residuos
de aa y las secuencias sélo difieren en una posicion. La opistoporina 1 inhibe el crecimiento bacteriano en un
rango de concentracién que va de 1.6 a 50 uM para Gram-negativas, mientras que para Gram-positivas va de 12.5
a 50 uM. La Parabutoporina posee 45 aa y presenta un alto porcentaje de aminoacidos basicos (26.6%) en su
region N-terminal, mientras que su regién C-terminal es rica en residuos acidos, esta caracteristica estructural
también es compartida por el péptido BmKbpp [43]. La parabutoporina, inhibe el crecimiento bacteriano de
Gram-negativas con MIC's menores a 6.5 uM, pero presenta una actividad mucho mas débil contra Gram-
positivas con MIC's de 6.3-50 uM. Este péptido también posee actividad antifingica, con una ICso de 0.3-3.5 uM.
Tanto la parabutoporina como la opistoporina 1 presentan actividad hemolitica y ademas pueden actuar

sinérgicamente con antibidticos convencionales tales como la amoxicilina, cefuroxima y eritromicina [14].
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La pandinina 2 y BmKb1 conforman la subfamilia 4 de NDBP's y ambos péptidos poseen actividad
antimicrobiana. Con una composicién de 24 aa, la Pandinina 2 tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas en un rango de concentraciéon de 2.4 - 4.8 y de 19.1 - 38.2 uM,
respectivamente. Ademas, a concentraciones de 19.1 uM puede inhibir el crecimiento de Candida albicans[14,50].
La BmKb1 presenta un contenido de 18 aa y a concentraciones de 16.0-81.5 uM puede inhibir el crecimiento de

bacterias Gram-positivas, mientras que en el rango de 18.1-90.8 uM inhibe el crecimiento de Gram-negativas

[14].

Subfamilia Secuencia NDBP-x.y nombre
Péptido T KKDGYP-VEYDR---AY———-- 1.1
K12 LRDYANRVINGGPVEAAGPPA 1.2
Bs10 VTMGY IKDGDGKKIAKKKNKNGRKHVEIDLNKVG 2.1
Hadrurina -GILKTIKSIASKVWNSKTVODLKRKGINWVANKLGVSPQAA-——————=—=— 31
Parabutoporina  ----FKLGSFLKKAWKSKLAKKLRAKGKEMLKDYAKGLLEGGSEEVPGQ-- 3.2
BmKbpp ----FRFGSFLKKVWKSKLAKKLRSKGKQLLKDYANKVLNGPEEEAAAPAE 3.3
Pandinina 1 GKVWDWIKSAAKKIWSSEPVSOLKGOQVLNAAKNYVAEKIGATPT-—————- 3.4
Opistoporina 1 GKVWDWIKSTAKKLWNSEPVKELKNTALNAAKNLVAEKIGATPS - —===——- 3.5
Opistoporina 2  GKVWDWIKSTAKKLWNSEPVKELKNTALNAAKNFVAEKIGATPS-——=-—— 3.6
Pandinina 2 FWGALAKGALKLIPSLFSSFSKKD- 4.1
BmKbl = mmm———e FLFSLIPSATISGLISAFK 42
5  BmKnl FIGAVAGLLSKIF 5.1
IsCT ILGKIWEGIKSLF 52
IsCT2 IFGAIWNGIKSLF 5.3
BmKn2 FIGATARLLSKIF 54
6 BmKal --ESEEN----- EEGSNESGKSTEAKNTDASVDN-—-———- EDSDIDGDSD 6.1
BmKa2 YPASMDNSDDALEELDNLDLD-DYFDLEPADFVLLDMWANMLESSDFDDME 6.2

Tablal. Clasificacion de 17 péptidos sin puentes disulfuro aislados del veneno de Alacranes. Péptido
T (T.serrulatus), Péptido K12 (B.occitanus), Bs10 (B.sindicus), Pandinin 1 y Pandinin 2 (P. Imperator),
Hadrurin (H. aztecus), IsCT e IsCT2 (O.madagascariensis), Parabutoporin (P.schlecteri) Opistoporin 1y
Opistoporin 2 (O. carinatus), BmKbpp, BmKn1, BmKn2, BmKal, BmKa2 y BmKb1 (B. Martensii Karsch).
Esta tabla fue tomada de la referencia [14].

2) Péptidos potenciadores de Bradicinina

La Bradicinina, asi como la Angiotensina, son factores humorales cruciales para la regulacion de la
presiéon sanguinea. La enzima clave en el sistema Angiotensina-Bradicinina es la enzima convertidora de
Angiotensina, la cual genera Angiotensina Il a partir de Angiotensina [ y degrada la Bradicinina. El
descubrimiento de el primer inhibidor natural para esta enzima, el péptido potenciador de Bradicinina (Bpp,
bradykinin potentiating peptide), ha hecho posible el desarrollo de medicamentos para el control de la presiéon
sanguinea [40]. Se ha documentado que en el veneno de algunos alacranes existe una actividad potenciadora de
Bradicinina. Dos péptidos libres de puentes disulfuro llamados péptido T y K12 (Tabla 1), fueron aislados del

veneno de Tityus serrulatus y Buthus occitanus, respectivamente [41,42]. El péptido T esta compuesto de 13 aay
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fue el primer péptido libre de puentes disulfuro (NDBP) descubierto en alacranes. El péptido T puede potenciar
la actividad contractil de la Bradicinina sobre el ileon aislado de cobayos e inhibe la hidrélisis de Bradicinina por
la enzima convertidora de Angiotensina aislada del plasma de serpiente. Este péptido también puede inhibir la
conversion de Angiotensina I a Angiotensina II por Cinasa Il he incrementar el efecto depresor de la Bradicinina
sobre la presién arterial sanguinea en ratas anestesiadas [41]. El péptido K12 contiene 21 aa y no presenta
homologia con el péptido T (Tablal), pero los dos péptidos poseen actividad potenciadora de Bradicinina [42].
En base a la secuencia de aminoacidos de K12 un péptido denominado BmKbpp fue identificado partir de una
libreria de ADNc de B. martensii Karsch [43]. Este péptido esta conformado por 47 aa y los tultimos 21 residuos de

la region C-terminal presentan un 57% de similitud con el péptido K12.

3.0. ANTECEDENTES

La creciente informacion generada de la clonacién y secuenciacion de genes aislados de librerias de ADNc
generadas de la glandula venenosa, asi como de los perfiles proteémicos de los venenos de los alacranes indican
claramente que estos son mezclas bastante complejas [18-20]. Se ha estimado que se pueden encontrar un
promedio de 150 formas moleculares distintas en cada una de las especies que existen en el mundo. Como se
menciond en la seccién 2.1, en México existen aproximadamente 220 de las 1500 especies que existen alrededor
del mundo. Se estima que existen 100 000 péptidos diferentes en el veneno de todas las especies de alacranes
[86 ] y que séblo se han aislado y caracterizado algunos cientos de ellos.

Con el fin de aislar y caracterizar nuevos péptidos provenientes del veneno de los alacranes mexicanos y
de otras partes del mundo en el laboratorio del Dr. Lourival D. Possani se han obtenido varias toxinas y los genes
que codifican para ellas mediante la generacidon de bancos de ADNc y métodos de analisis proteémico. Ejemplo de
ello son las librerias de Opistacantus cayaporum [52], Hadrurus gerschi [53], Tityus discrepans [54], Rhopalurus
junceus [55] y los perfiles proteémicos de Opisthacanthus cayaporum [56], Tityus cambridgei [57], Tityus
stigmurus [58] y Tityus discrepans[59].

Ademas del interés médico, existe el interés por descubrir nuevas herramientas bioquimicas que ayuden
a entender el funcionamiento del sistema nervioso y de las membranas celulares, por lo cual, la investigacion
sobre venenos no sélo se centra en el conocimiento de los componentes relacionados con los efectos letales para
el hombre, sino que también en muchas otras moléculas que presentan actividades biolégicas que nos puedan
permitir utilizarlas en areas como la farmacologia y la agricultura.

La familia Vaejovidae ha sido muy poco explorada en cuanto a los componentes de los venenos, sin
embargo trabajos preliminares sobre el veneno de alacranes del genero Vaejovis han revelado una importante
complejidad de componentes moleculares en su veneno [23]. También se ha logrado aislar y caracterizar un
péptido con actividad antimicrobiana denominado Vejovina [60], de Vaejovis mexicanus smithi, lo cual
incrementa nuestro interés sobre este grupo de alacranes para la realizacién de un escrutinio exhaustivo sobre

los componentes de su veneno.
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4.0. HIPOTESIS

Mediante la generacion de librerias de ADNc que representen los ARNm presentes en la glandula
venenosa de los alacranes del género Vaejovis y con base en estudios previos en diferentes familias de alacranes,
se espera identificar secuencias que representen nuevas toxinas y/o péptidos no téxicos con posibles actividades

bioldgicas.

5.0. OBJETIVOS

Objetivo general
Construir y analizar bibliotecas de ADNc a partir del RNAm de la glandula venenosa de alacranes del

genero Vaejovis con el fin de identificar nuevos péptidos que representen potenciales actividades farmacolégicas.

Objetivos particulares
* Purificar RNA total del telson de Vaejovis subcristatus y V. punctatus.
* Sintetizar ADNc a partir del ARN total mediante RT-PCR.
* Amplificar ADNc por PCR y clonarlo en células DH5a utilizando el vector pDNR-LIB.
* (Caracterizar las bibliotecas por secuencia de los insertos.

* Realizar la expresion y/o sintesis de péptidos candidatos y probar su actividad biolégica.

6.0. MATERIALES Y METODOS

6.1. Soluciones y medios de cultivo.

LB (1L: 10g bacto-triptona, 5g de extracto de levadura, 5g NaCl, pH 7.0)

2xYT (1L: 16g bacto-triptona, 10g de extracto de levadura, 5g NaCl, pH 7.0)

SB (1L: 35g bacto-triptona, 20g de extracto de levadura, 5g NaCl, pH 7.0)

SOB (1L: 5g bacto-triptona, 125g de extracto de levadura, 0.125g NaCl, 2.5 ml KC1 0.25 M, pH 7.0)

SOC (10.2 ml: 10 ml SOB, 0.1 ml glucosa 2M, 0.1 ml MgCl, 1M)

Caldo de Mueller Hinton (Férmula en gramos por litro: Infusién de carne 300.0, Peptona 4cida de caseina 17.5,
Almidén 1.5, pH 7.3 £ 0.2). Para 1L suspender 22 g del medio.

Agar de Mueller Hinton (Férmula en gramos por litro: Infusiéon de carne 300.0, Peptona acida de caseina 17.5,
Almidén 1.5, Agar 15.0, pH 7.3 £ 0.2). Para 1L suspender 37 g del medio.

TBE 10X (Tris-Base 890mM, Borato 890mM, EDTA 20mM)

Lisis Alcalina:

Solucién I (100 ml: 0.9g dextrosa, 2ZmL EDTA 0.5M pH 8, 1.25 ml Tris 2M pH 8)

Solucién II (10 ml: 1 ml SDS 10%, 0.2 ml NaOH 10 N)

Solucién III (100 ml: 60 ml acetato de potasio 5M, 40 ml acido acético)
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6.2. Cepasy vectores.

La cepa DH5a de Escherichia coli fue utilizada para las clonaciones realizadas en este estudio. El genotipo
de esta cepa es: A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endA1, supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl, lac,
[F'proAB, lacliZAM15, Tn10(tet!)].

El vector utilizado para la clonacién de las bibliotecas de Vaejovis subcristatus y V. punctatus es el
pladsmido pDNR-lib (Fig.7). Este vector tiene un tamafio de 4.2 kb, posee un gen de resistencia al antibi6tico
Cloramfenicol, el cual sera para seleccionar las bacterias transformadas de las no transformadas. Flanqueado por
dos sitios multiples de clonacién (MCS A y MCS B), se encuentra el “Stuffer Fragment” el cual es remplazado por
el fragmento de ADNc insertado en el vector mediante una reaccién de ligacién mediante los sitios Sfil Ay B (Ver
6.4.3 y 6.4.4). Este vector permite la transferencia de los insertos a un vector de expresiéon mediante los sitios
loxP que son reconocidos por una recombinasa Cre la cual media el intercambio de secuencias de ADN. También
presenta el gen SacB, el cual permite seleccionar entre recombinantes incorrectas y aquellas del vector donador

parental después de la reaccién de recombinacién con un vector aceptor.
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6.3. Preparacion de células electrocompetentes.

Se inoculd una colonia aislada de la cepa DH5a en 20mL de medio LB previamente suplementado con
Acido Nalidixico (25 pg/mL) y se incubé el medio a 37°C y 250 rpm durante toda la noche. Al dia siguiente, se
tomaron 5 mL del cultivo y fueron inoculados en 500 mL de medio SB estéril, el cual se incub6 a 37°C y 2500
rpm, hasta alcanzar una D.0.600 de 0.6-0.8. Los siguientes pasos fueron realizados a 4°C. Una vez alcanzada la
densidad éptica deseada, el cultivo fue centrifugado a 3500 rpm durante 15 minutos. Se eliminé el sobrenadante
y las células fueron resuspendidas cuidadosamente en 150 mL de HEPES 1mM frio. Se centrifugé a 4500 rpm
durante 15 minutos. Al final se deseché el sobrenadante y el “pellet” fue recuperado en 100 mL de glicerol al 10%
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frio. Se llevé a cabo un tercer paso de centrifugaciéon a 4500 rpm durante 15 minutos y después de eliminar el
sobrenadante, se resuspendieron las células en 20 mL de glicerol al 10% frio. Las células fueron centrifugadas a
4700 rpm durante 15 minutos. Se elimind el sobrenadante y las células recuperadas se resuspendieron en 1 mL
de glicerol al 10% frio. La suspensién fue alicuotada en volimenes de 50 pL en tubos Eppendorf estériles y pre-
enfriados. Las alicuotas fueron almacenadas a -70°C. Todo el material y soluciones que se utilizaron fueron
previamente esterilizados. Para determinar la eficiencia de transformacién de las células, se electropord una
alicuota con 10 ng del plasmido super-enrollado pUC19 (1 ng/uL) y se obtuvo la relacidén entre el nimero de

colonias obtenidas y la cantidad de ADN utilizado.

6.4. Construccion de librerias de ADNc a partir de ARN total.

Todos los métodos comunmente usados en la sintesis de ADNc se basan en la capacidad de transcriptasas
reversas (RT) de transcribir el ARNm a moléculas de ADNc de cadena sencilla. En algunos casos, la RT termina
antes de transcribir la totalidad de la secuencia de ARNm, sobre todo cuando las secuencias son largas y/o se
emplea como primer oligo dT y/o el ARNm esta muy estructurado. En consecuencia las poblaciones de ADNc
tienden a tener subrepresentados los extremos 5. Es por ello de vital importancia cuando se construyen
bibliotecas de ADNCc, el contar con un sistema que optimice la generacién de ADNc's con regiones 5’ integras.
Para la generaciéon de ADNc's integros, con los extremos 5’ completos, se ha recurrido en este trabajo al uso de
los kits “Creator™ SMART™ cDNA Library Constuction Kit” (Fig.8) y “BD Advantage™ 2 PCR Enzyme System”,

ambos de BD Biosciencies/Clontech.

6.4.1. Extraccion de ARN total.

El ARN total se aisl6 de acuerdo al protocolo del Kit RNAgents Total ARN Isolation System (Promega®). El
primer paso para la obtencion del ARN total fue la homogenizacién del telson disectado a partir de un s6lo
individuo de cada una de las especies de alacranes, Vaejovis punctatus y V. subcristatus. La homogenizacién fue
realizada con un homogenizador manual y se utilizé una solucién desnaturalizante en la que en un amortiguador
de citratos se encuentra presente un detergente suave (N-lauril sarcosina), un potente inhibidor de las RNAsas
(B-mercaptoetanol) y un agente caotrépico o desnaturalizante (tiocianato de guanidinio) a alta concentracién. En
este punto se disuelven las membranas celulares y se desnaturalizan las proteinas celulares y el ADN. El siguiente
paso fue la realizacidon de una extraccién organica en la cual la mezcla en solucién desnaturalizante se mezcla con
solventes organicos (fenol:cloroformo:alcohol isoamilico, en una proporcidn 25:24:1, a un pH acido) para extraer
las proteinas, ADN y lipidos del medio, de manera tal que s6lo queden azucares, nucledtidos y ARN total. El
ultimo paso consistié en la precipitacién del ARN total con isopropanol. En este paso se recuper6 el ARN total de

la célula con muy pocos contaminantes, con una pureza suficiente para realizar el RT-PCR.
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6.4.2. Sintesis y amplificacion de ADNc.

Este es un proceso de transcripcion reversa en el que se utiliza la enzima MMLV-RT (Moloney Murine Leukemia
Virus Reverse Transcriptase), esta enzima es una transcriptasa reversa deficiente de actividad RNasa H y ademas
posee actividad de transferasa terminal. En la reaccion de RT-PCR se utiliza como templado el ARNm y los oligos
CDS 1II/3" y SMART IV™ para generar la cadena de ADN complementaria (ADNc). El oligo CDS III/3'
(5'ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d(T)30N-1N-3") se ancla al extremo 3’ no traducido del mRNA y sirve
para amplificar cualquier secuencia de mRNA eucariético que termine en poli-A (Fig.8). El oligo SMART IV™
(5'AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTACGGCCGGG-3") se ancla a 3 6 5 residuos de citocina que son
agregados a la cadena naciente del ADNc por la actividad transferasa terminal de la MMLYV, la adicién de estos
nucledtidos se realiza cuando la enzima encuentra el final del extremo 5" conocido como “cap”. Al aparearse el
triplete GGG presente en el oligo SMART IV™ con el triplete CCC adicionado por la enzima, entonces la MMLV-RT
cambia de templado para sintetizar la cadena complementaria hasta llegar una vez mas al poli-A (Fig.8). El ADNc
de doble cadena generado en el paso anterior se amplifica con el oligo 5 PCR Primer (5'-
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3") y con el CDS III/3" utilizado en el RT-PCR. La enzima utilizada en esta
reaccion es la TITANIUM™ Taq DNA polimerasa. Las cantidades de los componentes de reaccién asi como de las
condiciones de reaccién se tomaron segin recomendaciones presentadas en el manual de Creator™ SMARTT
cDNA library construction Kit (BD Biosciences, Palo Alto, CA). Una vez culminada la reaccién de amplificacion, el

producto de PCR fue tratado con Proteinasa K para inactivar la DNA polimerasa (TITANIUM™ Taq polymerase).

6.4.3. Digestion con Sfil

Los sitios de restriccién son introducidos en los productos de PCR desde la reaccion de sintesis del ADNC,
ya que tanto el oligo CDS III/3' como el SMART IV™ contienen en su secuencia los sitios Sfil. Los productos de
PCR son digeridos con la enzima de restriccion Sfil. La asimetria que presentan los sitios de restricciéon SfilA y

SfilB permite generar una clonacién directa (Fig.9).

Sitio Sfil A Sitio Sfil B
5' - GGCCATTACGGCC - 3 5 - GGCCGCCTCGGCC - 3
3 - CCGGTAATGCCGG - 5 3 - CCGGCGGAGCCGG - 5

Fig.9. Sitios de restriccion Sfil A y B. En esta figura se muestran los sitios de restriccidn Sfil utilizados para clonar
los genes de las bibliotecas de V.punctatus y V. subcristatus en el vector pDNR-lib. Nétese la asimetria que
presentan estos dos sitios entre si, esto permite realizar clonaciones direccionales, ya que el sitio Sfil A sélo podra
ligarse a otro sitio SfilA, pero no a un sitio SfilB.
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Fig.8: Diagrama de flujo que representa el protocolo de sintesis de cDNA utilizando el método de CreatorTM
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transcripcion incompleta de moléculas de RNAm debido a que estdan muy estructuradas o en proceso de

degradacion.
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6.4.4. Clonacion en DH5a

En esta etapa se ligan los productos de ADNc al vector seleccionado, se transforman los plasmidos
recombinantes en E. coli DH5a electrocompetentes y se titula la biblioteca. La reacciéon de ligacién se realiz6 a 16
°C durante toda la noche. En la tabla 2 se muestran los componentes de la reaccion de ligacion. La transformacién
se realizé utilizando un electroporador Micropulser Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) en las
siguientes condiciones: 2.5kV, 25uF y 200Q. Los 5ul de la reaccion de ligacién se pusieron en contacto con 50ul
de células electrocompetentes en una celda de 0.2 mm, después de la electroporacion, se adicioné 1ml de medio
SOC a la celda para recuperar las células transformadas. La recuperacion se realiz6é a 37 °C durante 1hr a 2500

rpm.

