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Resumen

Los escorpiones son organismos que presentan pocos cambios
morfolégicos desde su aparicion en el periodo silirico; han dominado casi todos
los climas, con excepcidon de los polos. Se han descrito 20 familias de alacranes
(escorpiones), de las cuales solo la familia Buthidae se considera de importancia
médica, En México existe un conjunto de alacranes del género Centruroides
perteneciente a esta familia. Una de las especies de mayor relevancia médica es
Centruroides limpidus debido al elevado numero de intoxicaciones que causa,

denominados intoxicaciones por la picadura de alacran (IPPA).

El objetivo principal de esta tesis fue determinar el tipo de componentes del
veneno de manera comparativa entre machos y hembras, por separado. Debido a
que presentan diferencias morfologicas y etoldgicas al igual que otros aracnidos
en donde se ha demostrado que existen diferencias en la composicion de sus
venenos. Los alacranes utilizados se colectaron en el estado de Morelos, en el
Municipio de Miacatlan, y en los alrededores de Iguala en el estado de Guerrero.
El veneno se obtuvo por estimulacién eléctrica y la fraccién soluble del mismo, se
analizé por técnicas de separacion cromatografica en columnas y electroforesis en
geles que permiten hacer una separacion en dos dimensiones (geles
“bidimensionales”). Adicionalmente, se determiné la masa molecular de los
componentes toxicos por espectroscopia de masas e identificacibn de genes
clonados a partir de una biblioteca de genes obtenidos de las glandulas

venenosas.

Se identificaron 92 componentes en el veneno de los machos y 81 en el
caso de las hembras. Cabe resaltar que mas del 45% de los componentes son
diferentes entre hembras y machos. Una posible explicacion en términos de la
diversidad de componentes detectada, pudiera estar relacionada la abundancia de
los componentes, ya que las hembras realizan un gasto energético importante
para procrear y darle cuidado a la progenie. Se ha demostrado que las hembras
gestantes o con sus crias en desarrollo, modifican sus habitos de caceria para

garantizar la ingesta de alimento y asi tener suficiente energia para terminar el

12
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proceso de crianza. Es posible que observemos una diferencia en los venenos de
machos y hembras que puede estar relacionada con una minimizacién de los

requerimientos energéticos para la produccion de veneno.

Finalmente, se realizO una caracterizacion e identificacion de genes que
codifican para péptidos y proteinas propias del veneno, a partir de una biblioteca
de ADN complementario (cCADN), elaborada a partir de ARN total obtenido de las

glandulas venenosas.

13
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1.-INTRODUCCION

Los escorpiones o alacranes son una de las formas de vida que mas ha
prevalecido en el planeta; se han encontrado fosiles que datan del periodo Silarico
(mas de 350 millones de afios). Se cree que tienen un origen acuético (Briggs,
1987). Taxonémicamente se clasifican dentro del Phylum: Arthropoda, es decir
gue poseen un exoesqueleto dotado de miembros articulados con movimiento
independiente; al Subphylum: Chelicerata esto se debe a que presentan
apéndices especializados que se ubican enfrente de la boca y cuya funcion es
detener y triturar los alimentos; Clase: Arachnida debido a que poseen 4 pares de
patas; Orden: Scorpionidae, (Botero, 2010). Taxondmicamente se dividieron en 20
familias y se han descrito alrededor de 208 géneros que se encuentran
distribuidos por todo el planeta, excepto en las regiones polares. Solo la familia
Buthidae se considera de importancia médica. En México se ha reportado
recientemente la existencia de 281 especies distintas de alacranes (Santibafiez-
Lépez, 2016)

1.1.-Anatomia general

Estos aracnidos presentan un exoesqueleto de quitina, que se divide en dos
tagmas: el prosoma y el opistosoma. El primero se compone de siete segmentos
cubiertos por una coraza, en donde se encuentran ubicados los queliceros, los
pedipalpos, las patas y por encima de la coraza los ojos medios y los laterales. El
opistosoma se compone de un mesosoma que corresponde propiamente al
abdomen que contiene peines, el esterndn, el opérculo genital; y un metasoma
que corresponde a los segmentos de la cola, el Gltimo segmento es el telson que

contiene en su interior la glandula venenosa y el aguijéon (Fig.1).

14
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Figura 1. Anatomia general de un alacran. A la izquierda vista dorsal (Ch, quelicero; le ojos laterales;
me, 0jos medios; ca, coraza; k, quillas. A la derecha Vista ventral: pd, Pedipalpos; op, opistosoma; pr,
prosoma; ms, mesosoma; mt metasoma; cx1, coxapofisis 1; cx2, coxapofisis 2; go, opérculo genital;
pm, membrana pleural; pt, peines; sp, espiraculo; st, esternon; t, telson; v, vesicula; a, aguijén. (Polis,
1990)

En cuanto al alacran C. limpidus es de un color claro amarillento, pertenece
a los alacranes rayados, debido a que presentan dos lineas de color obscuro a lo
largo del mesosoma, presentan un aguijon muy curveado, y pinzas muy delgadas,

por lo que su alimentacion la hacen con ayuda de la inyeccion de veneno en lugar

de desmembrarlos con las pinzas.
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1.1.2.-Anatomia de los machos
Existen diferencias morfolégicas Utiles para distinguir a simple vista los
machos de C. limpidus. EI mesosoma es mas angosto mide aproximadamente 0.5
cm de ancho, lo que concierne al metasoma presenta segmentos mas largos (Fig.
2). Para diferenciarlos también es util la posicion de los peines y la separacion del
opérculo genital. En el esquema se observa que los machos presentan cerdas

mas delgadas y largas. La separacion del opérculo genital es pequeiio (Fig. 3.).