Tabla. 2. Componentes de la reaccion de
ligacion.

ADNc 1.0 (ul)

pDNR-LIB (0.1 pg/ul) 1.0 (1)

Buffer de Ligaciéon 10X 0.5 (ul)

ATP (10mM) 0.5 (ul)
T4 DNA ligasa 0.5 (ul)
H20 Desionizada 1.5 (ul)
Volumen Total (nl) 5.0 (ul)

6.4.5. Lisis Alcalina (Minipreps)

Se purifico plasmido de 100 colonias de cada una de las bibliotecas (100 “minipreps”) por el método de
lisis alcalina. Para una “miniprep”: se inocularon 3 mL de LB con una colonia aislada, mas 3 pL de Cloramfenicol
(30 mg/mL) y se incub6 durante toda la noche a 37°C en agitacién, 250 rpm. Al dia siguiente el cultivo fue
centrifugado, durante 2 minutos a temperatura ambiente y 600 rpm. Se descartd el sobrenadante y el “pellet” fue
resuspendido, en 200 pl de la solucién [, con ayuda de un agitador tipo vortex. Después, se adicionaron a las
células 200 pL de la solucién II fresca (ver seccién 6.1). Se mezcld por inversién y se incubaron en hielo durante
5 minutos. Después se agregaron 200 pL de la solucion III fria, se mezclé por inversion y se volvieron a incubar
en hielo pero esta vez durante 10 minutos. Una vez terminado el tiempo de incubacién se centrifugd la muestra
por 10 minutos a una velocidad de 12000 rpm. Se transfirié el sobrenadante a un tubo limpio y se adicionaron
800 uL de etanol al 100%, se mezcldé por inversiéon o vortex y después de incubar la muestra a temperatura
ambiente durante 2 minutos se centrifug6 por un tiempo de 10 minutos a 12000 rpm. Se decant6 y se

adicionaron 500 pL de etanol al 70%, se centrifugé6 1 minuto a 12000 rpm y se descartd el sobrenadante, este
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paso se realiz6 dos veces. Una vez realizado lo anterior el ADN fue incubado a 37°C con el objetivo de secarlo y
eliminar restos de etanol. Ya seco el ADN, se resuspendi6 en 50uL de agua tetradestilada y se le adicion6 1 pL de
RNAsa a una concentraciéon de 4mg/mL. Cada una de las minipreps fueron verificadas y cuantificadas por

electroforesis en gel de agarosa al 1.2% para posteriormente mandar a secuenciar el inserto clonado.

6.4.6. Secuenciacion de ADN

La secuenciacion del DNA fue realizada utilizando un equipo automatizado (Model CG1-96, Corbett
Research Pty Ltd; Sydney, Australia) y los oligonucleétidos estandar: T7 (5'-GTAATACGACTCACTATAGGG-3") y el
M13rev (5'-AACAGCTATGACCATGTTCAC-3"). Para la caracterizacion de las bibliotecas se recurri6 a la

secuenciacion de las clonas con inserto previamente verificadas por PCR de colonia.

6.4.7. Analisis de secuencias de ADN y prediccion de secuencias de Aminoacidos in silico.

Las secuencias de ADN obtenidas fueron analizadas con ayuda del programa ApE- A plasmid Editor v1.12
y comparadas con la base de datos del BLAST, utilizando los algoritmos Blastn, Blastx y Blastp
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Los alineamientos multiples presentados en el presente trabajo fueron
realizados utilizando el programa CLUSTALX (2.0) y para la presentacidn de los datos utilizamos CLC Sequence
Viewer 6.3. La prediccidn del péptido maduro, el péptido sefial y el propéptido de los productos génicos fue

hecha con el programa SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP).

6.5. Ensayos de actividad antibacteriana

Con el fin de caracterizar la probable actividad de los productos peptidicos codificados por algunos de los
genes aislados de la biblioteca de Vaejovis subcristatus (identificados en este trabajo) y compararlos con sus
homoélogos aislados de una biblioteca de Vaejovis mexicanus smithi, se sintetizaron quimicamente los péptidos
VmCT1, VmCT2 (de Vaejovis mexicanus smithi), VsCT1 y VsCT2 (de Vaejovis subcristatus). Estos péptidos fueron

caracterizados funcional y estructuralmente bajo la metodologia que a continuacién se detalla.

6.5.1. Sintesis de péptidos

Los péptidos sintéticos fueron manufacturados con el extremo C-terminal amidado por GenScript USA Inc
(New Jersey, USA) y entregados crudos. Para los ensayos de actividad, los péptidos fueron purificados por HPLC
de fase reversa utilizando una columna C4 (Vydac, Hysperia CA) analitica con un gradiente de 20 a 80% de B en
80 min (Solvente A: 0.12% de TFA en agua, solvente B: 0.10% TFA en Acetonitrilo). Los datos fueron registrados
a 230 nm. El peso molecular de los péptidos puros (>95% de pureza) fue confirmado por espectrometria de
masas utilizando un equipo Finnigan LCQDUO electrospray ionization ion trap mass spectrometer (San Jose, CA,

USA) (Tabla 1).
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6.5.2. Cepas bacterianas
Las cepas utilizadas en este estudio fueron: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC
6633, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhi ATCC 6399, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y

Streptococcus agalactiae la cual fue un aislado clinico.

6.5.3. Ensayos antibacterianos

Las curvas de inhibicién de crecimiento bacteriano y la determinacién de la concentracién minima
inhibitoria (MIC) fueron realizadas utilizando el método de micro-diluciéon en medio Mueller-Hinton liquido
siguiendo las recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, http://www.clsi.org). La
concentraciéon minima inhibitoria fue definida como la concentraciéon mas baja del péptido a la cual se inhibe el
100% de crecimiento bacteriano observado. Se prepararon viales con las siguientes concentraciones de cada uno
de los péptidos puros (VmCT1, VmCT2, VsCT1 y VsCT2): 2.5, 5, 10, 15, 20, 25 y 50 uM. Los viales fueron secados y
los péptidos resuspendidos en 5 ul de Acetonitrilo+H20 a una proporcién 1:1. A cada uno de los viales se les
adiciond una suspension de 195 ul de caldo Mueller-Hinton con una concentracion celular, de la cepa a analizar,
de 5.95x106 UFC /ml obteniendo un volumen final de 200 ul los cuales fueron adicionados a uno de los 96 pozos
de una placa de cultivo tipo ELISA. Los ensayos fueron realizados por triplicado y el monitoreo de la inhibicién
del crecimiento bacteriano fue realizado cada 4 hrs, durante 16 horas de incubacién, por absorbancia a 620 nm
en un lector de micro-placas (BIO-RED, Model 450). Como control positivo se utilizé s6lo la suspension de
bacterias correspondiente a cada una de las cepas y como control negativo se utiliz6 medio Mueller-Hinton

estéril.

6.5.4. Ensayos de hemolisis

La actividad hemolitica fue determinada incubando una suspensién de eritrocitos humanos, proveniente
de un individuo sano, con varias concentraciones de cada uno de los péptidos. Las células rojas fueron lavadas
centrifugando varias veces a 3,000 g durante 5min con PBS 1X pH 7.4. Los eritrocitos fueron contados en un
hemocitémetro y se ajustaron a una concentraciéon de 6x108 cel/ml. Los eritrocitos fueron entonces incubados a
37 °C durante una hora en Tritén X-100 al 10% (Control positivo), en PBS 1X pH 7.4 (Blanco) y con los péptidos
sintéticos en las concentraciones de: 1, 5, 12.5, 25 y 50 uM. Las muestras fueron centrifugadas a 10,000g durante
5 min, el sobrenadante fue utilizado para medir la absorbancia a 570 nm en un espectrofotémetro NanoDrop ND-
1000 V3.5.2 (9,12). La densidad 6ptica relativa comparada con la del control positivo (Triton X-100 al 10%)

define el porcentaje de hemolisis (9,12). Los ensayos fueron realizados por triplicado.

6.5.5. Dicroismo Circular (DC)

El espectro de Dicroismo Circular (DC) de los péptidos fue realizado con un Espectropolarimetro Jasco J-
710 (Jasco, Japan). El espectro fue medido en un rango de 260 a 190 nm en 60% de TFE (Trifluorohetanol), pH
7.1, a temperatura ambiente y utilizando una celda de 1 mm de longitud. Los datos fueron colectados a 0.1nm con
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una velocidad de “scan” de 20 nm/min. La concentracién de los péptidos fue de 80 nug/250 ul. Las mediciones

fueron hechas por triplicado.

7.0. RESULTADOS

Se lograron generar dos bibliotecas de ADNc correspondiente al ARNtotal presente en las glandulas
venenosas de los alacranes Vaejovis punctatus y Vaejovis subcristatus, ambas especies distribuidas en territorio
mexicano. El titulo de las bibliotecas no amplificadas fue de 1.3x105 para V.subcristatus y de 1.03x106 para V.
punctatus con una eficiencia del 95y 97% de clonas recombinantes respectivamente. La diversidad y abundancia
por tamafio de los RNAm puede ser observada en la Fig.10, en la cual los transcritos con un tamano de
aproximadamente 500 bp (0.5 Kb) son los mas abundantes en ambas especies. En el caso de V. punctatus se
observa una banda muy prominente entre 1.0 y 1.5 Kb. En general, se observa que los transcritos mas
abundantes (bajo las condiciones de trabajo aqui realizadas), se ubican en un tamafio que va de los 2.0 a los 0.5
Kb, rango en el cual pueden estar los transcritos correspondientes a los precursores de toxinas y péptidos
antimicrobianos.

Una vez clonadas las bibliotecas y calculado el titulo de cada una de ellas, se aislaron clonas al azar de las
cuales se realizaron PCR’s de colonia para verificar la presencia de los insertos (Fig.11) y el tamafo aproximado
de los mismos. Posteriormente se purificd el DNA plasmidico de 100 clonas, aisladas al azar de cada una de las

bibliotecas, para su secuenciacion.

Kb
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Vaejovis subcristatus Vaejovis punctatus

Fig. 10. Electroforesis de los productos de cDNA amplificados por PCR de V. subcristatus y V. punctatus.
1:Marcador de peso molecular: 1Kb, 5ul (New England). 2: cDNA doble cadena:5 pl de 100 pl.
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Fig. 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de los productos de PCR de colonia. Las fotografias de los
geles muestran la diversidad de tamanos de los insertos de las librerias de Vaejovis subcristatus y V.
punctatus. El tamafio del vector pDNR-LIB es de 4.2 Kb y el tamaiio del fragmento sin inserto que se amplifica
utilizando los oligonucleotidos T7 y M13 es de aproximadamente 455 bp (Ver Materiales y métodos). Por lo
tanto, fragmentos menores a 500 pb son descartados para secuenciar. Productos de PCR de colonia con
tamafios menores a los 400pb representan clonas recombinantes con insertos muy cortos de
aproximadamente entre 60 y 100 pb los cuales cuando son ligados al vector dan origen a productos de entre
275 y 315 pb. Esta ultima poblaciéon de productos es muy pequefia, alrededor del 3%, sin embargo esta
presente. Las flechas indican el marcador de peso molecular: 100 bp, 5ul (New England). En cada pozo se
cargaron 3 pl de una reaccién de PCR.

Las secuencias de ADNc obtenidas fueron analizadas con el programa ApE- A plasmid Editor v1.12, con
este mismo programa se obtuvieron las secuencias de aminoacidos correspondientes a las secuencias de ADNc.
Tanto las secuencias de ADNc como las de aminoacidos fueron sometidas a la base de datos del BLAST, utilizando
los algoritmos Blastn, Blastx y Blastp. El analisis comparativo de las secuencias indica que los transcritos aislados
de las bibliotecas de V.punctatus y V.subcristatus presentan similitud e identidad en su secuencia con
componentes aislados previamente de otras especies de alacranes Butidos y no Butidos. En base a la similitud
que presentan las secuencias obtenidas en este trabajo con estos péptidos previamente identificados y a la
funcién que presentan estos ultimos, hemos agrupado a las secuencias obtenidas en siete grupos:
Antimicrobianos, Toxinas, Péptidos aniénicos, Scorpine-like, Lal-Like, Procesos celulares y Funcién desconocida
(Fig.12). Los transcritos agrupados dentro de la categoria de procesos celulares representan el 14 y el 5% en la
glandula venenosa de V.subcristatus y V.punctatus, respectivamente. Este grupo contempla proteinas
ribosomales, estructurales y enzimaticas. Los transcritos correspondientes al grupo de toxinas representan el 5y
14% en la glandula venenosa de V.subcristatus y V.punctatus, respectivamente. En este grupo ubicamos a las
secuencias que presentan similitud con toxinas de Na*, K* y Ca?*. La categoria de los péptidos antimicrobianos
esta representada por 22 y 32% en la glandula venenosa de V.subcristatus y V.punctatus, respectivamente. En
este grupo encontramos secuencias que presentan similitud con integrantes de las subfamilias NDBP-3, NDBP-4

y NDBP-5. La categoria de péptidos con funcidn desconocida estid constituida, tanto por secuencias que no
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presentaron similitud alguna con secuencias previamente descritas, asi como por aquellas que presentaron
similitud con secuencias previamente descritas pero que su funcién no ha sido determinada; esta categoria
representa el mayor niimero de secuencias en ambas bibliotecas con el 44% de los transcritos para V.subcristatus
y de 37% para V.punctatus. El resto de las categorias (péptidos anidnicos, Scorpine-like y Lal-Like) representan
juntas el 15 y el 12% de los transcritos en la glandula venenosa de V.subcristatus y V.punctatus, respectivamente

(Fig.12).
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Fig.12. Proporcion relativa de las diferentes categorias de los transcritos obtenidos de las bibliotecas de V.subcristatus y
V.punctatus. En la parte superior se presenta en una grafica de pastel la proporcidn relativa de los transcritos de V.subcristatus y en
la parte inferior los transcritos de V.punctatus. Los transcritos fueron agrupados en siete categorias dependiendo su similitud con
secuencias previamente caracterizadas y depositadas en la base de datos. Los transcritos asignados en la categoria de péptidos sin
funcién conocida representan el mayor porcentaje en ambas biblotecas y representan aquellos transcritos para los cuales no se
encontrd similitud con alguna otra secuencia previamente reportada. En esta categoria también son agrupadas aquellas secuencias
que presentaron similitud con secuencias previamente descritas pero de las cuales se desconoce su funcién. Los valores
porcentuales para cada categoria y para cada biblioteca son: V.subcristatus: Antimicrobianos 22%, Toxinas 5%, Lal-like 6%,
Scorpine-like 6%, Péptidos Anidnicos 3%, Procesos celulares 14% y Funcién desconocida 44%. V. punctatus: Antimicrobianos 32%,
Toxinas 14%, Lal-like 3%, Scorpine-like 4%, Péptidos Anidnicos 5%, Procesos celulares 5% y Funcién desconocida 37%.
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Secuencias representativas obtenidas de ambas bibliotecas:

Péptidos homdlogos a La1

Lal es el péptido mas abundante del veneno del alacran Liocheles australasiae y aunque su funciéon no ha
sido definida [61], se han encontrado homdlogos de este péptido tanto en alacranes del viejo como del nuevo
mundo. Algunos de los alacranes que presentan en su veneno péptidos homélogos a Lal pertenecen a las familias
Ischnuridae, Euscorpiidae, Scorpionidae, Buthidae y ahora también Vaejovidae. Lal contiene 73 aa con una masa
molecular de 7781.6 Da. y ocho residuos de cisteinas [61]. En la figura 13, se presenta la secuencia nucleotidica
de tres transcritos (obtenidos en este trabajo) que codifican para precursores peptidicos homélogos a Lal. Tanto
Vpi-Lal como Vpz-Lal pertenecen a Vaejovis punctatus, mientras que Vsi-Lal pertenece a Vaejovis subcristatus.
En la figura 14, se comparan las secuencias de aminoacidos correspondientes a homologos del péptido Lal,
aislados de varias especies de alacranes, con los obtenidos en este trabajo. Aunque el porcentaje de identidad
entre los péptidos de Vaejovis y Lal es relativamente bajo (entre 32.5 y 27.3%) la ubicacidn de los residuos de
cisteinas estan conservados, incluyendo las dos cisteinas continuas.

Un dato interesante es el hecho de que a nivel de estructura primaria y por la posicién de los residuos de
Cys este tipo de péptidos también se encuentran en otros aracnidos diferentes de los alacranes como es el caso
de Ixodes scapularis y ademas también se encuentran en insectos como en el caso de Drosophila melanogaster lo
cual sugiere que tal vez los péptidos homologos a Lal poseen un origen ancestral comun [61].

En la figura 14A, se muestra el porcentaje de identidad entre Vpi-Lal y Vsi-Lal(86.2%) es mayor que el
que se presenta entre Vpi-Lal y Vpz-Lal (23.8%). Por otro lado Vpi-Lal y Vsi-Lal presentan mayor identidad
con el péptido Lal de Liocheles australasiae y su homdlogo aislado de Pandinus cavimanus [62]. Adicionalmente
Vp2-Lal presenta mayor identidad con OcyC11 de Opisthacanthus cayaporum y TXLP1 de Mesobuthus martensii
como se muestra en la figura 16B. Pese a que la funcién especifica de este péptido no ha sido determinada, Lal

puede ser considerado como un componente ubicuo del veneno de los alacranes.

Toxinas de Sodio (NaScTxs).

Como se mencioné en la seccién 2.2.1, las NaScTxs son polipéptidos de 58 a 76 residuos de aminoacidos
(6500-8500 Da) que presentan un nucleo estructural conservado con una topologia faf3f estabilizada por cuatro
puentes disulfuro. Dos de los puentes disulfuro se encuentran uniendo la regién a-hélice a una de las laminas -
plegadas y un tercer puente disulfuro une otra lamina 3 a un segmento extendido que precede la a-hélice. En
cuanto al cuarto puente disulfuro, este puede variar de posicidn e incluso puede estar ausente en algunos casos
como el de algunas p-toxinas no clasicas. Ejemplo de estas es la Birtoxina y sus homologos [17, 63, 64]. En este
trabajo presentamos las secuencias de 4 transcritos que codifican para péptidos que presentan cierta similitud en
su estructura primaria con homélogos de la Birtoxina y con péptidos activadores de lipdlisis (Fig.15 y 16). De
estos cuatro transcritos, dos han sido aislados de la biblioteca de Vaejovis punctatus y nombrados como VpNaTx1
y VpNaTx2, mientras que VsNaTx1 y VsNaTx2 fueron aislados de la biblioteca de V.subcristatus.
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Fig.13. Secuencia del cDNA y de aminoacidos correspondiente a los precursores peptidicos homélogos al péptido Lal.
Vsl-Lal corresponde a la secuencia obtenida de V.subcristatus y Vpl-Lal y Vp2-Lal fueron obtenidas de V.punctatus.
Los primeros aminoacidos subrayados corresponden a la secuencia del péptido sefial (24 aa de longitud para Vsl-Laly
Vp1l-Lal; y de 19 aa de longitud para Vp2-Lal). La secuencia del péptido maduro se presenta en negritas y los residuos
de Cys se muestran subrayados para las tres secuencias. Las tres secuencias de nucledtidos presentan en letras

Péptidos homodlogos a La1.

1 ATG RAAG CAT TTT TGC GTA GTT GTT CTT TTT GGT TGT TTA TCA TTA TGC ACT CTT TTC TCT
ATG AGG CAT TTG TGC ATC GTT GTT CTT TTT GGT TGT TTA TCA TTT TGC ACT CTT TTC TCT
1 ATG AAA GCA ACT TGC TCC ATT TTA ATA TTC TTG GTG GTG TTT TAC GCT GTA AAT GCA GCT

[y

1 M K H F C \ v A\ L F G C L S L C T L F S
1 M R H L C I v A L F G c L S F C T L F S
1 M K A T C S I L I F L v \' F Y A \Y N A A

61 TTT TCA AAA GGA GTT GCA GAG ATT TGC CAA GTG GGG AGC ATG TCA ATA AAT GTT GGA AGA
61 TTT TCA AAA GGA ATT GGA GAA ATT TGC CAA GTG GGG AGC ATG TCA ATA AAT GTT GGA AAC
61 ATG ATC CCG AAC GGA TTC TGC AGA ACA AGA ACA GGA GAA CTT TTA CGA GAT GGT CARA GAA

21 F S K G v A E I c Q \'4 G S M S I N v G R
21 F S K G I G E I c Q \' G S M S I N v G N
21 M I P N G F c R T R T G E L L R D G Q E

121 AAG AAG CAA GAT CCT AAA AAC TGC GTC CTT TAT GAA TGT CTT GAG CAA AAC AAT CGA ATA
121 AAG ATG AAG GAT CCT AAA AGC TGC GTC CTT TAT CAA TGT CTT GAG CAA AAC AAT CGA ATA
121 TGG AGG GAC CCC TAT CAT TGT TCT GTA TAT AAA TGT AGA ATA TAC GAA GGT GAA GCT GAA

41 K K Q D P K N c v L Y E c L E Q N N R I
41 K M K D P K S c v L b4 Q c L E Q N N R I
41 W R D P Y H c S v Y K c R I Y E G E A E

181 CTA CTC AGT AAA ATG AGT TGT TCT CCA CAA GTA CCA AAA CGT GGA TGC AGA AAT GTG CCT
181 TTG CTT AGT AAG ATG AGT TGT TCT CCG CAA GTA CCA AAA CGT GGA TGC AGA AAT GTG CCT

181 CTT GAT GGC ATG ACA TGC GCA GCA TTT GGT GTC CCA CCT AAT TGT AGA GAA GTT CCA GGT
61 L L S K M S c S P Q v P K R G c R N v P
61 L L S K M S c S P Q v P K R G c R N v P
61 L D G M T c A A F G v P P N c R E v P G

241 GGT CCA GTT GAT GCT CCA TTC CCT GAC TGC TGT CCC ACG TCT CTT TGC CGA GGA AAA CAA
241 GGT CCA GCT GAT GCT CCA TTC CCT GAC TGC TGT ACC ACG TCT CTT TGC CGA GGA AARA CAA
241 AGA GGA AGA CTT TAC CCA GAA TGC TGC CCC ACC ATA GTG TGC TAA GAAAAAAAATCACAGTCAACAA

81 ¢ P VvV D A P F P D ¢ € P T S L € R G K 0
81 ¢ P A D A P F P D ¢ € T T S L C R G K O
81 R 6 R L Y P E € ¢ P T I V C stop

301 TGG GAT GAT GAA TAA GGAATCCAAATGATATCCAAGCGATTTCCTGTGTTTTAAAATCTCCAACACACTATTCATTTTATTT
301 TGG GAT GAA AAT TAA GGAATCCAAATGATATCCAAGCAATTTCCTGTGTTTTAAAATCTCCAACACACTACTAATTTTATTT
TATAATGAAGGAAATTGGAAATGCTTGTTACATTTATTCTGAATTAAAATCCAGATATATGTAGTAACGTCTGAAATAAAATTATAAGGGGTAT

101 W D D E stop
101 W D E N stop

GAAATTTTTAAACAATTGTTATTTTAAAAGAAATAAAATATATTGT-polyA 3
GAAATTTTTAAACAATTGTTATTTTAAAAGAAATAAAATGTATTGCAAAAACTTTAATTTCATTATTTCTCGATACTATCTTCTACTGTGGTTT
TCCCATTATGATGCGG-polyA 3’

AGAAAAGTGTATANGTGGGATTACGCTAATATTAAAACTAATAG-polyA 3 !

subrayadas el probable sitio de poliadenilacidn.
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Péptidos homdlogos a La1.

A
%I
Vp1-Lat I I oIG SMSINIGN MlIP scII IIQNNIIIISIMSCSPQI II IN PGPA AP Plccnsl I Io - 80100 862  po b e
Vs1-Laf CQVG - SMSIENVGRKKQDP QNN SKMSCSPQVP PGPMDAPEPRCCPTSLC | - 80 862 100 e-value
Vp2-Lat AM.PNG.C RTRTG BBGMTCAARGMPPNCREVP - GRGREMPECCPTINC - - - - - - - - - -. 75 238 250
P.cavimanus AllSCQIG G PlGlTQQl | | lCTM|SN |SM|CAlQSlllGClllPAQATAPlP|CCPTTlClGlQﬂllPlTl 81 482 506 1e22 4e25
La ---IGISC.AG-. VPEcoaUTRQRDCALMKCVUNENKKEALETKRCATUNEKSGCKTVMPGGAGAARPSCCPMUTCK- - - - - - - - - - 73 325 312 2e10  3e-10

OcyC11 -NJIP -GTCRTHTGHEESGEEWKBPNHCSTHRCSIEDGEAEREGY TCAANHVPPHCRENS - AANEENPQCCPTUNICSBKSR- - - - - - 78 268 244 21 25

Consensus - - -PGEXCQVG -GMX | XVGQXWXDPKHCXLYXCLXXNNRXXLXXMXCAXQVXKRGCRNVPGXAXAPFPDCCPTXLCRGKQWD - - - - -

100%
Consenvaton _..nlnlu.ul...EIﬁIEI..n..lLaulu..niEI..wﬂllhh-_.
0%

B
2 40 60 80 0ol  PSI-BLAST
| | | |
Vp2-Lat AMEPNGECRTRT cEREREGEWRE PNiHC SVMIK c RINECEAERBoNTCAARGHPPNCRENP - cRGRENPECCPTINC - - - - - - - 75100 evalue

OcyC11 - NP -GTCRTHTGIMEESGEEWKBPNHC STHRC SIEDGEAELEGH TCAANHVPPHCRENS - AANEEMPQCCPTYCSDKSR - - - - -------------- 78 550 221
TKLPT weeveeeneenaeneenns HBPNSC SV CEVNSEGAMEIGKT CATVEMP SNCREEP - 6TG - E)PBCCNKVY C GEEEMYN P MEERS LR RWME SKR 76 296 Te-10
Lat - ---FGESCHAGRENVPEGQQVTDARDCALYKCYNEN TKRCATUNEKSGCKTMPGGAGAARPSCCPMUTCH - - - - - --- - eveeeeeeee 213 1ed5

Consensus = - IP-GXCRTXTGX | LXXGQEWXDPNHCSVYKCX | YXGEAELEGKTCAXVXVPXNCREVP -GAGXLYPXCCPTVVCX - vevvevnrmnnnnnnnnnnn

100%

Conservation
0%

Fig. 14. Alineamiento multiple de las secuencias correspondientes al péptido maduro de Vs1-Lal, Vpl-Lal y Vp2-Lal. En A se comparan Vsl-Lay Vpl-La con
Lal, Vp2-La y otros péptidos Lal-like. En B se muestra un alineamiento independiente para Vp2-Lal con otros péptidos Lal-like. En ambos alineamientos se
muestran los porcentajes de identidad global de las secuencias. También se muestran los valores de “E-value” obtenidos utilizando el algoritmo PSI-BLAST. En
la parte inferior de cada alineamiento se presenta una secuencia consenso y una grafica de porcentaje de conservacién de cada residuo. OcyC11 fue aislado
de Opisthacanthus cayaporum y TXLP1 de Mesobuthus martensii.
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Estos péptidos presentan un péptido sefial de 23 aa de longitud, a excepcién de VpNaTx1 que tiene 21
aa. Poseen un péptido maduro que va de los 57 alos 62 aa de longitud y presentan seis residuos de Cys, lo cual
sugiere que su estructura se encuentra estabilizada por tres puentes disulfuro.

La Birtoxina y sus homélogos representan un grupo de péptidos similares a las toxinas de Na+* tipicas,
con la excepcion de que estos péptidos sélo presentan tres puentes disulfuro en lugar de cuatro como es el
caso de la mayoria de las toxinas de Na+* [65]. La Birtoxina y sus péptidos analogos han sido agrupados y
considerados como un grupo hermano de las dos principales familias de toxinas de Na*, las alfa y las beta
toxinas. Actualmente existen mas de 25 secuencias descritas y que componen la familia de las
Birtoxinas[64]. La Birtoxin, Altitoxin, Bestoxin, Ikitoxin y Dortoxin son péptidos aislados del alacran
Parabuthus transvaalicus. Estos péptidos exhiben actividades farmacolégicas diversas, pero en general se les
ha considerado desde el punto de vista electrofisiolégico como p-toxinas de Na+ [63, 64]. La Dortoxin y
Altitoxin son toxinas letales en ratones a cantidades de 200ng cada una; tanto Bestoxin como Ikitoxin son
toxinas potentes pero no letales en ratones. En cuanto a la Birtoxin, es letal en ratones a bajas
concentraciones[63,64]. Parabuthus transvaalicus es un alacran del sur de Africa perteneciente a la familia
Buthidae, algunos autores han propuesto que el principal componente téxico presente en el veneno de este
alacran son los péptidos homoélogos a la Birtoxina y por lo tanto son también los principales causantes de los
efectos téxicos en mamiferos [63].

A excepcién de la phaiodotoxina, aislada del alacrdn mexicano Anuroctonus phaiodactylus (Familia
[uridae), todas las NaScTxs han sido aisladas de alacranes pertenecientes a la familia Buthidae [66]. Es muy
interesante el hecho de que péptidos, homologos a toxinas de canales de Na+ estén presentes en alacranes no
Buthidos, como los Vaejovis. Tanto las secuencias de VsNaTx1 y VsNaTx2, como la de VpNaTx1 y VpNaTx2
presentan también cierta similitud con las secuencias de la cadena o de péptidos activadores de lipdlisis
(LVP’s). Sin embargo, estos péptidos (LVP’s) presentan en su secuencia siete residuos de Cys, ya que este
séptimo residuo sirve para formar un enlace disulfuro intermolecular entre la cadena-a y la cadena-f del
péptido activador de lipdlisis [67]. Dado que VsNaTx1, VsNaTx2, VpNaTx1 y VpNaTx2 presentan soélo seis
residuos de Cys parece mas probable que estas secuencias representen péptidos homologos a la Birtoxin, por
supuesto que esto tendria que ser probado mediante la busqueda de estos péptidos en el veneno de los

Vaejovis y probar su actividad mediante electrofisiologia.
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Péptidos homoélogos a NaScTx.

ATG AAG TGT TTT ACC TTT CTC ACA GTT TGC CTG GCT GTC GTC CTT TTT GAA TTC ACT GAG 60
ATG AAG TGT TTT ACC TTT CTC ACA GTT TGC CTG GCT GTC GTC CTT TTT GAA TTC ACT GAG 60
ATG AAG TGT TAC GCC TTC CTC ACA TTT TGC TTA ATT GTC CTC TTT TTC GAA AGT TCT GAC 60
ATG AAG TGT TTT GCC TTT CTC ACA GTT TGC CTG GCT GTC GTC CTT TTT GAA TTT ACT GAG 60

M K C F T F L T \'4 C L A Vv Vv L F E F T E 20
M K C F T F L T \'4 C L A v Vv L F E F T E 20
M K C Y A F L T F C L I \'A L F F E S S D 20
M K C F A F L T \'4 C L A v Vv L F E F T E 20

GTG GAA GGA AAG AAG GAT GGA TAT CCA TTG GAT GCG AAT GGA AAG GTT TTC AAA TGC GTT 120
GTG GAA GGA AAG ATT TAT GGA TAT CCA TTG GAT GCG AAT GGA AAG GTT TTC AAA TGC GTT 120
GGG AAA AAG GAT GGC TAT CCT GTG GAT AAA TAT GGA AGG GTA AGC AAC TGC GTC GTG GGC 120
GTG GAA GGA AAG GAC GGA TAT CCA TTG GAT GCA AAT GGA AAT GTT TTC AGA TGC GTT CCA 120

\4 E G K K D G Y P L D A N G K \' F K c v 40
v E G K I Y G Y P L D A N G K \' F K c v 40
G K K D G Y P A" D K Y G R V S N c Vv v G 40
\4 E G K D G Y P L D A N G N \' F R C vV P 40

CCA GGG AAG TTA GAA GTT TGT AAA TCT GCC TGT AGT GAG CGT GGA TCT GAC CAA GTT TCC 180
CCA GGG AAG TTA GAA GTT TGT AAA TCT GCC TGT AGC GAG CGT GGA TCT GAC CAA GTT TCC 180
ATG TTA GGT GAC AAC ACA TTC TGC GAA TCG ATA TGT AGA AGC CGT GGT GGG AGT GGC TAT 180
GGG AAG TTA GAA GTT TGT AAA TCT GCT TGT AGT GAG CGT GGA TCT GAC CAA GTT TCC TGT 180

P G K L E v ¢ K s A C ] E R G s D Q v S 60
P G K L E v ¢ K s A C ] E R G s D Q \'4 s 60
M L G D N T F c E S I c R S R G G S G Y 60
G K L E v € K ] A C S E R G S D Q \' S c 60

TGC CTC GCA TTC ACT TGC TGG TGT GAC GGG ATG AAC GAT GAT GCC AAA ACA TGG AAA CAC 240
TGC CTC GCA TTC ACT TGC TGG TGT GAC GGG ATG AAC GAT GAT GCC AAA ACA TGG CAT ACA 240
TGC TAT GTA TTC GCT TGT TGG TGT GAT GGA ATG AAC GAT GAT GTC AAG ATA TGG AAA AAG 240
CTC GCA TTC ACT TGC TGG TGT GAC GGG ATG AAC GAT GAT GCC AAA ACA TGG AAA CAC AGC 240

c L A F T c w ¢ D G M N D D A K T w K H 80
c L A F T c wW ¢ D G M N D D A K T w H T 80
c Y v F A C W € D G M N D D A K I w K K 80
L A F T C W ¢C D G M N D D A K T w K H s 80

AGC TAA ATTGATATAGTCATTACTGGAATGATACGCACAAGGTTCTTATTGTCATAAGATAACATATTTTAAGCAAATAAAGTTTTACTG-POlyA 3'
CAG CTT AAA TTG ATA TAA TCATCACTGGGAAGGTTTCTTATTGNNCCTAAAATAAAATATTTTAAGCAATTTACTGCACACACT-POlyA 3
GGC TAA AATCAATATTATTTCCTTTACCAGAAAGACATGTGACCGATGTTTATGTTCGTAAATAAAGTTTTGCAAAGCAATT-POlyA 3

TAA ATTGATATAGTCATTACCGGAATGATACGCACAAGGTTCTTATTGTCATAAATAAAATATTTTAAGCAAATAAATTTTCATTGCACAT-POlyA 3

S stop

Q L K L I stop
G stop
stop

Fig.15. Secuencias nucleotidicas y de aminoacidos del precursor de probables toxinas de Na* aisladas
de V.punctatus y V.subcristatus. En letras subrayadas se indican los residuos del péptido sefial de cada una
de las cuatro secuencias. En negritas se indica el péptido maduro con los residuos de Cys resaltados por una
linea. La regiéon 3" no codificante se muestra en letras mas pequefias con respecto a la regién codificante,
también se muestra el probable sitio de reconocimiento para la poliadenilacién.
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20 40 60 80

| | | |
Birtoxin ADVPGNYPLDKDGNTYKCFLLGG--NEECLNVCKLH-GV-QYGYCYASKCWC-EYLEDDKD-SV-=-=-=---cecmecennnn. 58
Ikitoxin ADVPGNYPLDKDGNTYKCFLLGE - -NEECLNVCKLH-GV-QYGYCYASKCWC-EYLEDDKD-SV-=-=-=--ccecmomonnnn- 58
Dortoxin ADVPGNYPLDKDGNTYTCLKLGE - -NKDCQKVCKLH-GV-QYGYCYAFECWC-KEYLDDKD-SV--=-=--cccemnnnnnnn 58
Bestoxin ADVPGNYPLDKDGNTYTCLELGE - -NKDCQKVCKLH-GV-QYGYCYAFSCWC-KEYLDDKD-SV=-=-=-=---cc-emnnnnnnn 58
Altitoxin ADVPGNYPLDKDGNTYTCLELGE - -NKDCQKVCKLH-GV-QYGYCYAFFCWC-KE-LDDKDVSV -=--=----cceumnnnnn- 58
TXA1 ADVPGNYPLRPFRYRYGCAVPGD--SDYCVRVCRKH-GV-RYGYCWFFTCWC-EYL-EDKNIKI|-=------ecconconnnn- 58
TXA7 ADVPGNYPLDSSDDTYLCAPLGE--NPSCIQICRKH-GV-KYGYCYAFQCWC-EYF-GRKNVKS -------wcc-ucconnnn- 58
TXA8 ADVPGNYPLDSSDDTYLCAPLGE--NPFCIKICRKH-GV-KYGYCYAFQCWC-EYL-EDKNVKI| -=--=----ccoumonnnn- 58
TXA22 ADVPGNYPLDSSDDTYLCAPLGE--NPSCIQICRKH-GV-KYGYCYAFQCWC-EYL-EDKNVK | ---=----wcccumonnnn. 58
TXA25 ADVPGNYPLDRSGKKYPCTITWKK-NPSCIQICKKH-GV-KYGYCFDFQCWC-EIFGRLKTFKI| - =---cececennannnnn- 60
TXA26 ADVPGNYPLDSSDDTYLCAPLGE--NPSCIQICRKH-GV-KYGYCYAFQCWC-EYL-EDKNVKS--=-----ceceoneonannn- 58
AamBTX-L1 ADVPGNYPLDSSDNTYLCAPLGD--NPDCIKICQKH-GV-DYGYCYAFQCWC-EFL-KDENVKV -=-=-=--ccceceonannnn- 58
AamBTX-L2 ADVPGNYPVDSSGKRYFCEPLGE--SKFCVDLCRKH-GV-KYGYCYLFMCWC-EYL-EDKNVKI| -=---=---cwcueonennnnn- 58
AamBTX-L3 ADVPGNFPLKPSRYRYSCPVLGD--SEYCVHVCRKH-GV-QYGYCWLFMCWC-EYL-EDKDVKI| -=---=--=-cecconomnnn- 58
Acral-1 ADVPGNYPLDSSGNKYPCTVLGD--NQSCIDVCKKH-GV-KYGYCYSFKCWC-EFL-EDKNVS|--------c-cuocnon-- 58
Acral-2 ADVPGNYPLDSSGNKYPCTVLGD--NQSCIDVCKKH-GV-KYGYCYSFKCWC-EFL-EDKNVS|--------c-cuocnnn-- 58
Acral-3 ANVPGNYPLDSSGNKYPCTVLGD--NQSCIDVCKKH-GV-KYGYCYGFKCWC-EYL-KDKNVSL-=--=---ceceeennnnn. 58

LVP1a_MESMA DDDPGNYPTNAYGNKYYCTIL-GE-NEYCRKICKLH-GV-TYGYCYNSRCWC -EKLED-KDVT IWNAVKNHCTNTILYPNGK 76
LVP1a_BUTOS SDPPGNYPLNTYGNKYACTIL-GE-NDFCQKICKVH-GV-QYGYCFNSRCWC-EYLEE-KDVNIWDAVKRHCKNTILYPKGK 76

LVP1a_BUTOC HGISGNYPLNPYGGYYYCTIL-GE-NEYCKKICRIH-GV-RYGYCYDSACWC-ETLKD-EDVSVWNAVKKHCKNPYL- - - - - 71
VpNaTx2 - -KDG-YPLDANGNVFRCVPGKL---EVCKSACSER-GS-DQVSCLAFTCWCDGMNDDAKTWKHS - - = = = - - e v cvmmannn 57
VsNaTx1 -KKDG-YPLDANGKVFKCVPGKL---EVCKSACSER-GS-DQVSCLAFTCWCDGMNDDAKTWKHS - ------eccmcoannn 58
VsNaTx2 -KIYG-YPLDANGKVFKCVPGKL---EVCKSACSER-GS-DQVSCLAFTCWCDGMNDDAKTWHTQLKL I ---=--cceennn- 62
VpNaTx1 -KKDG-YPVDKYGRVSNCVVGMLGDNTFCESICRSR-GG-SGY-CYVFACWCDGMNDDVKIWKKG- - - - -------unn-- 60

Consensus ADVPGNYPLDSSGNTYLCTPLGE--NESCIKXCKKH-GV-KYGYCYAFQCWC-EYL-DDKNVK I ----=-cc-ucconennnnn.