Etolégicamente tiene un comportamiento mas solitario puesto que en

ningln momento depende su progenie de él.

1.1.3.-Anatomia de las hembras

Las hembras presentan un mesosoma de aproximadamente 1 cm de ancho
y segmentos mas cortos en el metasoma (Fig. 2), esta caracteristica permite que
las crias se mantengan en la superficie del metasoma. Como ya se mencioné
anteriormente, las caracteristicas de los peines y el opérculo genital son de gran
utilidad para clasificarlos: en las hembras se observan cerdas mas robustas y
cortas, asi como la separacién entre los peines es mayor que en los machos, y el

opérculo genital tiene bordes més curvos que en el macho. (Fig. 3).

Figura 2. Fotografia de alacranes C. limpidus. A) Hembra con mesosoma ancho y los segmentos del
metasoma cortos. B) Machos con mesosoma angosto y los segmentos del metasoma largos. H,

hembra, M, macho.
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Figura 3. Fotografia en posicion decubito dorsal de alacranes de C. limpidus. A) Macho. Se observan
los peines con cerdas largas delgadas (flecha azul), con poca separacion entre ellos (flecha verde) y el
opérculo genital en forma piramidal (flecha naranja). B) Hembra. Se observan los peines con cerdas
pequefias (flecha azul) y robustas, asi como la separacién de los peines es més pronunciada (flecha
verde), el opérculo genital se observa mas redondeado (flecha naranja).

1.2.-Distribucion

En México se encuentran alacranes del género Centruroides, estos
pertenecen a la familia Buthidae y son considerados de importancia médica. Entre
ellos, el de mayor importancia médica es C. limpidus debido a la alta incidencia de
picaduras en humanos. C. limpidus esta distribuido en los estados de Guerrero,
Morelos, Estado de México, Michoacén y en algunas zonas de Querétaro (Fig.4).
En el 2013 la incidencia de IPPA en los estados de Morelos, Guerrero y
Michoacan fue de 1801, 1762 y 784 casos por cada 100,000 habitantes
respectivamente (SUIVE, 2013). Anteriormente la picadura de este alacréan
causaba una gran mortalidad en nifios y en personas muy sensibles. Esto ha
disminuido por el uso de faboterapicos, que contrarrestan los efectos del

envenenamiento.
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Sierra Madre P 4 L. { -~
del Sur 7~ .

Figura 4. Distribucién conocida de C. limpidus. (Ponce-Saavedra, 2009). Se muestra con puntos negros
la presencia del alacran, en los estados de Morelos (1), Guerrero (2), México (3), Michoacéan (4), Puebla
(5) y recientemente se han descrito en Querétaro (6).

2.-ANTECEDENTES

En México desde hace ya mas de 30 afios se ha trabajado en el estudio de
los venenos de los alacranes. Debido a su importancia médica, el veneno del
alacran C. limpidus, fue el primero en el que se caracterizaron los componentes
toxicos; enfocandose principalmente en aquellos componentes que tienen efecto
sobre canales idnicos, y en especial los canales de sodio y de potasio (Possani,
1999).

2.1 Veneno
Los venenos de alacran son mezclas de: enzimas, mucoproteinas, lipidos,
aminoacidos libres, nucleétidos, aminas, compuestos heterociclicos, sales

inorganicos y péptidos (Ortiz, 2014).
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2.1.1 Componentes peptidicos del veneno
Estos componentes los agruparemos en péptidos con puentes disulfuro y
sin puentes disulfuro. En los primeros encontramos a las toxinas que afectan

canales ionicos, y en los segundos destacan los péptidos antimicrobianos.

Habitualmente la caracterizacion de los componentes peptidicos del veneno

se realiza a partir de mezclas de venenos de machos y hembras.

2.1.1.2 Toxinas que afectan canales iGnicos

2.1.1.2.1 NaScTx

Las toxinas que afectan los canales de sodio (NaScTX) se caracterizan por
ser péptidos largos de 61 a 76 aminoacidos y que estructuralmente presentan dos
a-hélices cortas y tres laminas B-antiparalelas. Esta conformacion se estabiliza por
un dominio conservado de 8 cisteinas, que conforman 4 puentes disulfuro. Dos de
ellos unen los motivos a y B, y los dos restantes estabilizan el sitio activo de la
toxina (Possani, 1999; Rodriguez de la Vega, 2005). Estas toxinas reconocen
sitios en los canales de sodio, tanto de los mamiferos como de los insectos. Se
han clasificado en dos grupos de acuerdo al sitio que reconocen del canal. El
primero de estos grupos al que se le conoce como a-NaScTx lo conforman las
toxinas que se unen de manera voltaje dependiente al sitio 3 del canal y modifican
la inactivacion del canal es decir, prolongan el potencial de accion, llevando mas
tiempo para cerrar el canal. El segundo grupo son las B-NaScTx y se unen al sitio
4 del canal de manera independiente del potencial de membrana y afectan la
activacion del canal. Los canales se abren en potenciales mas negativos,
usualmente disminuyendo el pico maximo de permeabilidad a sodio (Jover, 1980;
Wheeler, 1983).
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Las toxinas que se encuentran reportadas del alacran C. limpidus, (Fig.5)
son 3: Clllque afecta canales ionicos de crustaceos (Lebreton, 1994, Alagon,
1988), Clllm (Ramirez, 1994) y CIlI2 (Dehesa-Davila, 1996). Las tres se
describieron como beta toxinas que se unen al sitio 4 de los canales de sodio
voltaje independientes, comprenden 66 aminoacidos y presentan 8 cisteinas en la
posicion (12,16, 25, 29, 41, 46, 48 y 65), que dan lugar a los 4 puentes disulfuro

antes mencionados.