100%
0%

Fig.16. Alineamiento multiple del péptido maduro de probables toxinas de Na+ de V.punctatus y V.subcristatus con
un grupo de péptidos conocidos como “Birtoxin-like” y péptidos activadores de lipdlisis (LVP1a). En color rojo se
resaltan los residuos conservados en todas las secuencias, notese el patron de Cys conservado en todas las secuencias
incluyendo el motivo “CWC”. VpNaTx1 y VpNaTx2 fueron aisladas de V.punctatus (obtenidas en este trabajo), VsNaTx1
y VsNaTx2 fueron obtenidas de V. subcristatus (obtenidas en este trabajo), Birtoxin, Altitoxin, Bestoxin, Ikitoxin y
Dortoxin son péptidos aislados del alacran Parabuthus transvaalicus. Acra I-1, I-2 y I-3 fueron obtenidos del alacrdn
Androctonus crassicauda [65]. Las secuencias nombradas como TXA fueron obtenidas de Androctonus australis.
LVP1la_MESMA se aisl6 de Mesobhutus martensii, LVP1lo_BUTOC se aisl6 de Buthus occitanus tunetanus y
LVP1a_BUTOS de Buthus occitanus israelis. Las secuencias aqui mostradas a excepcion de las de Vaejovis fueron
tomadas del alineamiento que se presenta en la referencia [64].

Toxinas de Potasio (KScTxs).

Las a-KTx son una familia de toxinas bloqueadoras de canales de K+. Estos péptidos estan presentes en
todos los alacranes estudiados hasta la fecha. Tienen una longitud de 22 a 48 aa y presentan una estructura
tridimensional conservada constituida por una a-hélice y dos o tres laminas 3-plegadas estabilizadas por 3 6 4
puentes disulfuro. De la biblioteca de ADNc de Vaejovis punctatus se logré aislar dos genes que, segun los
resultados del analisis de las secuencias de ADN y de los resultados obtenidos en la base de datos utilizando
PSI-BLAST, codifican para el precursor peptidico de dos diferentes a-KTx. En las figuras 17 y 18 se muestran
las secuencias nucleotidicas y de aminoacidos de los dos transcritos. Las dos probables toxinas presentan
similitud con miembros de la familia alfa de toxinas de K*. Sin embargo, estos dos péptidos denominados
como VpKTx1 y VpKTx2 son diferentes entre si. Una de las diferencias mas notables es el ntimero de residuos
de Cys que presenta cada uno de estos péptidos. VpKTx1, a diferencia de VpKTx2, presenta ocho residuos de
Cys mientras que VpKTx2 sdlo presentan seis, lo cual significa que la estructura terciaria de VpKTx2 estaria
estabilizada por tres puentes disulfuro y la de VpKTx1 lo estaria por cuatro puentes disulfuro. El resultado de

la busqueda con PSI-BLAST utilizando la secuencia de aminoacidos correspondiente a el péptido maduro, nos
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indica que VpKTx1 posee una mayor similitud con algunos miembros de la subfamilia 6 de las a-KTx. Como se
muestra en la figura 17B, VpKTx1 comparte entre el 50 y 64% de identidad con péptidos bloqueadores de
canales de K+ pertenecientes a la subfamilia a-KTx-6, siendo la Hemitoxina del alacran Irani Hemiscorpius
lepturus [68] con quien comparte una mayor identidad en su secuencia. VpKTx1 posee un péptidos sefial
compuesto de 26 aa y un péptido maduro conformado por 37 aa de longitud (Fig.17A). Algunos miembros de
la familia a-KTx-6 actian sobre la familia KV1.x de canales de K+, ademas la Maurotoxina y Pil también actdan
sobre canales de K* activados por Ca2+[69, 21].

VpKTx2, presenta un péptido maduro mas largo (43 aa) en comparaciéon con VpKTx1. En la figura 18A,
se puede observar que VpKTx2 presenta un péptido sefial de 18 aa de longitud. El péptido maduro presenta
similitud con toxinas de K+ pertenecientes a las subfamilias a-4, a-7 y a un miembro de la familia a-1
(Fig.18B). A pesar de que los porcentajes de identidad global que se presentan en el alineamiento son bajos

(de 37.5 a 44.2 %), el patron de Cys se conserva.

Calcinas

Las calcinas son toxinas presentes en baja proporcién en el veneno de alacranes Butidos y no Butidos.
Estas toxinas han mostrado actividad sobre receptores de rianodina los cuales son un tipo de canales de calcio
distribuidos tanto en musculo cardiaco como en musculo esquelético [35-38]. Estas toxinas ricas en residuos
de Arg y Lys poseen la capacidad de penetrar las células via interaccién con la membrana lipidica [38].
Estructuralmente estas toxinas presentan tres puentes disulfuro, la conectividad que presentan es
topolégicamente clasificada como un plegamiento del tipo “inhibitor cystine knot” el cual también es
presentado por un amplio numero de polipéptidos de diversas especies de animales [70]. En la figura 194, se
presenta la secuencia de ADNc y de aminoacidos de VpTx4 un precursor de una probable calcina presente en
la glandula venenosa de V.punctatus identificada en este trabajo.

La estructura del precursor de VpTx4 presenta un péptido sefial de 27 aa, un propéptido de 10 aa y el
péptido maduro de 33 aa. Esta conformacién del precursor estd presente en otros precursores
correspondientes a calcinas aisladas en otras especies de alacranes [36-38]. La secuencia del péptido maduro
correspondiente a VpTx4 fue sometido a la base de datos utilizando el algoritmo PSI-BLAST. El resultado fue
una considerable similitud con secuencias correspondientes a calcinas de alacran. Como se puede ver en la
figura 19B, VpTx4 presenta un 81.8% de identidad con la Maurocalcina de Scorpio maurus palmatus, 78.8%
con la Opicalcina-1 y 75.8% con la Opicalcina-2 ambas aisladas de Opistophthalmus carinatus, 69.7% con la
Imperatoxina-A de Pandinus imperator y 68.6% con la Hadrucalcina de Hadrurus gertschi (Familia
Caraboctonidae), este ultimo endémico de México[53]. Como se puede apreciar en el alineamiento, el péptido
maduro correspondiente a VpTx4 presenta el patréon de cisteinas caracteristico de las calcinas de alacranes, el

cual es CXsCX5CCX3CX10C, en donde X puede ser cualquier aminodacido.
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1 ATG GGT ACA
A 1 M G T

VpKTx1: a-KTx de Vaejovis punctatus

AAA TTC GTC TTC ATC ATA CTC TTG GCC ACC ACT GTG ATA TTA ACG TTT GGT 60
K F \% F I I L L A T T \Y I L T F G 20

61 GCA TTG ACA
21 A L T

GTT GAA GGA GGG AAG AAA TGC AGT GGA TCT AAA GAA TGT TAT GAT TAT TGT 120
vV E G 6 K K €& s 6 s K E €& Y D Y ¢ 40

121 TAT AAG ACA
41 ¥ K T

181 TGT GGT GGA
61 C G G

ACT AAA TGT CCT CGT GCA AAA TGC ATA AAC AGG ATG TGT AAA TGT TAC GGT 180
T K ¢ P R A K € I N R M € K C Y G 60

TAA TACGTTTTTAATTCTTTCCATTGATATGAACCATTTCATCTGAAATTATGTAACGAATAAAAG
stop

CTATTCTCTCAAT-polyA 3’

B VpKTx1
a-6.15/Hemitoxin
a-6.2/Maurotoxina
a-6.13/Spinoxin

a-6.1/Pi1

a-6.4/Pi4

a-6.9/0cKTx4
a-6.10/0OcKTx5

Consensus

Conservation

20 0p]  PSI-BLAST
| e-value

- -GKKCSGSKECYDYCYKTTKCPRAKCINRMCKCYGCGG 37 100

---1KCTLSKDCYSPCKKETGCPRAKCINRNCKCYGCS - 35 649 5e-07
---VSCTGSKDCYAPCRKQTGCPNAKCINKSCKCYGC - - 34 595 3e-06
---1RCSGSRDCYSPCMKQTGCPNAKCINKSCKCYGC - - 34 595 6e-07
--LVKCRGTSDCGRPCQQQTGCPNSKCINRMCKCYGC - - 35 541 3e-05
IEAIRCGGSRDCYRPCQKRTGCPNAKCINKTCKCYGCS - 38 538 5e-06
AE|l IRCSGTRECYAPCQKLTGCLNAKCMNKACKCYGCV - 38 513 3e-05
-EVIRCSGSKQCYGPCKQQTGCTNSKCMNKVCKCYGC - - 36 500 1e-05

---1IRCSGSKDCYXPCQKQTGCPNAKCINKXCKCYGC - -

100%
i J.Ill]lllllll.lllllllil“l“ililllll“:

Fig.17. Secuencia de VpKTX1 (Toxina 1 de potasio aislada de V. punctatus). A. Secuencia de nucleétidos y de aminoacidos del precursor de VpKTX1. El péptido sefial se
presenta en cédigo de una sola letra y se encuentra subrayado. Las letras en negritas representan el péptido maduro, los residuos de Cys también estan subrayadas para
una mejor identificacion. El sitio de poliadenilacién (AATAAAA) se muestra subrayado en el extremo 3’ no traducido. En B, se presenta el alineamiento multiple entre
VpKTX1 y toxinas de potasio pertenecientes a la familia aKTx6. En el lado derecho del alineamiento se presentan los valores de “E-value” obtenidos mediante PSI-BLAST y
el porcentaje de identidad global obtenido con LALIGN v. 2.1.30. Los residuos diferentes en el alineamiento son presentados con fondo gris. El péptido Hemitoxin fue
obtenido de Hemiscorpius lepturus [68], Maurotoxin de Scorpio maurus [69], Spinoxin de Heterometrus spinifer, Pi 1 y 4 de Pandinus imperator [87,88] y OcKTx 4y 5 de

Opistophthalmus carinatus [89].
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VpKTx2: a-KTx de Vaejovis punctatus

l\ 1 ATG AGC ATA AAA TTT TTC ATC CTT ATG CTT ATG GTC AGC TCT GTT ATA TTG ACA TTT GAT 60
1 M S I K F F I L M L M \Y S S \ I L T F D 20

61 GTA ATG ACT GCT GGA GGA GGA AAA TCT TGC ACT GGA AGT CAC CAA TGT TTG CCA TAT TGT 120
206 V. M T A G G G K S ¢ T 66 S H Q@ ¢ L P Y C 40

121 GCA GAG AAG ACT GGA TAT AGT AGT GGA AAA TGT ATA AAC GGA AGA TGC AAA TGC TAT GGA 180
41 A E K T G Y S S G K C I N G R [ K C Y G 60

181 GGT TAA TACTGCTGTTATGTTAACTGTTTACAATGATGTGAAATCTTTTTGACTGGAATGGTGTAATAATAAAAATACAAGATTTCACTTTC
61 G stop

TCTAAACATGGACGTTAAACTATTTTTGATCCTTGC-POlyA 3 !

PSI

2|° 4|° %l grast

VpKTx2 FDVMTAGGGKSCTGSHQCLPYCAEKTGYSSGKCINGRCKCYGG 43 100 evalue

B a-KTx4.3/TdK1 - -VFIN- - -VKCTGSKQCLPACKAAVGKAAGKCMNGKCKCYT - 37 442 3e-05
a-KTx4.1/TsTX - -VFIN- - -AKCRGSPECLPKCKEAI|IGKAAGKCMNGKCKCYP - 37 419 1e-04
a-KTX7.1/Pi2 = = = = = T---1SCTNPKQCYPHCKKETGYPNAKCMNRKCKCFGR 35 395 6e-05

a-KTx7.2/Pi3 - - = - - T---1SCTNEKQCYPHCKKETGYPNAKCMNRKCKCFGR 35 395 8e-05

a-KTx1.5/BmTX1 - -QFTD- - -VKCTGSKQCWPVCKQMFGKPNGKCMNGKCRCYS - 37 395 3e-04
o-KTx4.4/Tc30 - -VFIN- - -VKCRGSKECLPACKAAVGKAAGKCMNGKCKCYP - 37 39.5 5e-04
o-KTx4.5 - -VFIN---VKCRGSPECLPKCKEA|IGKSAGKCMNGKCKCYP - 37 395 3e-05
o-KTx4.6/Tst26 - -VFIN- - -AKCRGSPECLPKCKQA I GKAAGKCMNGKCKCYP - 37 375 4e-04

Consensus - -VFIN- - -VKCTGSKQCLPKCKEAXGKAAGKCMNGKCKCYP -
100%
0%

Fig.18. Secuencia de VpKTx2 (Toxina 2 de potasio aislada de V. punctatus). A. Secuencia de nucleétidos y de aminoacidos del precursor de VpKTX2. El péptido sefial
se presenta en cédigo de una sola letra y se encuentra subrayado. Las letras en negritas representan el péptido maduro, los residuos de Cys también estan
subrayadas para una mejor identificacion. El sitio de poliadenilacion (AATAAAAA) se muestra subrayado en el extremo 3" no traducido. En B, se presenta el
alineamiento multiple entre VpKTX2 y toxinas de potasio pertenecientes a la familia aKTx4, akKTx7 y aKTx1. En el lado derecho del alineamiento se presentan los
valores de “E-value” obtenidos mediante PSI-BLAST y el porcentaje de identidad global obtenido con LALIGN v. 2.1.30. Los residuos diferentes en el alineamiento son
presentados con fondo gris. El péptido TdK1 fue obtenido de Tityus discrepans [90], TsTX de Tityus serrulatus [91], Tst26 de Tityus stigmurus [92], Pi2 y Pi3 de
Pandinus imperator [93], BmTX1 de Mesobuthus martensii [94], Tc30 de Tityus cambridgei [571 v a-KTx 4.5 de Tityus costatus [73].
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Fig.19. VpTx4/Calcina. A) Secuencia nucleotidica y de aminoacidos del precursor de VpTx4. El péptido sefial de 27 aa se muestra en letras cursivas, seguido por el
propéptido de 10 aa los cuales se presentan subrayados y el péptido maduro de 33 aa presentado en letras negritas. Los residuos de Cys se presentan subrayados para
una mas facil identificacion. También se presenta el sitio probable de poliadenilacién indicado por letras subrayadas (AAAATTAAA). B) Alineamiento multiple de la
region del péptido maduro de VpTx4 con toxinas de Ca”" aisladas del veneno de alacranes. En el lado derecho del alineamiento se presentan los valores de “E-value”
obtenidos mediante PSI-BLAST y el porcentaje de identidad global obtenido con LALIGN v. 2.1.30. Los residuos diferentes en el alineamiento son presentados con
fondo gris. El péptido Maurocalcina fue obtenido de Scorpio maurus, Opicalcina-1y Opicalcina-2 de Opistophthalmus carinatus, Imperatoxin-A de Pandinus imperatory

VpTx4/CALCINA

ATG AAA CAA AAT ACA ATG ACC ATT ATG TTT ATT GTT TTC TTT ATC ACA TTT GCT TCA TTG
M K Q N T M T I M F I %4 F F I T F A S L

GCC ATC TAT GGT GCA GAA GCA AGT GAA GAA GCC AAC TTT TTG GAG AGA AGG GCA GAC TGC
A I Y G A E A S E E A N F L E R R A D Cc

TTA CCA CAT CTT AAA CTC TGT AAA AAG AAC AAG GAT TGT TGC AGC AAG GAA TGT TCG AGA
L P H L K L ¢ K K N K D ¢ € s K E ¢ s R

AGA GGA ACA AAT CCT GAG CAG AGA TGC AGA TAA AAAGATAATGGCTACTGAAATGGCAAAGATGTAACTCCAATCC
R G T N P E o R c R STOP

TAAAGCTTTAAACGACAACCACACTGAATACTCTGTATTGAGTTATTCCATTCTTTTCTTCTTCTTGTACTTTTGCATATTGTACTTAATACGTAAAA
TTAAAGATATGTTCTATCAGTG-pOolyA 3’

20 %1 PSI-BLAST

|
VpTx4/Calcina - -ADCLPHLKLCKKNKDCCSKECSRRGTNPEQRCR 33 100

Maurocalcina - -GDCLPHLKLCKENKDCCSKKCKRRGTNIEKRCR 33 818 4e-10
Opicalcina-1 - -GDCLPHLKRCKENNDCCSKKCKRRGTNPEKRCR 33 788 3e-10
Opicalcina-2 - -GDCLPHLKRCKENNDCCSKKCKRRGANPEKRCR 33 75.8 1e-09
Imperatoxin-A - -GDCLPHLKRCKADNDCCGKKCKRRGTNAEKRCR 33 69.7 2e-07
Hadrucalcina SEKDC I KHLQRCRENKDCCSKKCSRRGTNPEKRCR 35 68.6 4e-09

Consensus - -GDCLPHLKRCKENXDCCSKKCKRRGTNPEKRCR

100%
Conservation “IIIIII”II]IIIII].III“MW”
0%

e-value

la Hadrucalcina de Hadrurus gertschi.
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Escorpinas

Este péptido es sumamente interesante por su multifuncionalidad desde el punto de vista
farmacoldgico. Estudios realizados en el laboratorio del Dr. Lourival D. Possani han demostrado que la
Escorpina, péptido aislado del veneno del alacran Pandinus imperator (Familia Scorpionidae), puede ser
utilizado como un anti-malarico ya que inhibe el desarrollo biol6gico de Plasmodium berghei en su estadio de
gameto y oocineto [71]. También posee actividad antibacteriana, antiviral y puede funcionar como bloqueador
de canales de K+ [71,72]. La escorpina posee 75 aa de longitud con 6 residuos de Cys que a su vez conforman
tres puentes disulfuro, ademas presenta un péptido sefial de 19 aa de longitud. Varios péptidos homélogos a la
Escorpina, denominados en grupo como Scorpine-like, han sido aislados tanto de alacranes Butidos y no
Butidos. En la figura 20A presentamos dos secuencias de ADN que codifican para péptidos homélogos de la
familia de las escorpinas, Vp-Scpl y Vs-Scpl. El péptido Vp-Scpl fue obtenido de la biblioteca de Vaejovis
punctatus, éste presenta un péptido sefial de 19 aa de longitud y un péptido maduro de 78 aa de longitud. El
péptido maduro de Vp-Scpl, presenta desde un 41.8% hasta un 61.5% de identidad con miembros de la familia
de las escorpinas (Fig.20B). Con la Escorpina de Pandinus imperator comparte un 48.7% de identidad, mientras
que con la Scorpine-like 1 de Hadrurus gertschi comparte un 61.5% (Fig.20B). Vs-Scpl, aislada de Vaejovis
subcristatus, presenta una secuencia similar a Vp-Scpl pero incompleta en la regiéon N-terminal. Como se puede
ver en la figura 204, Vs-Scpl carece del péptido sefial y de los primeros 19 residuos de aa del péptido maduro.
Sin embargo, Vs-Scpl presenta una secuencia muy parecida a Vp-Scpl ya que sélo difieren en un aminoacido en
la posicién 73 (Fig.20A). La Escorpina es un péptido con una secuencia tnica, ya que su regiéon N-terminal
presenta cierta similitud con péptidos de la familia de las cecropinas (péptidos antimicrobianos con estructuras
alfa hélice) y en su extremo C-terminal presenta una regidn rica en residuos de Cys la cual es similar a la que

presentan algunas toxinas de K+ y defensinas de insectos [71,72].

Péptidos Anidnicos

Los péptidos anidnicos han sido aislados de Mesobuthus martensii y Tityus costatus, dos especies de
alacranes de la familia Buthidae [15,73] . Estos péptidos contienen un alto contenido de residuos acidos (acido
aspartico y acido glutdmico). BmKal y BmKa2 fueron los primeros péptidos anidnicos reportados y aislados de
la glandula venenosa de Mesobuthus martensii [15]. Estos péptidos presentan precursores constituidos por un
péptido sefial que va de 19 a 24 aa de longitud. BmKal presenta un péptido maduro de una longitud de 38 aa
con un porcentaje de 39% de aminoacidos acidos en su secuencia (Asp+Glu), mientras que BmKa2 presenta un
péptido maduro de 50 aa de longitud con 36% de residuos acidos (Asp+Glu). BmKal y BmKa2 presentan
puntos isoeléctricos (IP) de 3.39 y 2.69, respectivamente. Estos puntos isoeléctricos son los mas bajos entre los

péptidos identificados hasta ahora en el veneno de alacranes.
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A Péptidos homologos a la Escorpina

Vp-Scpl 1 ATG AAC GCT AAA ATA ACT GTC CTA TTT TTT CTG GTA GCC ATT ACA ATT GCT TCT TGT GCC 60

VS=SCpl 1 === === —mm mmm mmm mmm ol Moo mmm mmm m Ml mmm mmm el el mem —em o = 60

Vp-Scpl 1 M N A K I T v L F F L v A I T I A S c A 20
Vs-Scpl 1 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 20

Vp-Scpl 61 TGG ATA AGC GAG AAA AAA ATA CAA GAT GCC ATC GAT AAG AAA TTG CCA AAC GGA ATG GTG 120
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Vp-Scpl 121 AAG AAC GCA ATC AAA GCC GTA GTG CAC AAA GCT GCC AAA AAT AAG CAT GGC TGT CTA GCT 180
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Vp-Scpl 181 GAT TTT GAT GTA GGA GGT GGA TGC GAA CAG CAC TGC AGA AAA ACT GAA GAT AAG GAA GGA 240
Vs=Scpl 181 GAT TTT GAT GTA GGA GGT GGA TGC GAA CAG CAC TGC AAA AAA ACT GAA GAT AAG GAA GGA 240
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Vp-Scpl 241 GTC TGC CAC GGA ACC AAG TGC AAA TGC GGT ATT CCC CGT GCA TAT AAA AAA TAA ATC ACT 300
Vs=Scpl 241 GTC TGC CAC GGA ACC AAG TGC AAA TGC GGT ATT CCC CGT GCA TAT AAA AAA TAA ATC ACT 300

Vp-Scpl 81 VvV ¢C c c G I P R A b4 K K stop
Vs-Scpl 81 V c H G T K c K c G I P R A ¥ K K stop

Vs=Scpl 301 GATTAATATTAATAGTGATTACATATGATATTTCTCTTCAAAATTGTGTTTAAAATACTAAAATTTATTAGACACACARATTGAATTCTGTGTACTAT
AGATAAAATAAAACGTATTTAAAATATTG-polyA 3’

Vp-Scpl 301 GATTAATATTAATAGTGATTTATTATAARATTATATTTCTCTTCAARATTGTGTTTAAAACACTAARATTTAATAGACACACAAATTGAATTCTGTGT
ACTATAGATAAAATAAAACGTATTTAARATT-polyA 3'

B

2 ) 80
| I ] %l e-value
Vpu/Scpl -AWISEKKIQDAIDKKLPNGMVKNA | KAVVHKAAKNKHGCLADFDVGGGCEQHCRKTEDKEGVCHGTKCKCG I PRAYKK 78 100

HgeScplt -G.M....V.GIL..... E.IIR..A..I...M...QF. .F.NV. . K.D.KR..-.A..... oo V.IS.L-76 615 229
Heteroscorpinel -G..N.E...KK..E.IG.NILGGMA. ... .. L..GEFQ.V.NI.TM.N..T..Q..SGEK.F......... K.LS.--76 513 221
Scorpine -G. .N.E...KK..ERMG.TVLGGMA..Il...M.. . EFQ.M.NM.ML.N. .K..Q-.SGEK.Y......... T.LS.--75 487 220
Opiscorpine2 -K.LN..S..NK..E.IGKNFLGGMA. ... .. L...EFM.M.NM.PT.S..T..Q.ASGEK.Y......... V.LS.--T76 487 22
Opiscorpinel -K.FN..S..NK..E.IGKNFLGGMA. ... .. L...EFM.V.NV.MTKS.DT..Q.ASGEK.Y......... V.LS.--76 462 1e-19
Opiscorpine3 -K.LN..S..NK..E.IGKNFLGGMA. ... .. L...EFM.V.NV.MTKS.DT..Q.ASGEK.Y......... V.LS.--76 462 620
Opiscorpine4 -K.LN..S..NK..E.IGKNFLGGMA. ... .. L...EFM.V.NI .MTKS.DT..Q.ASGEK.Y......... V.LS.--76 462 4e-20
HgeScpl2 Y.HKAIDVLTPM.GVPVVSKI . N. . A.QL...I...QQL.MFNK..A.W. . KS.QQSAHQK.Y........... LN..- 78 418 6e-15

Consensus - KWXNEKX 1QNKIDEK I GKNFLGGMAKAVVHKLAKNEFMCVANVDMTGSCETHCQKASGEKGYCHGTKCKCGVPLSY - -

100%.

el MR el o o

Fig.20. Secuencia del cDNA de dos probables homoélogos de la Escorpina de Pandinus imperator y su
secuencia de aminoacidos deducida a partir de la secuencia de nucleétidos. A. Vp-Scpl fue obtenida de
la biblioteca de V.punctatus, codifica para un precursor de 97 aa, el cual esta conformado por un péptido sefal
de 19 aa (posicién 1-19, subrayado) y un péptido maduro de 78 aa (posicién 20-97, mostrado en negritas).
Vs-Scpl fue obtenida de V.subcristatus, esta es muy parecida a Vp-Sclp sin embargo, Vs-Sclp estd incompleta
en su region N-terminal. En la posicién 73 se encuentra resaltado en fondo gris el dnico residuo de
aminodcido diferente entre Vp-Scpl y Vs-Scpl. En ambas secuencias se muestra subrayado el probable sitio de
poliadenilaciéon (AAAATAAAA). En B se muestra un alineamiento multiple entre Vp-Scpl, la Escorpina y un
grupo de péptidos considerados como scorpine-like (HgeScpl 1 y 2 de Hadrurus gertschi, Heteroscorpine 1 de
Heterometrus laoticus, Opiscorpine 1-4 de Opistophthalmus carinatusy Scorpine de Pandinus imperator). En el
lado derecho del alineamiento se presentan los porcentajes de identidad global obtenidos con LALIGN v.
2.1.30 y los “E-value” obtenidos usando PSI-BLAST.
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Algunos autores proponen la hipotesis de que estos péptidos podrian funcionar como amortiguadores
del pH del veneno liquido [74] ya que la mayoria de los péptidos presentes en el veneno de los alacranes son de
caracter basico.

A pesar de que los péptidos anidnicos pueden presentar secuencias diferentes, sus contenidos de
aminoacidos Aacidos y valores de PI son muy parecidos. Otros autores proponen que estos péptidos tal vez
podrian tener actividad antimicrobiana, sin embargo su funcidn en el veneno del alacran, asi como su probable
actividad farmacoldgica, atin no ha sido comprobada.

La figura 21 presenta la secuencia de nucledtidos y de aminoacidos correspondiente al precursor
anidnico aislado de V.punctatus. Este precursor presenta un péptido sefial de 24 aa y un péptido maduro rico en

Glu y Asp de 51 aa de longitud.

PEPTIDO ANIONICO
A

1 ATG GTA TCA AAG ACA CTA ATT TTC CTG ATG GTA GTG GCT CTG TTA GCA ACC ACC TTT ACC 60
1 M v S K T L I F L M v \ A L L A T T F T 20

61 TCA TCT TAT GGT TTT CCA GCT CAA AGT ATG GAC GAT GAT GAT GAC TCG TTT GAT GAC TTG 120
21 s S Y G F P A Q S M D D D D D S F D D L 40

121 TTT GAT GAC TAT GAC GAT GCC GAT GAT GAT TCC TTT GAT CTA GAC CTT GAT CCT GCT GAC 180
41 F D D Y D D A D D D S F D L D L D P A D 60

181 CTA GCA ATG CTG GAC ATG TTT GCA AAT TTA TTT GAC AGT GAC AGC TAG AAAATAATCACTTGACAT
61 L A M L D M F A N L F D S D S STOP

TATATACGTGTTACCCATTGTATTTATTGAAATTATTGCAAACCTAGATTCTTCGTTTTTGTAACCAAAACATTAGATGCTTTTCTTGATTTTCAC
AGGTTTCAACGAAAATGTAACTAATTGATTTTCAGAGCTAAAAACTGCTATACTTTTGTATTTATAGTGAGACTGAAAAAAGTAAAAACTGTATTT
TATAGTCCCAAAAGTTATGCAATAAATTCAATGTTCACT

B

Vaejovis puncatus - - - -[IPAQSMB-B B 51

Scorpiops jendeki - - - —lPAlAlNM E - 57

Tityus discrepans - - - -§MPA - SIEB 51

Tityus costatus ----MPA-S I---- QI 50

BmKa2 ----MPA-SM ---- MWA SS 50

Pandinus cavimanus ASNGMPAQAS A|| -EEB A|A 56
Consensus ----YPA-SXD-DDXD-F- -XXDDLDD- - LDLDD ----- XLDLXPADLXLLDMWANMLDS DFED-- E

100%
Conservation
0%

Fig.21. Péptido Anidnico. A) Secuencia nucleotidica y de aminoacidos del precursor de un péptido anidnico aislado
de la biblioteca de V.punctatus. El péptido sefial de 24 aa se muestra en letras subrayadas, seguido por el péptido
maduro de 51 aa presentado en letras negritas. También se presenta el sitio probable de poliadenilacion indicado
por letras subrayadas (AAAATTAAA). B) Alineamiento multiple de la regién madura del péptido anidnico de
V.punctatus con otros péptidos de caracteristicas semejantes aislados del veneno de otras especies de alacranes,
tales como Tityus discrepans, Tityus costatus, Pandinus cavimanus, Mesobuthus martensii (BmKa2) y Scorpiops
jendeki.
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Péptidos Antimicrobianos (NDBP-3)

La subfamilia NDBP-3 (non-disulfide-bridged peptides), estd constituida por péptidos tales como la
Hadrurina, Parabutoporina 1 y 2, Pandinina 1 y Opistoporinas [14]. Estos péptidos presentan actividad
antimicrobiana y hemolitica, algunos miembros de esta familia también poseen actividad potenciadora de
Bradicinina [14].

Uno de los antecedentes mas importantes para nosotros fue la reciente caracterizaciéon del péptido
Vejovina aislado del alacran Vaejovis mexicanus [75]. La Vejovina posee la capacidad de inhibir el crecimiento de
cepas Gram-negativas multiresistentes aisladas clinicamente (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Enterobacter cloacae y Acinetobacter baumanii) con concentraciones de 4.4 uM a 50 uM [75]. Los
precursores peptidicos de subfamilia NDBP-3 estdn constituidos por tres regiones: 1) El péptido sefial el cual
posee 22 aa de longitud, 2) el péptido maduro que va de 39 a 50 aa de longitud, esta region del precursor es rica
en residuos de Lys y Arg. Ademas, se ha propuesto que el péptido maduro presenta el siguiente consenso:
S(X)3:KXWXS(X)sL, en donde X representa cualquiera de los 20 aminodacidos; y 3) un propéptido de entre 16 y 17
aa de longitud [14,75].

De la biblioteca de V.punctatus se aislaron dos moléculas de ADNc que codifican para precursores de
péptidos pertenecientes a la subfamilia NDBP-3, los cuales fueron nombrados como Vp1/NDBP-3 y Vp2/NDBP-3.
En la figura 22 se muestra la secuencia de ADNc y su correspondiente secuencia de aminoacidos del precursor de
Vp1/NDBP-3 y Vp2/NDBP-3. Ambos precursores presentan un péptido sefial de 22 aa de longitud que flanquea
el extremo N-terminal del péptido maduro, el cual estd constituido por 47 aa en el caso de Vp1/NDBP-3 y 39 aa
en el caso de Vp2/NDBP-3. El extremo C-terminal del péptido maduro esta flanqueado por un propéptido de 13
aa para Vp1/NDBP-3 y de 16 aa para el caso de Vp2/NDBP-3. A pesar de que ambos péptidos maduros presentan
caraceristicas en su secuencia que nos hace ubicarlos dentro de la familia NDBP-3, s6lo Vp2/NDBP-3 presenta la
region consenso antes mencionada (S(X)3:KXWXS(X)sL). Sin embargo, Vp1/NDBP-3 también conserva cierta
porcidn de este consenso (KXWXS(X)sL) y su porcentaje de identidad global con otros péptidos antimicrobianos
perteneciente a esta familia es mayor que el que presenta Vp2/NDBP-3 (Fig.22B). Cabe mencionar que el
porcentaje de identidad entre la region del péptido maduro de Vp1/NDBP-3 y Vp2/NDBP-3 es de apenas 40.4%.
Este mismo porcentaje es compartido entre Vp2/NDBP-3 y la Vejovina; mientras que entre Vp1/NDBP-3 y la
Vejovina hay 89.4% de identidad. Ambos péptidos maduros presentan una longitud de 47 aa de los cuales s6lo
hay 5 cambios entre las dos secuencias y de ellos, un cambio es entre residuos con caracteristicas fisicoquimicas
semejantes (Ser5Thr) (Fig.22B).

En base al resultado del alineamiento realizado en Clustal W (Fig.22C y 22B), de secuencias
pertenecientes a la subfamilia NDBP-3, nosotros proponemos que al incorporar nuevas secuencias tales como
Con13 de Opisthacanthus cayaporum [52], Vejovina [75] y Vp1/NDBP-3, podemos proponer un nuevo consenso
en el péptido maduro el cual seria: GX(s.6)KXsgSX5LX(7.11)VX2K(1/1)GX(1/5)P, donde X puede ser cualquiera de los 20
diferentes aminoacidos cominmente presentes en las proteinas (Fig.22C). Notese que este alineamiento excluye

los péptidos BmKbpp y Parabutoporin. Ademas, Vp2/NDBP-3 presenta una secuencia Unica al ser mas corta que
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el resto de las demas secuencias presentadas en el alineamiento de la figura 22B.

Antimicrobianos (NDBP-3)
A

Vpl/NDBP-3 1 ATG AAT GCA AAA ACC ATC TTC GCT ATT TTC TTG ATT GGG ATG CTC GTG ACT GAA CAA GCA 60
Vp2/NDBP-3 1 ATG AAC GGA AAA GCA CTC CTC GTT GTT TTC TTG GTT ACC ATG CTT GTA ATG GAG CCT ACT 60

Vpl/NDBP-3 1 M N A K T I F A I F L I G M L v T E Q A 20
Vp2/NDBP-3 1 M N G K A L L v v F L v T M L v M E P T 20

Vpl/NDBP-3 61 GAA GCA GGA ATC TGG GGT ACA ATT AAG AAA TAT GCT TCA ARA GCA TGG AAT TCC GAC ATA 120
Vp2/NDBP-3 61 GAA GCA GGA CTT TTC TCA TGG GTC AAG AAA GCA TGG AAC TCA GGT GTA GGC ARAA TCA CTA 120

Vpl/NDBP-3 21 E A G I w G T I K K Y A S K A w N S D I 40
Vp2/NDBP-3 21 E A G L F s W v K K A w N S G v G K S L 40

Vpl/NDBP-3 121 GGC AAA TCT CTA AGA AAC AAG GCA GCT GGT GCT ATC AAC ARA TTT GTG GCA GAT AARA ATA 180
Vp2/NDBP-3 121 AGA ARA CAG GCT GTC ARA GTA GCG ARA AAT TAC GTA GCA AAT AAA CTT GGA GGA ACG CCC 180

Vpl/NDBP-3 41 G K S L R N K A A G A I N K F v A D K I 60
Vp2/NDBP-3 41 R K Q A v K v A K N Y v A N K L G G T P 60

Vpl/NDBP-3 181 GGA GTA ACA CCC TCA CAG GCA GCC TCT ATG ACC CTT GAT CAA ATT GTA GAT GCT ATG TAT 240
Vp2/NDBP-3 181 GAG GAA GCT GGT GCA ATG CCG TTC GAT GAA TTT ATG GAT GTG CTA CAC TAC TAA TAA TAA 240

Vpl/NDBP-3 61 G v T P S Q A A S M T L D [0} I v D A M Y 80
Vp2/NDBP-3 61 E E A G A M p F D E F M D v L H Y stop

Vpl/NDBP-3 241 TAC GAT TAA GAAATTCATCTGGAAAGTTCTTTCATAACGGATGTCTTATAAATTCTGTAATTTAACGTATGCAATAAACTATA
Vp2/NDBP-3 241 TCTGGATACACCTTCCAAATAATTAATGTAGTTTCTAATTTCGTGTCAAAAATAAAGTTGTGAATCTTCAAG-PolyA 3’

Vpl/NDBP-3 76 Y D stop

Vpl/NDBP-3 CAGAG-PolyA 3’

B zlo 4|o %I PSI-BLAST
Vp1/NDBP-3 G - il THRKNASKAWNSBIGKSERNKAAGANNKEVABREGHTPSAAAS 47 100 404 ¢
Vp2/NDBP-3 G - HESWVK - - - - KAWNSGUGKSERKQAVKVAKNYVANKEGGTPE - - - - 39 404 100 Vp1 Vp2

Vejovina G - [lIWS SHKNEASKAWNSBIGQSERNKAAGAINKEVABDKNGUMTPSQAAS 47 894 404 7e-21 0.010
Opistoporind GKMWBWIIKKTAKDVENSDVAKQEKNKAENAAKNEVAEKNGATPS - - - - 44 500 43.2 1e-06 0.021
Opistoporin2 GKMWBWIIKS TAKKEWNSEPVKEEKNTAENAAKNEVAEKIIGATPS - - - - 44 479 432 8e-05 0.048

Con13 G-EWSKIKDEAKKAWNSPEANEEKSKAENAAKNEVSEKINGATPS - - - - 43 468 419 1e-07 0.002
Opistoporin1t  GKMWBWIIKS TAKKEWNSEPVKELKNTAENAAKNEVAEKNGATPS - - - - 44 458 432 6e-05 0.064

Hadrurin G - IEBTHKSHASKVWNSKTVQDEKRKG - - -IN -WMANKEGNUSP -QAA- 41 426 333 032 032

Pandinin1 GKMWBWIIKSAAKKIWS SEPVSQEKGQUENAAKNMVAEKNGATPT - - - - 44 354 409 037 037

Consensus G- VWDWI KSTAKKAWNSXPVKXLKNKALNAAKNFVAEKIGATPS - - - -

100%
0%

Fig.22. Antimicrobianos NDBP-3. A) Secuencia del ADNc y de aminoacidos de Vpl/NDBP-3 y Vp2/NDBP-3 de
V.punctatus, dos precursores de probables péptidos antimicrobianos pertenecientes a la subfamilia NDBP-3. Ambas
secuencias de aminodcidos presentan la region del péptido sefial en letras subrayadas, esta region esta constituida
por 22 aa. La region del péptido maduro se representa en letras negritas con una longitud de 47 aa para Vp1/NDBP-3
y de 39 aa para Vp2/NDBP-3. El propéptido es presentado en letras cursivas la longitud de esta regién es de 13 aa
para Vp1/NDBP-3 y de 16 aa para Vp2/NDBP-3. En ambas secuencias se muestra subrayado el probable sitio de
poliadenilacion (AATAAA para Vpl/NDBP-3 y AAAAATAAA para Vp2/NDBP-3). En B y en C se muestra un
alineamiento multiple entre Vp1/NDBP-3, Vp2/NDBP-3 y un grupo de péptidos considerados como integrantes de la
subfamilia NDBP-3 (Vejovina fue aislada de Vaejovis mexicanus, Hadrurin de Hadrurus aztecus, Opistoporin 1,2y 4
de Opistophthalmus carinatus, Con13 de Opisthacanthus cayaporum y Pandinin 1 de Pandinus imperator). En B, en el
lado derecho del alineamiento se presentan los porcentajes de identidad global obtenidos con LALIGN v. 2.1.30 y los
“E-value” obtenidos usando PSI-BLAST.
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c Vpl/NDBP-3 G-IWGTIKKYASKAWNSDIGKSLRNKAAGAINKFVADKIGVTPSQAAS
Vp2/NDBP-3 G-LFSWVK----KAWNSGVGKSLRKQAVKVAKNYVANKLGGTPE-—-~--
Vejovina G-IWSSTIKNLASKAWNSDIGQSLRNKAAGAINKFVADKIGVTPSQAAS
Opistoporin4 GKVWDWIKKTAKDVLNSDVAKQLKNKALNAAKNFVAEKIGATPS—==-
Opistoporin2 GKVWDWIKSTAKKLWNSEPVKELKNTALNAAKNFVAEKIGATPS——---
Conl3 G-FWSKIKDFAKKAWNSPLANELKSKALNAAKNFVSEKIGATPS—---
Opistoporinl GKVWDWIKSTAKKLWNSEPVKELKNTALNAAKNLVAEKIGATPS—==--
Hadrurin G-ILDTIKSIASKVWNSKTVQODLKRKG---IN-WVANKLGVSP-QAA-
Pandininl GKVWDWIKSAAKKIWSSEPVSQLKGQVLNAAKNYVAEKIGATPT----

Fig.22C. Se presenta el mismo alineamiento que en B pero en C se resaltan los residuos altamente conservados en
fondo azul, estos residuos forman el siguiente consenso: GX(s.)KXgSXsLX(7-11) VXoKX(; 6 () GXX7 6 5)P.