En 2002 Corona obtuvo diversos precursores de toxinas de sodio, a partir
de los mensajeros como ClI2b, CII3, Cll4 ClI5b, Clli5c, Cli6, ClI7, Cli8, CII9 (Fig. 6),
estos datos fueron solo fueron sometidos a Genbank, no fueron publicados.

Ccl11 KEGYLVNKSTGCKYGCEWLGKNENCDKECKAKNQGGSYGYCY SFA #'I GLPESTPTYPL

Ccliz KEGYLVNHST I YEEliKLGDNDREQYGKGAGGY AFHLYEQAVVWPL

Clllm KEGYIVNLSTYE KLGDNDY/CLRECKQQYGKGAGGY CYAFGC HLYEQAVVWPL
Khkkkshk KhKAAKk k2 Kk Kk Kk kkk . ke Kkkkkeok hkEk K k. kK

Ccl11 PNES[CE

Cll2 PKKT

Clllm PEKTLC

* ek ek

Figura 5. Secuencias de aminoacidos de las toxinas para canales de sodio del alacran C. limpidus.
Comprenden 66 aminoacidos, con 8 cisteinas (recuadros rojos), que forman 4 puentes disulfuro.
Registrado en Swiss-prot ClI2 P59898.1; ClI1 P45667.1; Cllim P45666.1. Los * indican los aminoacidos

conservados, : cambios semiconservativos.




C1l19 MNSLLMITACLILIGTVWAEDGYLFDKRKRCIILACIDKTGDKNEDRNCKK-~EGGSFGHC
C1l13 MNSLLMITACLAVIGTVWAKEGY TVNYYDGCKYACLKLGENDYCLRECKARYYKSAGGYC
Ccl14 MNSLLMITACLALIGTVWAKEGY IVNYHDGCKYECYKLGDNDY CLRECKLRYGKGAGGYC
Cll2b MNSLLMITACLALVGTVWAKEGYLVNHSTGCKYECYKLGDNDY CLRECKQQYGKGAGGYC
cl17 MNSLLMITACLVLEGTVWAKEGYLVNTYTGCKY JCWKLGENKY CIDECKE--IGAGYGYC
Cl1lé6 MNSLLMITGCLVLIGTVWTKEGYLVNMKTGCKYGCY ELGDNGYCDRECKA--ESGNYGYC
¢ e TVSAKEGYLVEKSNGCKYECFKLGENEHCDTECKAPNQGGSYGYC
Cll5c MNSLLMITACLVLEGTVWAKEGY LVNKSTGCKYGCEFWLGEKNENCDMECKAKNQGGSYGYC
Cl15b MNSLLMITACLAETGTVWAKEGY LVNKSTGCKYGCFWLGKNENCDKECKAKNQGGSYGY(C|

* & :::i:*:__ *_ * . * :** . *:*
Cc119 SYSACWCKGLPGSTPISRTPGKTICKE—
C113 YAFACWCTHLYEQAVVWPLEPNKTICY GK
Ccl14 YAFGCWCIHLYEQAVVWPLPKKRCNGK
Cl12b YAFGCWCIHLYEQAVVWPLPKKTICNGK
c117 YGFGCYICEGFPENKPTWPLEPNKTICGRK
Clle YTVGCWCEGLPNSKPTWPLEPGKSCEGK
Cc1l18 DTFECWCEGLPESTPTWPLPNKSCGEKK
Cll5c YSFACWCEGLPDSTPTYPLPNKSCEEKK
C1l15b YSFACWCEGLPDSTPTYPLPNKSCEEK

*:* - * * *

Figura 6. Secuencias de aminoéacidos de los precursores de toxinas para canales de sodio del
alacran C. limpidus. Se muestran las secuencias de 9 precursores (Corona M.); el péptido sefial se
muestra subrayado y las 8 cisteinas en recuadros rojos.

De esta forma podemos observar que de este alacran ya se tiene la
informacion de la secuencia de aminoacidos de 9 toxinas supuestamente
especificas para canales de sodio. Como las toxinas identificadas por clonacién no
se han ensayado fisiologicamente, no sabemos si son efectivas en causar

modificacion de los mecanismos de apertura y cierre de los canales de sodio.

2.1.1.2.2 KScTx
Las toxinas que afectan canales ionicos de potasio (KScTx) son péptidos
con una longitud de 23 a 42 aminoacidos, que estructuralmente presentan un
motivo a-hélice/lamina B y que es estabilizada por 3 o 4 puentes disulfuro
(Rodriguez de la Vega, 2004). Estas toxinas bloquean el flujo de iones en los
canales y se clasifican de acuerdo a la estructura primaria y a la disposicion de los

puentes disulfuro en: a, B, y Y K.
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Se han caracterizado 6 toxinas que afectan canales de potasio del alacran C.
limpidus: CIITx1 (38 aa), ClITx2 (36 aa; Martin, 1994), ClIErgTx1 (41 aa),
ClIErgTx2, CIIErgTx3 y CIIErgTx4 (42 aa), (Corona, 2002). La CIITx1 y CIITx2 (Fig.
7) tienen 3 puentes disulfuro para estabilizarlas, mientras que las toxinas CIIErgTx
se estabilizan por 4 puentes disulfuro (Fig. 8). Estas ultimas se denominaron
Ergtoxinas, por que actuan sobre canales de potasio que estan codificados por los
genes humanos hERG, de la familia ether a go go.