Péptidos antimicrobianos (NDBP-4)

Los péptidos pertenecientes a la subfamilia NDBP-4 presentan baja similitud entre sus secuencias y
diferencias en su nimero de residuos de aminoacidos, sin embargo presentan un motivo conservado en su
estructura primaria, LIPS (Ver Tabla 1). Estos péptidos presentan estructuras a-hélice, son catidnicos y
presentan actividad antimicrobiana y hemolitica. Pin2 (Pandinin 2) de P.imperator, es uno de los integrantes de
estd familia de péptidos libres de puentes disulfuro. Como se mencion6é en la seccién 2.2.2, Pin2 es un
antimicrobiano de amplio espectro, ya que actiia tanto contra bacterias Gram-negativas y Gram-positivas,
ademas de inhibir el crecimiento de levaduras [50]. Sin embargo, Pin2 presenta una potente actividad hemolitica
ya que a una concentracion de 22.2 uM causa el 51% de hemodlisis [50].

De la biblioteca de V.punctatus, aislamos dos genes que codifican para los precursores peptidicos de dos
probables miembros de la subfamilia NDBP-4, Vp1/NDBP-4 y Vp2/NDBP-4. Al igual que la subfamilia NDBP-3,
los precursores de la familia NDBP-4 presentan un péptido senal flanqueando el extremo N-terminal del péptido
maduro y un propéptido flanqueando el extremo C-terminal. Como se puede ver en la figura 23, Vp1/NDBP-4 y
Vp2/NDBP-4 presentan tamaifios y secuencias diferentes. Vp1/NDBP-4, posee un péptido sefnal de 22 aa de
longitud, un péptido maduro de 19 aa seguido por un propéptido de 32 aa de longitud. El propéptido se
encuentra precedido por un sitio de procesamiento postraduccional, GKR, el cual se encuentra altamente
conservado en los precursores de la subfamilia NDBP-3 [14]. La protedlisis de este sitio genera amidacién del
extremo C-terminal del péptido maduro, por lo que el péptido maduro de Vp1/NDBP-4 estaria amidado en 119. El
precursor de Vp2/NDBP-4, presenta un péptido sefial de 23 aa de longitud, un péptido maduro conformado por
25 aa y un propéptido de 26 aa de longitud. A diferencia de Vp1/NDBP-4, Vp2/NDBP-4 no presenta el sitio GKR,
pero RKR podria funcionar como sitio de protedlisis aunque en este caso el péptido maduro no estaria amidado
en su extremo C-terminal.

A pesar de que ambas secuencias presentan cierta similitud con miembros de la subfamilia NDBP-4, entre
ellas son diferentes, por lo que se analizaron de forma independiente. Cada una de las secuencias fue sometida a
la base de datos utilizando PSI-BLAST. El precursor de Vp1/NDBP-4 mostré mayor similitud con Mucroporin de
Lychas mucronatus [76], BmKb1 de Mesobuthus martensii [14] e Imcroporin de Isometrus maculates [77]; en la
figura 24A se pueden ver los porcentajes de identidad y los “E-value” obtenidos de la base de datos. El precursor
de Vp2/NDBP-4 mostré mayor similitud con otro grupo de péptidos también pertenecientes a la familia NDBP-4,
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en la figura 25A se muestra el alineamiento maultiple entre Vp2/NDBP-4 y los péptidos Con10 y OcyC3 de
Opisthacanthus cayaporum, Marcin-18 de Mesobuthus martensii, Meucin-18 de Mesobuthus eupeus [78]y una

secuencia obtenida de una libreria de P.cavimanus.

ANTIMICROBIANOS (NDBP-4)

Vpl/NDBP-4 1 ATG AAG CTG ATT AAT TTG GTT CCA GTT TTC TTT GTT CTG ATA ATA GTT GTT GAT TAT TGC 60
Vp2/NDBP-4 1 ATG CAG CTC AGA AAA GCA CTT TTG GTA ATC TTT GTG GCT TAT CTC TTA GTG ACC GAT GAA 60

Vpl/NDBP-4 1 M K L I N L \Y% P v F F \Y% L I I v \Y% D Y C 20
Vp2 /NDBP-4 1 M Q L R K A L L v I F \Y% A Y L L \Y% T D E 20

Vpl/NDBP-4 61 CAT TCT CTT CCT TTT TTC CTT CTG AGT CTC ATA CCT TCA GCA ATC TCA GCA ATC AAG AARA 120
Vp2/NDBP-4 61 GCA GAA GCT TTC TGG GGA TTC CTG GGT AAA CTT GCA ATG AAG GCC GTC CCA TCG TTA ATT 120

Vpl/NDBP-4 21 H S L P F F L L S L I P S A I S A I K K 40
Vp2/NDBP-4 21 A E A F W G F L G K L A M K A v P S L I 40

Vpl/NDBP-4 121 ATT GGC AAA CGA AGC GTA GAA TCC CAA CGT TAT GTG GAT CTT AAC AGA CGT GAT TTA GAA 180
Vp2/NDBP-4 121 GGA GGA AAC AAA AGT TCA TCA AAG AGA AAG CGT GAA ATT GAA GAT TTA TTC GAC CCA TAC 180

Vpl/NDBP-4 41 I G K R S v E S (0] R Y v D L N R R D L E 60
Vp2/NDBP-4 41 G G N K S S S K R K R E I E D L F D P Y 60

Vpl/NDBP-4 181 CAA GAT CTG CAA GAA CTG CAG GAT TTT CTC GAC CAG ATC TCT GAG CAT TAG GTA GCA CGA 240
Vp2/NDBP-4 181 CAA AAA GAC TTA GAT CTG CAA CGT TTA GAT CGT TTC TTC TCC CAG TTC CAG TAG AGA ATC 240

Vpl/NDBP-4 61 (0] D L o] E L (o} D r L D (o} I S E
Vp2/NDBP-4 61 Q K D L D L Q R L D R F F S Qo

stop
Q stop

Vpl/NDBP-4 241 AGAAATTACAAATGTGAATGTATAAATGACCAATAAAGTAATGTAAGGAG-polyA 3’
Vp2/NDBP-4 241 TTACCATCATCATTGAAGTAATGTTTCCATTATTATACATGCGGAGCTTCACTTAAATAAAAGCAATATTC-polyA 3'

Fig.23.Antimicrobianos NDBP-4. Secuencia del ADNc y de aminoacidos de Vp1/NDBP-4 y Vp2/NDBP-4 de V.punctatus,
dos precursores de probables péptidos antimicrobianos pertenecientes a la subfamilia NDBP-4 Ambas secuencias de
aminoacidos presentan la regidn del péptido sefial en letras italicas, esta region esta constituida por 22 aa en el caso de
Vp1/NDBP-4 y por 23 aa en el caso de Vp2/NDBP-4. La region del péptido maduro se representa en letras negritas con
una longitud de 19 aa para Vp1/NDBP-4 y de 25 aa para Vp2/NDBP-4. El propéptido es presentado en letras cursivas la
longitud de esta region es de 32 aa para Vp1/NDBP-4 y de 26 aa para Vp2/NDBP-4. En ambas secuencias se muestra
subrayado el probable sitio de poliadenilacién (AATAAA para Vp1/NDBP-4 y AAATAAAA para Vp2/NDBP-4).

En cuanto al péptido maduro, Vp1/NDBP-4 comparte 55.6% de identidad con el péptido BmKb1 y 33.3%
con Imcroporina y Mucroporina. El andlisis de las secuencias de la familia NDBP-4 presentadas tanto en la figura
24B y 25B, nos indica la presencia de un motivo conservado el cual presenta el consenso: (I/L)(I1/L)PS. A pesar
de que Vp2/NDBP-4 presenta cambios en este motivo, este péptido comparte 44% de identidad con Pin2 y 40%

con Meucin-18 y Marcin-18. Vp2 /NDBP-4 representa un péptido novedoso perteneciente a la familia NDBP-4.
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ANTIMICROBIANOS (NDBP-4)
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Fig.24. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de Vp1/NDBP-4. A) Alineamiento multiple del precursor peptidico de Vp1/NDBP-4 con otros precursores
correspondientes a péptidos de la familia NDBP-4. En la parte inferior del alineamiento se muestra esquematicamente la estructuracién del precursor en sus tres
partes constituyentes: péptido sefial, péptido maduro y propéptido. B) Alineamiento multiple de la regién madura del péptido Vp1/NDBP-4 con otros péptidos de
caracteristicas semejantes aislados del veneno de otras especies de alacranes, este alineamiento muestra el motivo conservado LIPS en fondo gris, ademas se
muestran en fondo azul otros residuos idénticos entre Vp1/NDBP-4 y BmKb1; y en color magenta se muestran residuos idénticos entre Mucroporin y Imcroporin.
Los porcentajes de identidad global en ambos alineamientos fueron calculados utilizando el programa LALIGN v. 2.1.30 y los “E-value” mostrados en B fueron
obtenidos usando PSI-BLAST.
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Fig.25. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de Vp2/NDBP-4. A) Alineamiento multiple del precursor peptidico de Vp2/NDBP-4 con otros precursores
correspondientes a péptidos de la familia NDBP-4. En la parte inferior del alineamiento se muestra esquematicamente la estructuracién del precursor en sus tres
partes constituyentes: péptido sefial, péptido maduro y propéptido. B) Alineamiento multiple de la regién madura del péptido Vp2/NDBP-4 con otros péptidos de
caracteristicas semejantes aislados del veneno de otras especies de alacranes, este alineamiento muestra el motivo conservado LIPS en fondo gris, ademas se
muestran en fondo azul otros residuos idénticos entre Vp2/NDBP-4 y las otras secuencias presentadas en el alineamiento (Ponericin-W5 fue aislada de la Hormiga
Pachycondyla goeldii [79]). Los porcentajes de identidad global en ambos alineamientos fueron calculados utilizando el programa LALIGN v. 2.1.30 y los e-value

mostrados en B fueron obtenidos usando PSI-BLAST.
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Péptidos antimicrobianos (NDBP-5)

El primer péptido linear con actividad citolitica, denominado como IsCT, fue aislado del veneno del
alacran Opisthacanthus madagascariensis perteneciente a la familia Scorpionidae. Posteriormente este tipo de
péptidos fueron identificados en el alacran Mesobuthus martensii perteneciente a la familia Buthidae. Estos
péptidos constituyen la subfamilia 5 de péptidos sin puentes disulfuro (NDBP-5, ver Tabla 1). Sus precursores
peptidicos presentan un péptido sefial de 23 aa de longitud, seguido por un péptido maduro de 13 aa y un
propéptido que va de los 32 a 33 aa de longitud. El propéptido inicia con un sitio de procesamiento
postraduccional altamente conservado: Gly-Lys-Arg. Como se menciond antes, cuando propéptidos con este tipo
de sitios son removidos por proteasas, generan tipicamente péptidos maduros con el C-terminal amidado[14].
Otra caracteristica que presenta el propéptido es el alto contenido de aminoacidos acidos, Glu y Asp, sin embargo
se desconoce la funcién que desempena esta seccion del precursor. IsCT, no sélo posee actividad hemolitica sino
que también presenta actividad antimicrobiana de amplio espectro (Ver seccidn 2.2.2)

En la figura 26 se muestra la secuencia de nueve transcritos que codifican para precursores de péptidos
pertenecientes a la subfamilia NDBP-5. Tres de ellos (VsCT1, VsCT2 y VsCT3) fueron obtenidos de la biblioteca de
V.subcristatus y seis (VpCT1, VpCT2, VpCT3, VpCT4, VpCT5 y VpCT6) de V.punctatus. Todos los precursores
presentan un péptido sefial altamente conservado constituido por 23 residuos de aminoacidos invariablemente.
Este péptido sefial se encuentra flanqueando el extremo N-terminal del péptido maduro, el cual esta constituido
por 13 aa, a excepcién de VpCT6 el cual presenta 16 aa de longitud. El propéptido varia entre 32 y 35 aa de
longitud, pero en todos los casos mantiene un alto contenido de residuos de caracter acido, ademas también esta
presente el sitio Gly-Lys-Arg flanqueando el C-terminal del péptido maduro.

De la biblioteca de V.subcristatus se eligieron a VsCT1 y VsCT2 para sintetizarlos y caracterizar su
probable actividad antibacteriana y hemolitica, al mismo tiempo de una libreria de Vaejovis mexicanus (libreria
generada por la Dra. Verénica Quintero Hernandez integrante del Laboratorio del Dr. Possani) fueron aislados
VmCT1 y VmCT2 los cuales también se sintetizaron para caracterizarlos y compararlos con VsCT1 y VsCT2. El
porcentaje de identidad entre las secuencias de los precursores de VmCT1, VmCT2, VsCT1, VsCT2 y el de IsCT
son de mas de 52%, sin embargo, el porcentaje de identidad entre la secuencia del péptido maduro es de s6lo 15

a46% (Fig.27 Ay B).

Caracterizaciéon de la actividad antibacteriana de VsCT's y VmCTs.

Sintesis quimica de VmCT1, VmCT2, VsCT1 y VsCT2.

El disefio de los péptidos maduros correspondientes a VmCT1, VmCT2, VsCT1 y VsCT2 fue realizado con
base en la secuencia de aminoacidos deducida a partir del precursor. Como ya se menciond, se determind que el
péptido maduro posee una longitud de 13 residuos de aminoacidos (Fig.27A y B) y se encuentra flanqueado en su

extremo N-terminal por un péptido sefial y en el C-terminal por un sitio de procesamiento proteolitico
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(GKR/GRR) que marca el inicio del propéptido, tal sitio de protedlisis genera péptidos maduros con el C-terminal
amidado (Fig. 27A). Los péptidos fueron manufacturados con el extremo C-terminal amidado por GenScript USA
Inc (New Jersey, USA) y entregados crudos. Los péptidos crudos fueron purificados por RPHPLC manifestando su
caracter altamente hidrofébico ya que eluyen a porcentajes elevados (~50%) de acetonitrilo, esta caracteristica
también se aprecia al observar sus valores de hidrofobicidad y de carga neta a pH de 7.0 (Ver tabla 3). La pureza
de los péptidos fue = 95% (datos no presentados) y su masa fue determinada por espectrometria de masas
(Tabla 3). Los diagramas de Wheel de los cuatro péptidos sugieren que estos poseen un caracter amfipatico al

presentar una cara hidofébica y otra hidrofilica (Fig.29).

Espectro de DCy actividad hemolitica y antibacterial de: VmCT1, VmCT2, VsCT1 y VsCT2.

El andlisis de la actividad antibacteriana y la obtencién de la concentracién minima inhibitoria (MIC) se
realizaron por el método de microdilucion. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado. Los resultados de
la tabla 2 muestran que sélo VmCT1 y VmCT2 presentaron actividad a una concentracién < 50uM, mientras que
VsCT1 y VsCT2 no presentaron actividad incluso a una concentraciéon de 50uM. Tanto VmCT1 como VmCT2,
muestran actividad contra cepas Gram-negativas y Gram-positivas con valores de MIC muy parecidos (ver tabla
4) lo cual sugiere un mecanismo de acciébn no selectivo como se ha propuesto para varios péptidos
antimicrobianos catidnicos [14,44,50, 80-82].

Estudios sobre la estructura del IsCT reportan una disminucién de la actividad antimicrobiana y
hemolitica cuanto se sustituye el Trpé por Alaé [82]. Al parecer este cambio genera un desorden en la estructura
del IsCT lo cual sugiere que la organizacion alrededor del Trpé es muy importante para mantener la estructura y
actividad del IsCT [82]. Dado que VsCT1 y VsCT2 carecen de Trpé, esto podria ser una razén por la cual no
presentan actividad antimicrobiana a una concentracién < 50uM y una actividad hemolitica muy baja a estas
mismas concentraciones (Ver tabla 4 y Fig. 30). Sin embargo, los datos obtenidos del espectro de DC indican que
los cuatro péptidos mantienen una estructura secundaria estable del tipo a-Hélice (Fig.28), caracteristica de los
IsCT’s. Tal vez en este caso, la diferencia de actividad entre los péptidos sintéticos se deba a la diferencia de
cargas entre ellos y/o a la distribucién de las mismas en el extremo hidrofilico de la molécula mas que a la
estructura misma.

En la tabla 1 podemos observar que todos los péptidos presentan una carga neta de +1 a excepcion de
VsCT1 que presenta una carga neta de cero (http://us.expasy.org/tools/protparam.html). Aunque VmCT1,
VmCT2 y VsCT2 presentan una carga neta positiva (+1), la distribucién de ésta en VsCT2 parece diferir de la de

los otros péptidos (Fig.29).
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Fig.26. Péptidos antimicrobianos y citotdxicos, pertenecientes a la familia 5 de péptidos libres de puentes disulfuro (NDBP-5). A)
Se muestran las secuencias nucleotidicas y de aminodcidos correspondiente a VsCT1, 2y 3 de V. subcristatus y de VpCT1, 2, 3,4,y 5
de V. punctatus. En cada caso se indica el péptido sefal ( letras itdlicas), seguida por el péptido maduro (letras negritas) y el
propéptido (letras cursivas) que inicia con un sitio de reconocimiento para modificacion postraduccional constituido por Gly-Arg-Arg
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o Gly-Lys-Arg (letras subrayadas). Todas las secuencias de ADNc presentan el sitio de poliadenilacion en letras subrayadas.
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ANTIMICROBIANOS (NDBP-5)
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Hp1090|NDBP-59 - .FKA..S. ... .. 13 69.2

VmCT1|NDBP-5.13 -F..AL.NVA..V. 13 462
VmCT2|NDBP-514 -F.STL.NAA..Il. 13 385
Hp1035|NDBP-5.10 - .FSA.GGFL ..l . 13 385
VsCT2|NDBP-5.12 -F.KG.IDTVSK.. 13 3038
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Fig.27. Alineamiento miiltiple de las secuencias proteicas de los precursores de VmCT1, VmCT2, VsCT1, VsCT2 y
péptidos relacionados. A) El precursor esta constituido por tres regiones: un péptidos sefial de 23 aa, un péptido
maduro constituido por 13 aa y un propéptido de entre 32 y 35 aa. El propéptido inicia con un sitio de protedlisis
muy conservado (Gly—Lye—Arg/Gly—Arg—Arg) que al ser procesado deja un péptido maduro amidado en su
extremo C-terminal. Debajo del alineamiento se presenta un esquema de la organizacidon del precursor. B)
Alineamiento multiple del péptido maduro de los integrantes de la subfamilia NDBP-5 reportados asta la fecha.
Nétese la diferencia en el porcentaje de identidad entre ambos alineamientos, en B los porcentajes de identidad
son menores con respecto al alineamiento presentado en A.El porcentaje de identidad global fue calculado con el
programa lalign version 2.1.30. El alineamiento fue realizado en CLUSTALX (2.0) y editado con CLC Sequence
Viewer 6.3.
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Tabla 3. Caracteristicas fisico-quimicas de VmCT1, VmCT2, VsCT1 y VsCT2.

Péptido Secuencia Mas? (Da) Masa (Da) Hidrofobicidaad Cargél
Teorica Observada (GRAYVY) neta
VmCT1 FLGALWNVAKSVF-NH, 1450.73 1450 1.208 +1
VmCT2 FLSTLWNAAKSIF-NH, 1496.76 1497 0.823 +1
VsCT1 FLKGIIDTVSNWL-NH, 1504.78 1505 0.762 Cero
VsCT2 FLKGIIDTVSKLF-NH, 1479.81 1481 1.015 +1

* El valor GRAVY (Grand Average of Hydropathy) para un péptido o una proteina es calculado como la suma de los
valores hidropaticos de todos los aminoacidos, dividido por el nimero de residuos en la secuencia.
® Carga neta determinada a pH 7.0

Como se aprecia en los diagramas de Wheel (Fig.29), VsCT2 posee dos cargas positivas (Lys3 y Lys!!) y
una carga negativa (Asp?) en su cara hidrofilica, el efecto que pueda tener el Asp sobre la carga positiva de
cualquiera de los residuos de Lys afectara la distribucién de la carga neta (+1) y por lo tanto la interaccién del
péptido con la membrana celular bacteriana. Ademas, comparado con VmCT1 y VmCT2, VsCT2 es menos
hidrofébico ya que posee menor numero de residuos con estas caracteristicas, esto se puede apreciar en la

proyecciones de Wheel de estos péptidos (Fig.29).

Tabla 4. Actividad Antibacteriana de VmCT1, VmCT2, VsCT1 y VsCT2.
Concentracion Minima Inhibitoria (pM).

Cepa Gram (¥) —yct1 vmcrz  vscT1 | vscT2
Staphylococcus aureus ATCC 25923 + 10 10 NA NA
Bacillus subtilis ATCC 6633 + 20 20 NA NA
Escherichia coli ATCC 25922 - 25 20 NA NA
Salmonella typhi ATCC 6399 - 5 10 NA NA
Pseudomona aeroginosa ATCC 9027 - 10 10 NA NA
Streptococcus agalactiae?® + 20 20 NA NA

NA= No presenta actividad antibacteriana asta una concentracion maxima de 50 uM.
@ Cepa proveniente de un aislado clinico.

Ademas de presentar una actividad antibacteriana similar, VmCT1 y VmCT2, son muy parecidos en su
estructura secundaria y primaria (Fig.27B y 28). No obstante presentan una diferencia muy marcada en su
actividad hemolitica (Fig.30). VmCT2 presenta una fuerte actividad contra eritrocitos humanos en comparaciéon
con VmCT1. Los resultados indican que a una concentracién aproximada de 40uM de VmCT2 se alcanza un 50%
de hemdlisis, mientras que VmCT1 alcanza sélo un 10% de hemdlisis incluso a la concentracién maxima
ensayada (50 uM). Tanto VsCT1 como VsCT2 no presentan actividad hemolitica. VmCT1 y VmCT2 so6lo difieren
en cuatro residuos, sin embargo la Ala% le confiere una superficie hidrof6ébica ligeramente mas amplia a VmCT1
con respecto a VmCT2 situacién que podria estar relacionada con la diferencia de capacidad hemolitica que

existe entre estos dos péptidos (Fig.29 y 30).
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—_—VsCT1 Fig.28. Espectros de DC de VmCT1, VmCT2,
~ 40+ VsCT2 VsCT1 y VsCT2. La estructura secundaria de
g VmCT1 los péptidos sintéticos fue determinada por CD
= 304 e VmCT2 en un rango de 260 a 190 nm . Los cuatro
"= espectros fueron realizados en TFE al 60% y a
i 20+ una concentracién de 320ug/ml de cada
o 104 péptido. Las mediciones fueron hechas por
= triplicado. Los cuatro espectros muestran un
o 0+ doble minimo a 222nm y 208nm, y un maximo
- intenso a 191nm caracteristicos de una
E -10 4 conformacién o-hélice.
= 220+
5 -304
“ 40

190
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8.0 DISCUSION

La naturaleza le brinda al hombre una variedad sorprendente e inusual de medicamentos, muchos de
ellos provienen del veneno de los animales. Un ejemplo importante es el desarrollo del analgésico sintético
PRIALT® (nombre genérico Ziconotide) que actia como bloqueador de canales de calcio en nervios que
transmiten sefiales de dolor, éste farmaco fue disefiado a partir de su equivalente natural, w-conotoxina MVIIA,
presente en el veneno de Conus magus y ha sido utilizada con éxito en pacientes con dolor crénico resistente a
morfina. Otro ejemplo es el Captopril un inhibidor de la enzima convertidora de Angiotensina (ACE:
angiotensin-converting enzyme), estd enzima es esencial para la produccién de Angiotensina la cual es un
vasoconstrictor asociado con la hipertension arterial. El Captopril fue disefiado en base al péptido Teprotide
aislado del veneno de la serpiente Bothrops jararaca. En el caso de los alacranes, varios péptidos han mostrado
atributos suficientes para ser considerados tanto como herramientas moleculares para fines de investigacién
basica en el area de las neurociencias, asi como también para el disefio y desarrollo de nuevos fairmacos para el
tratamiento de enfermedades infecciosas, enfermedades autoinmunes, cancer, hipertension y dolor. Incluso el
veneno del alacran azul Rhopalurus junceus, endémico de Cuba, es utilizado por médicos en el tratamiento de
pacientes con cancer (http://kinastchile.cls/ccc43.htm,http: //www.escozul-cancer.com/es/escozul-
investigacion.html).

Desafortunadamente, la busqueda y caracterizaciéon de los componentes presentes en el veneno se
complica por su escasa disponibilidad para la realizacién de los estudios que nos permitan obtener informacién
sélida sobre la relacion estructura-funcion de los componentes. Esta limitante se ha contrarrestado gracias al
uso de estrategias mas modernas en comparacién con los métodos bioquimicos clasicos. Estas metodologias de

frontera son la espectrometria de masas y técnicas de biologia molecular que involucran la clonacién y
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secuenciaciéon de genes [83]. La generacién de bibliotecas de ADNc generadas a partir de las glandulas

productoras del veneno de los alacranes ha sido una estrategia utilizada con el fin de explorar los componentes

peptidicos que se transcriben en las glandulas y probablemente se traduzcan formando parte del veneno de los

alacranes.
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Fig.29. Diagramas de Wheel de los péptidos VmCT1, VmCT2, VsCT1 y VsCT2. Los diagramas sugieren que
los cuatro péptidos poseen una estructura a-hélice. Con claridad se puede observar en los cuatros péptidos

una regién hidrofdbica y otra hidrofilica.
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Fig.30. Ensayo de Hemodlisis. La actividad hemolitica
fue estimada mediante monitoreo del incremento
de la absorbancia a 570 nm después de incubar
eritrocitos humanos con diferentes concentraciones
de los péptidos durante 1 h a 37 °C. Como control
positivo fue utilizado Tritédn X-100 al 10% y como
blanco PBS.
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En este trabajo se generaron dos bibliotecas de ADNc a partir del ARN total extraido de las glandulas

venenosas de los alacranes Vaejovis punctatus y Vaejovis subcristatus con el objetivo de obtener informacion
acerca de los probables componentes del veneno de estos alacranes y buscar transcritos que codifiquen para
péptidos con novedosas actividades farmacologicas.

El titulo de las bibliotecas no amplificadas fue de 1.3x105 para V.subcristatus y de 1.03x106 para V.
punctatus con una eficiencia del 95 y 97% de clonas recombinantes, respectivamente. Como resultado de la
secuenciacion al azar de ambas bibliotecas obtuvimos varias secuencias de genes completos o parciales que
codifican para precursores peptidicos (péptido sefial, propéptido y péptido maduro). En este trabajo
reportamos 26 nuevas secuencias de precursores peptidicos correspondientes a toxinas de K+, toxinas de Na+,
scorpine-like, péptidos antimicrobianos, Lal-like y toxinas de Ca2*. Mediante el uso de los algoritmos
mencionados en materiales y métodos, logramos obtener informacion acerca de sitios de corte por proteasas en
las secuencias de los precursores, asi como también informacién relacionada con el péptido sefial, péptido
maduro, propéptidos y modificaciones postraduccionales presentes en los precursores.

En general los componentes mas representados en las bibliotecas que aqui reportamos son los
correspondientes a péptidos antimicrobianos y en particular los pertenecientes a la subfamilia NDBP-5,
también conocidos como IsCT-like. Ademads miembros de las subfamilias NDBP-3 y NDBP-4 también estan
presentes en Vaejovis punctatus y V. subcristatus. Recientemente se reportd un péptido antimicrobiano
perteneciente a la subfamilia NDBP-3 aislado de Vaejovis mexicanus y al que se le denominé como Vejovina [75].
Este antecedente junto con los resultados presentados en este trabajo (ver anexo 1) nos indican que el veneno
de los Vaejovis es una fuente rica de péptidos antimicrobianos mas que de toxinas (Fig.12), caso contrario al que
se presenta en alacranes pertenecientes a la familia Buthidae [83].

Dado que no existe reporte alguno sobre intoxicacién por picadura de alacranes del género Vaejovis, es
de esperar que precursores de toxinas de Na* estén ausentes. Sin embargo, secuencias que representan
supuestos péptidos homoélogos a la Birtoxina (toxina de Na+*) fueron encontradas en ambas librerias. No esta
claro cual es la funcién de estos péptidos en los Vaejovis e incluso restaria buscar la presencia de estos péptidos
en el veneno crudo y probar su funcién. No obstante, este hecho es muy intrigante y significativo desde el punto
de vista evolutivo.

Muy interesantes resultan ser las secuencias de VpKTx 1, 2 y VpTx4. Esta ultima es probablemente, una
toxina de canales de calcio, en base a la comparacidon que se hace de esta secuencia con la de otras calcinas. Las
otras dos secuencias representan probables toxinas o de K*.

Existen reportes de que en el veneno de alacranes que no representan alto grado de peligrosidad para
los humanos (p.e. H.gertschi, O.cayaporum, S.jendeki, H.petersii, 0.madagascariensis) se encuentra una gran
diversidad de péptidos con actividades de importancia biotecnolégica que podrian en un futuro ser aplicables
en areas como la farmacologia y la agricultura. En el presente trabajo presentamos por primera vez una
exploracion molecular de los transcritos presentes en la glandula venenosa de alacranes pertenecientes al
género Vaejovis (Familia: Vaejovidae) los cuales no representan peligro para los humanos. Cabe mencionar que

la estrategia utilizada en este trabajo ya ha sido aplicada para el andlisis del transcriptoma de otros animales
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venenosos entre ellos algunas especies de alacranes [52-55,62,83]. La informacién obtenida en este trabajo nos

proporciona una perspectiva sobre la composicién molecular del veneno de los alacranes del género Vaejovis.

9.0 CONCLUSIONES

El presente trabajo representa el primer estudio acerca de la composicién molecular y caracterizaciéon
de los componentes peptidicos presentes en la gldndula venenosa de los alacranes mexicanos, Vaejovis
punctatus y Vaejovis subcristatus. En este trabajo, se identificé la presencia de genes que codifican para
precursores peptidicos que dan origen a péptidos que estdn muy probablemente involucrados en actividades
bioldgicas tales como la caza y defensa contra sus depredadores. También se encontré la presencia de un
arsenal de componentes peptidicos capaces de permitirles sobrevivir ante la exposicién de microorganismos
capaces de poder generarles infecciones mortales.

Mediante la generacion de las librerias de ADNc no s6lo hemos logrado identificar nuevos genes, sino
que también hemos logrado generar una fuente estable e interminable de este material bioldgico que podra ser
utilizado en futuros andlisis para la busqueda de genes especificos que puedan estar presentes en las glandulas
venenosas de Vaejovis punctatus y Vaejovis subcristatus.

De este trabajo podemos resaltar las siguientes conclusiones:

* Selograron generar dos bibliotecas de ADNc que representan el contenido transcripcional de alacranes
del genero Vaejovis (familia: Vaejovidae), ambas librerias presentaron mas del 90% de clonas
recombinantes. Los transcritos aislados de estas bibliotecas presentan similitud con secuencias

previamente descritas tanto en alacranes Butidos y no Butidos.

* Seidentificé una secuencia correspondiente al precursor de una toxina de canales de Ca2+*. Tal secuencia
se denomind VpTx4 de Vaejovis punctatus. La region del péptido maduro de esta calcina presenta 81.8%

de identidad con la Maurocalcina una toxina capaz de actuar sobre receptores de Rianodina tipo 1.

* Seidentificaron y sintetizaron péptidos antimicrobianos y hemoliticos pertenecientes a la familia NDBP-
5. La actividad antibacteriana de VsCT1, VsCT2, VmCT1 y VmCT2 fue probada contra una bateria de
cepas Gram(-) y Gram(+). VsCT1 y VsCT2, no presentaron actividad antimicrobiana, pero si actividad
hemolitica cuando fueron expuestos a eritrocitos en suspension. Sin embargo VmCT1 y VmCT2 si
presentaron actividad antibacterial y un bajo porcentaje de hemolisis. Los resultados del espectro de DC
indican que la estructura secundaria de estos cuatro péptidos corresponde a una a-hélice en presencia
de TFE al 60%.

Este estudio abona al conocimiento general sobre los componentes del veneno de alacranes mexicanos no

Buthidos, proporciona una visién particular sobre la composicién molecular del veneno de los Vaejovis y
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expone ademas el valor biotecnolégico y farmacoldgico que podrian generar los componentes peptidicos

presentes en el veneno de estos alacranes.

10.0 PERSPECTIVAS

* Realizar la expresion de las toxinas VpKTx1 y VpKTx2, para probar su probable actividad sobre canales

de potasio.

* Sintetizar y caracterizar péptidos con probable actividad antimicrobiana, sobre todo aquellos

pertenecientes a la subfamilia NDBP-3, NDBP-4 y NDBP-5 de Vaejovis punctatus.
® Realizar la expresion de la Calcina (VpTx4) de V. punctatus y probar su actividad sobre canales de Ca2+.

® Realizar un analisis bioquimico del veneno total de Vaejovis punctatus y Vaejovis subcristatus.
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12.0 ANEXO

Como producto del trabajo presentado se adjunta a continuacioén el articulo titulado “Gene cloning and
functional characterization of four novel antimicrobial-like peptides from scorpions of the family Vaejovidae”, el
cual fue aceptado y publicado por la revista “Peptides”. Este articulo contempla la parte de caracterizacion de

los péptidos antimicrobianos pertenecientes a la subfamilia NDBP-5.
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From the cDNA libraries made from the venom glands of two scorpions belonging to the Vaejovidae
family, four different putative non disulfide-bridged antimicrobial peptides were identified: VmCT1 and
VmCT2 from Vaejovis mexicanus smithi plus VsCT1 and VsCT2 from Vaejovis subcristatus. These short
peptides (with only 13 amino acid residues each) share important amino acid sequence similarities
among themselves and with other reported antimicrobial peptides, but their biological activities vary
dramatically. This communication reports the cloning, chemical synthesis and characterization of these
peptides. Two peptides, VmCT1 and VmCT2 showed broad-spectrum antibacterial activity with min-
imum inhibitory concentrations MICs in the range of 5-25 M and 10-20 M respectively, whereas
their hemolytic activity at these concentrations was low. Structure-function relationships that might
determine the differences in activities are discussed.
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1. Introduction

Scorpion venoms contain a large number of diverse peptides
with different biological activities, reason why they have been
developed as possible molecular tools for pharmacological research
and have generated expectative as potential therapeutic agents [9].
Based on their primary structure, these peptides can be classified in
two large groups: disulfide-rich peptides and those with no disul-
fide bonds [21]. To the first group belong the large majority of
the components responsible for venom toxicity. Most toxins con-
tain from 30 to 70 amino acid residues, closely packed by three
or four disulfide bridges and interact in a specific manner with
Na*, K*, CI- and Ca2* ion channels. Among these peptides are those
that block the ion-channel current and those that affect the gating
mechanisms of the channels in excitable and non excitable cells
[14,17]. Due to the problem of public health related to scorpion
envenoming, and to the usefulness of toxins as tools for studying
components of the nervous system, the biomedical research has
mainly focused on the characterization of the disulfide rich com-
ponents of the scorpion venoms. The second group, constituted
by non-disulfide-bridged peptides (NDBPs), is a less well-studied
component of the scorpion venoms. Their structure, evolution and

* Corresponding authors. Tel.: +52 777 3291669; fax: +52 777 3172388.
E-mail addresses: baltazar@ibt.unam.mx (B. Becerril),
erne@ibt.unam.mx (E. Ortiz).

0196-9781/$ - see front matter © 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.peptides.2012.02.002

pharmacological activity greatly differ from that of the disulfide
rich peptides [21]. Some examples include Hadrurin from Hadrurus
aztecus [16], Parabutoporin 1 and 2 from Opistophthalmus carinatus
[11], BmKn1 and BmKn2 from Mesouthus martensii Karsch [22,23],
Pandinins 1 and 2 from Pandinus imperator [4], plus IsCT and IsCT2
from Opisthacanthus madagascariensis [5,6]. The length of these
peptides ranges from 13 to 47 amino acids. Since their mecha-
nism of action does not involve a specific pathway, they inhibit
the growth of a wide range of microorganisms, including fungi,
yeasts, Gram-positive and Gram-negative bacteria. Although some
of these peptides are cytotoxic to mammalian cells [21], they could
constitute valuable drugs for the treatment of topical infections
[18]. Very recently, peptide BmKbpp from Mesobuthus martensii
Karsch was reported to be a multifunctional peptide since, along
with the antimicrobial activities, it displays immune-regulatory
and bradykinin-potentiating activities [24]. This discovery widens
the known spectrum of action of the NDBPs and highlights their
importance as potential drugs.

IsCT, IsCT2, BmKn1 and BmKn2 comprise a family of cationic
peptides with common characteristics, such as: length (only 13
amino acids long), absence of cysteine residues and amidated
amino acid at the carboxylic region. When dissolved in aqueous
trifluoroetanol (TFE), they were shown to adopt an amphipathic
a-helix folding. They display antimicrobial and cytotoxic activities
[5,6,21-23].

From two cDNA libraries constructed from the venomous glands
of scorpions of the Mexican species Vaejovis mexicanus smithi
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and Vaejovis subcristatus, we were able to identify and clone
four transcripts that code for putative peptide precursors that
share amino acid sequence similarities with the reported IsCT and
[sCT2 peptides from the geographically unrelated scorpion species
0. madagascariensis from Madagascar [5,6]. Based on the cDNA
sequences, we synthesized four peptides (VmCT1, VmCT2, VsCT1
and VsCT2) and characterized their cytotoxic and antibacterial
activities. These peptides share common structural characteristics,
but their antibacterial and cytotoxic activities are quite different.