Ccl1lTx1 ITINVH SPQt HCKDRFGQHAGKGC
CllTx2 TVIDVKHCTISPEKQC CIEIYGRH&GA
_*:******'*** Khdhe okekkk ********
Figura 7. Secuencias de aminoacidos de las toxinas para canales de potasio del alacran C. limpidus.

Se muestran las toxinas ClITx1 y ClITx2, presentan 6 cisteinas, que forman los 3 puentes disulfuro.
Genbank ClITx1 AAB32772.1; ClITx2 AAB32773.1

CllErgl DRDSCVDEKSRCISKYGYYQRECODCCKKAGHNGGTICME FRICK{CIA -

CllErg4 DRDSCNVDEKSKCAKYGYYGQCDECICKKAGDRAG YLECKCNQ

Cl1lErg3 DRDSCNVDESKCSKYGYYGQCDECICKKAGDRAG YFERCKLCNG

CllErg? DRDSCNVDEKSKCSKYGYYGQCDECICKKAGDRAG YFECKCENP
* %

ThkEkrkdrrdkFkeFaddkddd ke HThhddk + :ir..-**

Figura 8. Secuencias de aminoacidos de las toxinas para canales de potasio del alacran C. limpidus. Se

muestran las cuatro toxinas Erg reportadas con las ocho cisteinas que forman los cuatro puentes
disulfuro. Tomado de Swiss-prot ClIErgl Q86QV0.1; ClIErg2 Q86QU9.1; CIlIErg3 Q86QUS8.1; ClIErg4
Q86QU7.1

Existe solo un reporte de un KScTx purificado en el veneno de machos de
Opisthacanthus madagascariensis (Yamaji, 2004), sin embargo, no se ha

dilucidado la funcién de este componente en el veneno.
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2.1.1.2.3 CaScTx
Estos péptidos poseen afinidad por diferentes tipos de canales de calcio (CaScTx),

por esta razén la longitud de estos péptidos es muy variable desde 33
aminoacidos como las calcinas (Quintero-Hernandez, 2013, Valdivia, 1991), hasta
péptidos largos de mas de 60 aminoacidos como la calcicludina (Schweitz, 1994) y

las w-agatoxinas (Pringos, 2011).

2.1.2 Péptidos sin puentes disulfuro (NDBP)

Los péptidos carentes de cisteinas tienen longitud variable y muestran
principalmente actividad antimicrobiana. Entre estos esté la Stigmurina (De Melo,
2015). Cabe resaltar que ademas de actividad antimicrobiana estos péptidos
pueden tener otras actividades, la anticancerigena como el péptido TsAP de Tityus
serrulatus (Guo, 2013). En C. limpidus, hasta este momento, no se han reportado
la presencia de péptidos con actividad antimicrobiana, en el veneno. Sin embargo,
esta reportada la presencia de una defensina en la hemolinfa de este alacran
(Rodriguez de la Vega, 2004)

2.2 Transcriptémica:

Durante la ultima década se han utilizado diferentes estrategias para
explorar un poco méas la diversidad de los componentes de los venenos de
alacran. Una de las herramientas mas empleadas para conocer los componentes
del veneno es la construccidén y secuenciacion de bancos de ADNc obtenidos a
partir de ARN mensajeros obtenidos de la glandula venenosa. En la tabla 1 se
resumen las especies para las que se han realizado librerias de ADNc, usando
RNAseq o por secuenciacion de clonas al azar, para caracterizar los transcritos

presentes en las glandulas venenosa de los alacranes.
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Tabla 1.- Alacranes con transcriptémica realizada.

Especie

Urodacus Yaschenkoi
Vaejovis

Mesobuthus gibbosus
Centruroides tecomanus
Scorpiops jendecki
Hadrurus gertschi
Lychas mucronatus
Tityus stigmurus
Pandinus imperator
Heterometrus petersii
Hottentotta judaicus
Centruroides noxius

Pandinus cavimanus

Referencia
Luna-Ramirez, 2015
Quintero-Hernandez, 2015
Diego-Garcia, 2014
Valdez-Velazquez, 2013
Ma, 2009

Schwartz, 2007

Zhao, 2010

Almeida, 2012

Roeding, 2009

Ma, 2010

Morgenstern, 2011
Renddn-Anaya, 2012
Diego-Garcia, 2012

Scorpio maurus palmatus Abdel-rahman, 2013

Estos trabajos se realizaron bajo diversos enfoques desde una descripcion
de los componentes del veneno (Schwartz, 2007), enfoques comparativos por
region (Zhao, 2010), hasta andlisis filogenéticos (Roeding, 2009; Santibafiez-
Lépez, 2015). Gracias al empleo de estas estrategias hemos pasado de conocer

unos cuantos péptidos, ya fuesen toxinas o NDBP, a tener al alcance cientos de

secuencias para cada especie de alacran.
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2.3.-Diferencias intersexuales del veneno de alacran

Se han realizado pocos trabajos cuyo objetivo es identificar si existen
diferencias en la composicion de los venenos entre hembras y machos de la
misma especie de alacran. Tal es el caso de Tityus nororientalis (Buthidae). En el
trabajo de De Souse (2010), describen diferencias de toxicidad entre ambos.
Yamaji (2004) demostré6 que existen componentes que solo se han logrado
caracterizar en el macho de Opisthacanthus madagascariensis. Recientemente en
el trabajo de Rodriguez-Ravelo (2015) se observan diferencias en los venenos de

Rhopalurus junceus.

Sin embargo, existen algunos trabajos de aracnidos enfocados a analizar
diferencias en el veneno ligadas al sexo, pero se ha demostrado que las
preferencias de depredacién, tanto en estrategias de caceria (Webber, 2013),
como en preferencias en el tamafio de las presas (Pekar, 2011) demostré que las
hembras paralizan con mayor eficiencia a sus presas. Incluso se ha demostrado
que en las arafas, el canibalismo sexual favorece el desarrollo de las crias
(Rabaneda-Bueno, 2008). Es posible que esta diferenciacion también se presente
en la composicién del veneno de los alacranes, ya que estad es una herramienta
para cazar, defenderse de sus predadores, e incluso juega un papel en el
apareamiento, en el trabajo de Francke, (1979) esta documentado que durante la
danza reproductiva los machos del alacran Megacormus pican a la hembra.

Con estas evidencias podemos suponer que existen diferencias en la composicién
del veneno de hembras y machos del alacran C. limpidus, dado que presenta

diferencias morfolégicas y etoldgicas.
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3.-JUSTIFICACION

De las especies de alacranes mexicanos se han hecho algunos estudios
pioneros a nivel mundial. Del alacran Hadrurus gertschi se describio el primer
transcriptoma de glandulas venenosas (Schwartz, 2007), que es un alacran no
peligroso al humano. También se reporté un estudio completo del transcriptoma,
obtenido por pirosecuenciacion, de las glandulas venenosas del alacran C. noxius
(Rendon-Anaya, 2012), que contiene el veneno méas potente de los alacranes

mexicanos.

Sin embargo, de C. limpidus solamente conocemos algunas toxinas
especificas para canales ionicos, a pesar de que este alacran se considera el de
mayor importancia médica. Por lo que este trabajo contribuira para conocer mas
componentes peptidicos del veneno y conocer si estos componentes se expresan

diferencialmente entre machos y hembras o no.
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4.- HIPOTESIS

Existen diferencias etolégicas y morfologicas entre la hembra y el macho de
algunos aracnidos en los que se ha demostrado que la composicion de los
venenos esta ligada a cada sexo. Si el alacran C. limpidus presenta estas
diferencias etoldgicas y morfoldgicas entonces también puede verse reflejado en
la composicion de los venenos. De manera adicional se identificardn nuevos

componentes presentes en el veneno del alacran C. limpidus.




5.-OBJETIVO GENERAL
Caracterizar los componentes peptidicos y proteicos del veneno y la
caracterizacion transcriptomica de la glandula venenosa de machos y hembras del

alacran C. limpidus,

5.1.-Objetivos especificos
1. Obtener, de manera independiente el veneno de hembras y machos y
purificar sus componentes por diversas técnicas cromatograficas y

electroforéticas.
2. Determinar la masa molecular los componentes peptidicos.

3. Obtener un banco de ADNc a partir de ARNm presentes en el telson tanto

de hembras como de machos.

4. Analizar y comparar los resultados obtenidos para machos y hembras y

compararlos con la literatura.

e Realizar secuenciacibn masiva del transcriptoma, para analisis

comparativo bioinformatico.
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6.-METODO

6.1.-Material bioldgico
Los alacranes fueron colectados en los alrededores de Igual, Guerrero y en

Miacatlan, Morelos.

El veneno obtuvo mediante estimulacion eléctrica el veneno de alacranes C.
limpidus, separandolos por género, machos y hembras, usando las caracteristicas

mencionadas anteriormente.

Las glandulas venenosas fueron retiradas de los alacranes siete dias

posteriores a la obtencién del veneno.

6.2.- Estimacion de la concentracion del veneno.

El veneno obtenido por estimulacion eléctrica se resuspendid en agua
tetradestilada y centrifugo por 8 min a 16000xg. El sobrenadante se transfirid a un
tubo limpio, se estimd la concentracion por absorbancia a 280 nm., considerando
que una unidad de absorbancia corresponde a 1mg/ml de proteina.

6.3.- Cromatografia de exclusion molecular
Las muestras se separaron en una columna de 60 x 0.9 cm, de Sephadex G-50
medio, en un flujo isocratico de 0.5 ml/min de acetato de amonio 20 mM pH 4.7.
Las fracciones correspondientes a pesos moleculares altos se almacenaron para
procesarlas por electroforesis bidimensional y posteriormente mandar las manchas
a espectrometria de masas. En cuanto a las fracciones recuperadas por exclusion
molecular que corresponden a pesos moleculares medianos y pequefios se

separaron por cromatografia de fase reversa.
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6.4.- HPLC fase reversa
Se realiz6 cromatografia liquida de alta presion de fase reversa en una
columna Cis analitica (250 x 10 mm) de la compafiia Vydac® (Hisperia, CA, USA).
Se utilizé un gradiente lineal a partir de un solvente A (agua en 0.12% de
trifluoroacetico (TFA)) a 60% del solvente B (acetonitrilo con 0.1% de &cido

trifluoroacético), con un flujo de 1ml/ml en 60 y en 90 min.

Las fracciones fueron colectadas manualmente y concentradas rota-vapor

para analizarlas posteriormente por espectrometria de masas.

6.5.-Caracterizacion proteica por electroforesis bidimensional

6.5.1.-Cuantificacion proteica de veneno
La fraccion |, obtenida a partir de cromatografia de exclusion molecular de
los venenos a analizar, se liofilizé y se resuspendié en solucion de rehidratacion
(Urea 7M, Tiourea 2M, CHAPS 4%(w/v), Farmalito 3-10 2% (v/v), DTT 40mM). Se
tomaron 2 pl para cuantificarlos con el kit 2D-Quant® (GE Life sciences, USA)
para determinar qué cantidad de muestra seria aplicada en la electroforesis.