2. Material and methods
2.1. cDNA libraries construction

For the construction of the cDNA libraries of the scorpi-
ons V. mexicanus smithi and V. subcristatus, a single telson (the
last post abdominal segment where a pair of venomous glands
are located) from each species was used. The telsons were dis-
sected 4-5 days after venom extraction. Total RNA was purified
with the Total RNA Isolation System Kit (Promega, Madison, WI,
USA). For cDNA synthesis and further library construction, the
Creator™ SMART™ ¢DNA Library Construction Kit (CLONTECH
Lab., Palo Alto, CA) was used, according to the manufacturer’s
instructions. Briefly, for first-strand cDNA synthesis, coupled with
(dC) tailing by RT-PCR, SMART IV oligonucleotide (5'-AAGCAGT-
GGTATCAACGCAGAGTGGCCATTACGGCCGGG-3’, SfiA site under-
lined) and CDS III/3’ PCR Primer (5'-ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCC
GACATG-d(T)30N_1N-3’; with N=A, G, C, or T; N_;=A, G, or
C, and the SfiB site underlined) were incubated with 1 g of
total RNA and the MMLV Reverse Transcriptase mix for 1h
at 42°C. Two microliters from the first strand cDNA reaction
were taken for cDNA amplification with the 5 PCR Primer (5'-
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3’) and CDS III/3’ PCR Primer.
Twenty two cycles of denaturation at 95°C for 15s, followed by
6 min annealing/extension at 68 °C were carried out and the PCR
products were analyzed by 1% agarose gel. The reaction mix was
treated with Proteinase K in order to inactivate the DNA poly-
merase, and the PCR products were digested with Sfilat 50 °C for 2 h.
Since we were interested in cloning both large and short fragments
from these libraries, the digested cDNA was not fractioned by size,
as it is normally suggested by the manufacturer. The Sfil digested
cDNA was ligated to the provided dephosphorilated pDNR-LIB vec-
tor and transformed into electrocompetent DH5« Escherichia coli
cells by electroporation. Random colonies were assayed by colony
PCR and those with cloned inserts with sizes larger than 500 bp
were selected for plasmid production by standard alkaline lysis,
and were subjected to automated sequencing (Model CG1-96, Cor-
bett Research Pty Ltd, Sydney, Australia). The sequences obtained
were analyzed with the ApE - A plasmid Editor v1.12 program and
compared to the non-redundant GenBank sequences with Blastn,
Blastx and Blastp (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). The cDNAs
coding for VmCT1, VmCT2, VsCT1 and VsCT2 were identified and
their putative function was predicted by sequence similarities with

other peptides of known function. Multiple alignments were per-
formed with CLUSTALX v2.0 and the CLC Sequence Viewer v6.3
program was used to present the results. The putative signal pep-
tides, the propeptides and the mature peptides were established
with the help of the SignalP v3.0 program (http://www.cbs.dtu.
dk/services/SignalP). The GenBank accession numbers for the
cDNAs with complete CDS are: JQ086325 for VmCTT1, JQ086326 for
VmCT2, JQ086327 for VsCT1 and JQ086328 for VsCT2.

2.2. Peptide synthesis

The synthetic peptides with amidated C-termini were manufac-
tured by GenScript USA Inc. (New Jersey, USA) and delivered in their
crude forms. For the activity assays, the peptides were previously
purified by reverse-phase high performance liquid chromatogra-
phy (RP-HPLC) with an analytic C4 column (Vydac, Hysperia, CA).
A gradient prepared with buffer A (0.12% trifluoroacetic acid — TFA
- in water) and buffer B (0.10% TFA in acetonitrile) was applied to
the column from 20% to 80% buffer B, during 80 min. The molecular
weight of the pure peptides was confirmed by mass spectrome-
try on a Finnigan LCQPYO electrospray ionization ion trap mass
spectrometer (San Jose, CA, USA) (Table 1).

2.3. Bacterial strains

For the antibacterial assays the following strains were used:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633, E. coli
ATCC 25922, Salmonella typhi ATCC 6399, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 and Streptococcus agalactiae from a clinical isolate.

2.4. Antimicrobial assays

The determination of the bacterial growth inhibition curves
and the MIC were performed by the broth micro-dilution
method in liquid Mueller-Hinton medium, following the guide-
lines of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
http://www.clsi.org). The MIC is defined as the lowest peptide con-
centration that totally inhibits bacterial growth. Dilutions of the
pure peptides to 2.5, 5, 10, 15, 20, 25 and 50 wM concentrations
were prepared by dissolving the dried peptidesin 5 wl 1:1 (V/V)dis-
tilled water and acetonitrile, and adding 195 .l of Mueller-Hinton
medium with 1 x 106 CFU/ml of the desired bacterial strain. The
200wl samples were transferred to the wells of a 96-well ELISA
plate and the plate was then incubated at 37 °C. All samples were
analyzed by triplicate. The bacterial growth was monitored every
4h by reading the plate at 620 nm in an ELISA plate reader (BIO-
RAD, Model 450). As the positive control a cell suspension of the
same density of each strain, with no peptide added, was used. The
negative control was sterile Mueller-Hinton medium.

2.5. Hemolysis assays

The hemolytic activity was assessed by incubating a suspen-
sion of human erythrocytes from a volunteer healthy donor with

Table 1

Physicochemical properties of VmCT1, VmCT2, VsCT1 and VsCT2.
Peptide Amino acid sequence Molecular mass (Da) Hydrophobicity (GRAVY)? Charge®

Theoretical Observed

VmCT1 FLGALWNVAKSVF¢ 1450.73 1450 1.208 +1
VmCT2 FLSTLWNAAKSIF® 1496.76 1497 0.823 +1
VsCT1 FLKGIIDTVSNWLS 1504.78 1505 0.762 0
VsCT2 FLKGIIDTVSKLF¢ 1479.81 1481 1.015 +1

2 The GRAVY (Grand Average of Hydropathy) value is calculated as the sum of the hydropathy values for all the amino acids divided by the total number of amino acids.

b Net charge determined at pH 7.0.
¢ Means that the C-terminal residue is amidated.
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Fig. 1. Sequence comparison between VmCT1, VmCT2, VsCT1, VsCT2 and other reported NDBP-5 family members. (A) Multiple alignment between the precursor sequences
of the peptides. The precursors comprise three regions (indicated as boxes bellow the alignment): a 23 amino acids signal peptide, the 13 amino acids mature peptide, and a
propeptide of 32-35 amino acids. The propeptide starts after a conserved (GKR or GRR) proteolysis site, that is used for amidation of the mature peptide posttranslationally.
(B) Multiple alignment between the mature peptides. In both cases (A and B), the percentage of identity (% I) was determined with LALIGN v. 2.1.30. The alignments were

performed with CLUSTALX v. 2.0 and edited with CLC Sequence Viewer v. 6.3.

increasing concentrations of each peptide. The collected red blood
cells were washed three times by centrifugation at 3000g for
5min in 1X PBS, pH 7.4. The erythrocytes were counted in a
hemocytometer and the cell concentration of the working sus-
pensions was adjusted to 6 x 108 cells/ml. The cell suspensions
were then incubated for 1h at 37°C with increasing concentra-
tions of the analyzed peptides: 1, 5, 12.5, 25 and 50 pM. Ten
percent Triton X-100 was used as positive control (100% lysis)
and 1X PBS, pH 7.4 as negative control. After incubation, the sam-
ples were centrifuged for 5 min at 10,000x g and the supernatants
were used to measure the absorbance at 570nm in a Nano-
Drop ND-1000 V3.5.2 spectrophotometer (NanoDrop, DE, USA)
[4,13]. The relative absorbance against Triton X defines the per-
centage of hemolysis. All peptide concentrations were tested by
triplicate.

2.6. CD spectra

The circular dicroism spectra (CD) of the peptides were recorded
in a Jasco J-710 spectropolarimeter (Jasco, Japan). Spectra were
recorded from 260 to 190 nm, in 60% trifluoroethanol (TFE), pH 7.1,
at room temperature, with a 1 mm length quartz cell. Data were
collected every 0.1 nm at a 20 nm/min speed. The peptides were
prepared by resuspending 80 pg in 250 .l of the TFE solution. All
measurements were performed by triplicate. Data were averaged
and analyzed by the method of Bohm et al. [2].

3. Results
3.1. cDNA sequences coding for peptide precursors

The genes coding for the peptide precursors of VmCT1, VmCT2,
VsCT1 and VsCT2 were cloned and sequenced from the cDNA
libraries made from the venom glands of the Mexican scorpion
species Vaejovis mexicanus smithi and Vaejovis subcristatus. The
analysis of the DNA sequences and the Blastn and Blastx results
suggest that these four genes code for peptide precursors with
high sequence similarity to other non disulfide-bridged antimi-
crobial and cytotoxic peptides from the NDBP-5 family [22]. The
cDNA sequences present a 5'-untranslated region (UTR), an open
reading frame (ORF), and a 3/-UTR with a putative polyadenilation
site (AATAAA) and a typical eukaryotic polyA tail. The amino acidic
sequences translated from the ORFs were analyzed by SignalP and
submitted to Blastp to be compared with all non-redundant pep-
tide sequences from the GenBank. We found that the four cDNA
sequences code for putative peptides constituted by 23 residues-
long signal peptides, 13 residues-long mature peptides, and 32
residues-long propeptides for VmCT1, VsCT1 and VsCT2, or 33
residues-long propeptides for VmCT2 (Fig. 1A). The propeptide
sequences start with a highly conserved posttranslational pro-
cessing signal: Gly-Lys-Arg (GKR). When mature peptides are
generated after the processing of this kind of propeptides, they usu-
ally have the carboxyl terminus amidated [5,23]. It is interesting to
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Fig. 2. CD spectra of the synthetic peptides. Spectra of the four peptides VmCT1,
VmCT2, VsCT1 and VsCT2 dissolved in 60% TFE were recorded from 260 nm to
190 nm. All peptides show minima at 208 nmand 222 nm and a maximumat 191 nm,
typical of a-helix conformation.

note that, although the precursor sequences for VmCT1, VmCT2,
VsCT1 and VsCT2 share a 52.9-54.4% identity with the precursor of
IsCT, the identity of the mature peptides is much lower, in the range
of 15.4-46.2% (Fig. 1B). This might reflect constrains imposed to
the precursor sequence by a common posttranslational processing
machinery that removes the signal peptide and propeptide, while
allowing diversity of sequence (and therefore functionality) to the
mature peptide.

3.2. Chemical synthesis, mass spectrometry and CD spectra of the
mature peptides

Mature amidated peptides VmCT1, VmCT2, VsCT1 and VsCT2
without signal and propeptide sequences were synthesized. Fol-
lowing the chemical synthesis, the crude peptides were purified
to homogeneity by RP-HPLC (data not shown) and their identity
verified by mass spectrometry. Table 1 shows the physicochemical
properties of these peptides.

The secondary structure spectra of all four synthetic peptides
were observed by circular dichroism. Overall, they had distinc-
tive negative ellipticities at 208 and 222 nm in 60% TFE, which
are common in a-helix structures (Fig. 2). A similar pattern has
been observed with many other amphiphilic antimicrobial peptides
[1,12,19].

The secondary structure analysis was performed using a neu-
ral network of 13 CD spectra of proteins. The results show the
presence of a-helix (70.0%, 43.5%, 66.1%, 57.9%), B-turns (12.0%,
15.4%, 12.6%, 13.6%), and random coil (13.7%, 26.3%, 15.3%, 18.9%)
for VsCT1, VsCT2, VmCT1 and VmCT?2, respectively.

Table 2
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Fig. 3. Hemolytic activity of the synthetic peptides The activity was evaluated by
measuring the absorbance at 570 nm after the incubation of human erythrocytes
with different peptide concentrations for 1h at 37°C. PBS and Triton X-100 were
used as negative (0% lysis) and positive (100% lysis) controls, respectively.

3.3. Antimicrobial and hemolysis activities

The antibacterial activity assays showed that only VmCT1
and VmCT2 displays activity at concentrations lower than 50 uM
(Table 2). VsCT1 and VsCT2 showed no activity even at 50 uM
(Table 2). VmCT1 and VmCT?2 inhibited the growth of both Gram-
negative and Gram-positive bacteria with similar MIC. For VmCT1
the MIC range was 5-25 M, and for VmCT2 it was narrower, in the
range of 10-20 wM for representative bacteria.

Peptides VsCT1 and VsCT2 showed a maximum of 6% and 2%
hemolysis, respectively, which can be considered very low (Fig. 3).
VmCT1 was only mildly hemolytic, with a maximum of 12% lysis
even at the highest concentration tested (50 wM). VmCT2 was
mildly hemolytic at its MIC range, but showed a strong cyto-
toxic activity at higher concentrations, reaching 84% lysis at 50 uM
(Fig. 3).

4. Discussion

VmCT1 and VmCT2 from Vaejovis mexicanus, plus VsCT1
and VsCT2 from Vaejovis subcristatus represent the first NDBPs
described from the Vaejovidae family of scorpions. They can be
classified within the NDBP-5 subfamily of peptides [21]. The
Vaejovidae family belongs to the Chactoidea superfamily, the only
superfamily within the Iurida parvorder for which no NDBP-5
had been described to date. Our findings show that the NDBP-5
peptides are widely distributed among the Iurida parvorder. Other
NDBP-5 peptides have been described from M. martensii Karsch, a
scorpion belonging to the Buthida parvorder. No NDBP-5 peptides
have been described for the remaining two parvorders, Chaerilida

Antibacterial activity of VmCT1, VmCT2, VsCT1 and VsCT2. The minimal inhibitory concentrations (MIC) determined for each bacterial strain are shown.

Strain Gram (+) Minimal inhibitory concentration (M)
VmCT1 VmCT2 VsCT1 VsCT2

Staphylococcus aureus ATCC 25923 + 10 10 NA NA
Bacillus subtillis ATCC 6633 + 20 20 NA NA
Escherichia coli ATCC 25922 - 25 20 NA NA
Salmonella typhi ATCC 6399 - 5 10 NA NA
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 — 10 10 NA NA
Streptococcus agalactiae? + 20 20 NA NA

NA = no activity detected at up to 50 wM concentration of the peptide.
2 From a clinical isolate.



294 S. Ramirez-Carreto et al. / Peptides 34 (2012) 290-295

Fig. 4. Helical wheel projections of the mature peptides. The amphipaticity of the peptides VmCT1, VmCT2, VsCT1 and VsCT2 is evidenced by the presence of hydrophilic
and hydrophobic faces. Circles = polar, non charged; diamonds = non polar; triangles = acidic; pentagons = basic residues.

and Pseudochactida, but it is possible that this family of peptides
could be ubiquitous in the Scorpiones order.

VsCT1 and VsCT2 showed no antibacterial activities at the
concentrations tested. VmCT1 and VmCT2 were active on both
Gram-negative and Gram-positive bacteria, with similar MICs,
which points to a non-selective mechanism of action as has
been proposed for several other cationic antimicrobial peptides
[3,4,6-8,10,14,21].

The CD data of all four peptides indicate that they likely adopt
an overall similar folding pattern. VsCT1 and VsCT2 had the most
ordered and disordered structures among all four peptides. Since
VsCT1 and VsCT2 were devoid of antimicrobial activity, the data
suggest that the high content of either the a-helix or the random
coil structures is not directly correlated to the biological activity
of all four peptides. Thus, the antimicrobial activity differences
between VmCTs and VsCTs are supposed to be related to their
amino acidic differences.

It has been shown for IsCT that Trp® plays a critical role
in keeping the adequate structure and activity of the mem-
brane bound peptide. Substitution of Trp® for Ala® in an IsCT
mutant resulted in a disordered structure with significantly lower
antimicrobial and hemolytic activities as compared to the wild
type IsCT [8]. It is very interesting that this is also the case
for Hp1090 and its homolog Hp1035 from Heterometrus petersii.
Hp1090 displays anti-Hepatitis C virus activity and has a TrpS,
while Hp1035 is inactive against the virus and has a Gly® (Fig. 1B)
[20]. Whereas the active peptides VmCT1 and VmCT2 conserve the
Trp® residue, peptides VsCT1 and VsCT2 have an Ile at position
6, which might be a reason why they lack antimicrobial activ-
ity. The CD spectra for VsCT1 and VsCT2 show however that, at

least in solution, these peptides are still structured as a-helixes
(Fig. 2).

Another difference between active VmCT1 and VmCT2 and inac-
tive VsCT1 and VsCT2 resides at position 7. The first two have a
neutral Asn, while the other two have a negatively charged Asp.
Although IsCT also has a negatively charged Glu’ residue while
being active, it has been shown that the replacement of that acidic
Glu” for a basic Lys’ resulted in a two-fold increase in activity
[8]. In the particular structural context of the Vaejovis peptides,
the replacement of the neutral charge for a negative one in that
position could result in more drastic differences in activity. There
is one more pair of homologous peptides with and without the
Asp’: Hge028 and Hge027, from Hadrurus gertschi (Fig. 1B) [15].
Unfortunately their activities have not been tested.

It is also worth mentioning that of all similar peptides showed
in Fig. 1B that have been assayed for antibacterial activity, only the
inactive VsCT1 and VsCT2 present a Lys3. It needs to be pointed out,
however, that in the Schiffer and Edmundson’s a-helical wheel pro-
jection of the peptides, this Lys> faces toward the hydrophilic side
of the amphipathic a-helix Fig. 4), so the amphipaticity of the helix
is not disrupted by this charged amino acid. What is intriguing is
that inactive VsCT1 and VsCT2 have Lys3 followed by Gly*, whereas
in active IsCT those same amino acids are present, but their order
is reversed. Although its antibacterial activity was not reported,
the antiviral peptide Hp1090 has a Lys and is able to permeabilize
phospholipid membranes [20], reinforcing the possible neutral role
of Lys3.

VmCT1 and VmCT2 are very similar in sequence and antibac-
terial activity (Fig. 1B, Table 2), but they show very different
hemolytic activities (Fig. 3). VmCT2 is mildly hemolytic at low (MIC
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range) concentrations, and displays a strong activity against human
erythrocytes at high concentrations, while VmCT1 is only mildly
hemolytic even at the highest concentration tested. The most struc-
turally significant difference in sequence between VmCT1 and
VmCT?2 is the change of Ala* in the former for Thr* in the later. This
Thr* extends the hydrophilic face of the VmCT2 «a-helix (Fig. 4),
which could imply a stronger interaction with the membrane of
the erythrocytes, and therefore, higher hemolytic activity. Never-
theless, since the hemolytic activity of both peptides is only mild
at the MIC range, whereas their antibacterial activity is strong and
broad, they constitute very valuable potential therapeutic tools.

VsCT1 and VsCT2 showed very low cytotoxic activities against
human erythrocytes. Although these peptides displayed no sig-
nificant growth inhibition with the assayed bacterial strains, they
could also constitute valuable frameworks for the design of novel
peptides with increased antimicrobial activity while keeping the
hemolytic activity low.

It is clear that further analyses on modified synthetic peptides
that could address the importance of the above-mentioned residues
on the structure and activity of the antimicrobial peptides from the
Vaejovidae family are required.

5. Conclusion

The venom produced by the different scorpion species is a rich
source of biologically active peptides. The universe of sequences
and activities is mind-defying. Some peptides are large and com-
plex, but other small peptides offer the possibility of a more detailed
and straightforward analysis of their structure, activity and evo-
lution. We have found four novel transcripts from the venom
glands of scorpions belonging to the family Vaejovidae. They are
assumed to code for antimicrobial-like peptides, which show dis-
tinctive amino acid sequences and different biological activities,
under our experimental conditions. They expand the universe of
small antimicrobial peptides described to date and contribute to
the understanding of the structure-function relationships that gov-
ern their activity; this could lead to the design of more effective
therapeutic tools.
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