6.5.2.-Electroforesis bidimensional y analisis de imagenes
Se usaron tiras de poliacrilamida de 7cm con gradientes de 3-10 no lineal
(GE Healthcare). Se colocaron en solucion de rehidratacién con 0.5% de anfolitos
y 44 ug de muestra durante 14 horas. Se realizé6 el isoelectroenfoque a la
temperatura de 20 °C, usando el Ettan IPGphor 3® (GE Healthcare), en donde el
voltaje se incremento linealmente de 300 a 5000 V por 2.5 h, seguido por un

voltaje constante de 5000 V hasta alcanzar 6500 V/h.
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Antes de la segunda dimensién, las tiras se incubaron por 20 min en
solucion amortiguadora de equilibrio SDS Laemmli con 1% de DTT y después con
2.5% de iodoacetamida por 10 min. Las tiras equilibradas se insertaron en geles
de SDS-PAGE al 12 % y se separaron a voltaje constante a 30 V. Se uso6
Coomassie para la tincién de proteinas. y posteriormente se envio a la unidad de
protedmica del IBT-UNAM para su identificacion de las manchas.

6.5.3. Identificacion de proteinas por LC-MS
Las muestras fueron previamente reducidas con dithiothreitol (Sigma-
Aldrich; St Louis, MO, USA), alquiladas con iodoacetamida (Sigma-Aldrich) y
digeridas con Tripsina en 50mM bicarbonato de amonio (pH 8.2) a 37°C por 18
horas.

Los péptidos obtenidos de la digestion antes mencionada fueron desalados
con Zip Tip C18 (Millipore; Billerica, MA, USA) y aplicados en un sistema LC-MS.
En el sistema LC se utilizd un gradiente de 10-80% de solvente B
(agua/acetonitrilo con 0.1% de acido formico) en 120 minutos utilizando una
columna capilar ID 0.75 pm y 10cm largo RP-C18) con un flujo de 300
nanolitros/minuto; el en sistema MS se utilizé6 un espectrémetro de masas LTQ-
Orbitrap Velos (Thermo-Fisher Co., San Jose, CA, USA) con ionizacién por nano-
electrospray.(ESI). La adquisicion de datos fue por CID y HCD Ver anexo 2.

6.6.-Obtencion del banco de ADNc
El banco de ADNc se prepar6 a partir del ARN de la glandula venenosa, el

cual se purificé y cuantificé previamente.
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6.6.1.-Obtencion de ARN
A partir de 2 grupos de 5 alacranes previamente ordefiados 5 dias antes, se
colectaron las glandulas venenosas para obtener el ARN utilizando el kit SV Total
RNA Isolation System ® Promega (Anexo 2). Se cuantificO a 260 nm en un

espectrofotometro Nanodrop 1000 de la ® Thermo Scientific (San Jose, CA, USA).

6.6.2. Obtencion de ADNc

Se utilizé el kit In-fusion SMARTer Directional cDNA Library Construction®
Clontech (Clontech Laboratories Inc. Japan) (Anexo 2) para obtener el ADN de
doble cadena el cual se insertd en los vectores pSMARTER2FD®clontech (grupo
1 de alacranes) y TOPO-TA®Invitrogen, PKS®pharmacia biotech, (grupo 2 de
alacranes) Las dos reacciones de ligacion se transformaron en células de
Escherichia coli DH5a por electroporacion. Se cuantificé el banco de ADNc por
titulacion en placa y se conservd en glicerol al 50%, a -80°C. Para analizar el
banco de ADNc se realiz6 PCR de colonia; las colonias que presentaron un
amplificado mayor a 500 bp se mandaron a secuenciar. Los datos se analizaron
en Ape Plasmid Editor, BLASTx (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/), ClustalO
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/), Expasy Translate (http://web.expasy.org/),

Signalp (http://www.cbs.dtu.dk/services/) , ProP (http://www.cbs.dtu.dk/services/) ,

ProtParam (http://web.expasy.org/), Spider P

(http://www.arachnoserver.org/spiderP.html)
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7.-RESULTADOS:

7.1 Analisis protedbmico

7.1.1 Separacion del veneno total por HPLC en fase reversa
En esta separacion se usé un gradiente de 0 a 60% acetonitrilo con 0.1%
de acido trifluoroacetico en 60 min. Las muestras de veneno tanto de machos y
como de hembras se separaron en HPLC fase reversa, y se recuperaron las
fracciones (Fig. 9). Estos datos no son comparables; sin embargo, en la figura se

muestran los perfiles cromatograficos exploratorios.
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Figura 9. Perfiles cromatogréaficos de fase reversa del veneno de hembras (rojo) y machos (negro). La
cantidad de muestra aplicada fue de 2.41 mg para las hembras y 2.08 mg para los machos.
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Los perfiles son similares, cabe destacar que en el tiempo de retencion
22.08, se observa una mayor absorbancia en el veneno de machos. Los perfiles

cromatograficos individuales se encuentra en el Anexo 1 (Fig. S1y Fig. S2).

Sin embargo, existe un desplazamiento en la muestra de las hembras, este

comportamiento podria sugerir que la muestra de las hembras es mas hidrofébica.

7.1.2 Andlisis protedmico de los componentes obtenidos
A continuacién, se muestra una tabla de los pesos moleculares obtenidos
por espectrometria de masas a partir de las fracciones colectadas por
cromatografia de fase reversa. En la tabla se indican los tiempos de retencion con
su equivalente, es decir, el pico que corresponde en hembras al mismo tiempo de

retencion de machos.

Bajo estas condiciones de purificacion se identificaron 61 pesos
moleculares para los machos y 58 para las hembras, al realizar la comparacion
entre estos componentes se encontrd que existen 38 componentes Unicos para
machos y 35 componentes Unicos para hembras, este fendbmeno se puede
explicar por un efecto de concentracion relativa, es decir que los componentes

estén presentes, pero en baja concentracion y no logramos identificarlos.
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Tabla 2. Pesos moleculares de los componentes obtenidos, de hembras y machos de C.

limpidus.
TR Masas Hembras (Da) TR Masas Machos (Da)
3.53 3.6235
4.1 4.2072 347
461 487 47104
7.31 1073 7.5287
9.6998
10.1511
10.6715
11.06 932
11.36 932
13.96 2550
14.37 2550/2607.00
14.88 14.93 2549.09
15.23 908.19
15.52 15.45 2449.1
15.9 904 15.87 2274
16.28 2570 16.33
16.73 2611.3 16.69
17.18 2570.14
17.63 17.56 3767.43/2611.43
17.88 3767.1
18.84
24.77 6445.01 24.74 4067.29
25.05
25.38 3986.75 25.38
25.95
26.17 4048.55
26.58 4751.72
26.9 4760 27.07 4199.03/4748.8
27.65 4199.3/2828.00 27.82 6947.2
28.06 4481.38/2782
28.17 6946.8 28.25 6965.67/3897.31
28.64 6946/8356.00/2781.0 28.43 4481.38/6965.67
29.2 7224/6964.00 29.22
29.37 7388.02/7075.77/6827.48
29.9 7545/7290.78/6964.0 29.68 7075
30.29 6482.7/6387.00 30.07 7559.2
30.61 7616.53/7558.80 30.55 7578/7299.05
30.87 6464.45 31.04 7542
31.24 7297.47/6464.00 31.54 6990.24/7579
31.96 7138/7541.00/7577.0 32.24 7562
32.18 7577.03 32.24 7562.36/7004.31/7242.94
(=)



Continuacién Tabla2.

TR Masas Hembras (Da) TR Masas Machos (Da)
32.84 7228/7577.00 32.6 7242.3
33.14 7241.6
33.38 6103.9/7241.60 33.49 7302.5/7243.05
33.86 7241 33.77 10861.05/7776.65/7302.63/70
34.33 7385.7/7656.00/7205.0 34.17 7774.94/6838/7385.69
34.77 7205/13585.00 34.6 6839.01/7461
34.97 6839.3
35.51 7315/7351.60 35.39 7462.45/7316.3
35.73 7464/7317
36.27 7315/6901.00 36.27 7318.17
36.65 6900/7315.00 36.6 7318
37.09 7474.8
37.64 6872 37.56 7474.8
37.96 7038.7/4474.8
38.32 8020.12 38.25 5325.2
38.75 16070/5325
39.21 6780.94 39.33 7489
39.83 6574.7
40.07 6782.83
40.31 6781.52 40.42 6575.54
40.71 7568.4 40.79 7568.69
41.28 6767.5
41.7 6767/6159.60 41.79 6160.53/7568
42.33 42.46 1413.7

Tomando como criterio aquellas diferencias que son muy notorias entre los
cromatogramas (Fig. 11) se seleccionaron para indagar mas sobre los péptidos
presentes en los picos diferentes, A pesar de que en algunos picos los pesos
moleculares en hembra y macho son los mismos, la proporcién es diferente, tal es
el caso de la fraccion 22.08 que esta mayormente representada en los machos.
Se decidi6 determinar la secuencia del amino-terminal, de las fracciones
seleccionadas para tener mas informacion: También se realizé un alineamiento
local de la secuencia de aminoacidos para identificar a que familia de péptidos
pertenece estos datos se analizaron por separado y se muestran en las tablas 3y
4.
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Tabla 3. Secuencias de amino terminal de los péptidos del veneno de

hembras de C. limpidus.

Tiempo Secuencia Hembras Alineamiento %ldentidad
retencion
21.95 KYXYNDDDSKSEXMVV Indefinida

1
TVINVKY QKPWNXLPXXK

Xl
22.37 TVINVKXTSPKQXLPPXK  Potassium channel toxin  95%

EIYGRHAGAKXMVGKXH alpha-KTx 2.12; Toxin IDENTIDAD

XSX Ce5 Sequence ID: E 1E-16
sp|POC165.1|KAX2C C
ENEL

39.21 KEGYPMNSKGXKIGXVIG BETA NEUROTOXINA 74%

NT Css IX PRECURSOR IDENTIDAD
Sequence ID: E 2E-05
gb|ADY17426.1]

39.83 KEGYALNKDGXPIPYLLD Indefinida

SAYXNKEQVQP

55.09 DDQAIVVEALVVT Indefinida
=


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/90111814?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=8WV9GKN5015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/90111814?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=8WV9GKN5015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/324035394?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=9G87TDJF015

Tabla 4. Secuencias de amino terminal de los péptidos del veneno de

machos de C. limpidus.

Tiempo Secuencia Machos Alineamiento %identidad
retencion
22.08 KYXYNDDGQKSEPMVV Indefinida
KYXQYGTXY//
TVILVKATSPKXXXPVXK
Y
22.60 TVINVKXTSPKQCLPPX  Potassium channel toxin 96%
KEIYGRHAGAKKM alpha-KTx 2.12; Toxin Ce5 identidad
Sequence ID: 2E-21
sp|POC165.1|[KAX2C CEN
EL
40.07 RDGYALRKDGXATPXL Indefinida
40.42 KEGYPMNSEGXKIGXVI Putative  beta-neurotoxin 68%
GNTFXDTE RjAa8 Sequence ID: identidad
SP|E7CLN3.1|SCX8 RHOJ 4E-08
U
55.15 DXQXIVVEXLVVTESAFT Venom metalloproteinase 66%
KRFETTKALTEYVTVMY antarease; VMPA identidad
Sequence ID: 3E-06

sp|P86392.2|VMPA TITSE

7.1.3 Cromatografia de exclusién molecular de veneno total

Con el fin de mejorar la identificacion de los componentes del veneno de

machos y hembras, se realiz6 una segunda estrategia de purificacién entonces se

propuso inyectar primero las muestras en una columna de exclusién molecular, se

aplicé el veneno de C. limpidus, de hembras y machos por separado, se colecto

por volumen (0.5 ml/tubo), se obtuvo la absorbancia a 280 nm, y se separaron las

fracciones de acuerdo a las Fig. 10 y 11, en fraccion I, Il 'y 111,

——
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Figura 10. Cromatograma de exclusion molecular del veneno de hembras C. limpidus. Se aplicaron 3
mg de veneno en 200 pl de una columna (60 x 0.9 cm) de Sephadex G-50, usando un flujo isocréatico de
0.5 ml/min en presencia de 20 MM de amortiguador de acetato de amonio pH 4.7.
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Figura 11. Cromatograma de exclusion molecular del veneno de machos C. limpidus. Se aplicaron 4.8
mg de veneno en 200 pl de una columna (60 x 0.9 cm) de Sephadex G-50, usando un flujo isocratico de

0.5 ml/min en presencia de 20 mM de amortiguador de acetato de amonio pH 4.7.
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La fraccidén | de la separacién por exclusion molecular tanto de hembra
como de macho se sometieron a una separacion en un sistema de electroforesis
bidimensional, en esta fraccibn se encuentran componentes de mayor peso
molecular como proteasas, fosfolipasas entre otras se ha demostrado que estos
componentes eluyen en tiempos muy prolongados en HPLC de fase reversa
(Batista, 2004). Los componentes de mediano y bajo peso molecular que
tipicamente corresponden a las toxinas de sodio y potasio, se separaron por HPLC
fase reversa, usando gradientes de 0 a 60 de %B (acetonitrilo con 0.1% de &cido

trifluoroacético) en 90 min.

7.1.4 Electroforesis bidimensional de la Fraccion |
Se implement6 una separacion por electroforesis bidimensional bajo las
condiciones descritas en el apartado 6.5. En la Fig. 12 se muestran los perfiles
electroforéticos obtenidos de la fraccion I. A) macho; B) hembra (B). Se aplicé la
misma cantidad de muestra de macho y de hembra, este resultado sugiere que la
diferencia entre los venenos puede radicar en la abundancia relativa de los

componentes.

v
v

A — B
3 pH 10 3 pH 10
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Figura 12. Electroforesis bidimensional (acrilamida al 12%), de la fraccion | de veneno de machos y
hembras. Usando un isoelectroenfoque de pH 3-10 no lineal de la fraccién | previamente obtenida por

exclusion molecular. A) macho y B) hembra.
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Las manchas de los geles se secuenciaron en la unidad de proteémica del
IBT-UNAM. Se identificaron serina proteasas, metaloproteasas, fosfolipasas,
hialuronidasas y proteinas de la superfamilia CAP (Alérgenos), se identificaron en
ambas muestras. La tabla 5 muestra los tipos de proteinas que se lograron

identificar para cada mancha de los geles antes mencionados.,

Tabla 5 Identificacion de proteinas por secuenciacion LC/MS del veneno de machos y hembras del

alacran C. limpidus.

Mancha Proteina/Uniprot Proteina/Uniprot
Hembras Machos
0 CRISP AOAOCI9RFK9 CRISP AOAOC9RFK9
HIALURONIDASA P85841
1 DEFENSINA C5WzX1 HIALURONIDASA P85841
FOSFOLIPASA Q45720 HIALURONIDASA WOHFN9

CRISP AOAOC9RFK9

4 FOSFOLIPASA V8NHIS8
SERINA PROTEASA T1DED9

5 CRISP AOAOCIRFKO
6 FOSFOLIPASE V8NHIS
7 ALERGENO B2D0J4 SEF;'(')\'AAngV%EQSA
8 FOSFOLIPASE VBNHI8
9 HIALURONIDASA AOA154P1HO
11 CRISP AOAOCIRFK9 HIALURONIDASA P85841
CRISP F8THJ4 CRISP AOAOCIRFK9
SERINA PROTEASA AOAOA9ZBZ4
CRISP AOAOCIRFK9
HIALURONIDASA WOHFNO9
HIALURONIDASA P85841
14 CRISP AOAOCIRFK9 CRISP F8THJ4
CRISP F8THJ4 HIALURONIDASE P85841
15 CRISP AOAOCIRFK9 HIALURONIDASE P85841
CRISP F8THJ4 CRISP AOAOCIRFKO
16 CRISP AOAOCIRFK9 CRISP AOAOCIRFK9
CRISP F8THJ4 FOSFOLIPASE C T2HPE4
18 CRISP AOAOCIRFK9
20 CRISP AOAOCIRFKO

HIALURONIDASA P85841
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Se identificaron los tipos de proteinas presentes en el veneno de machos y
hembras a partir de la electroforesis bidimensional, en estos resultados podemos
observar que la distribucion de las hialuronidasas esta en mayor proporcion en los

machos.

Otro aspecto importante es que funciébn tienen en el veneno los
componentes denominados como CRISP, que también estan ampliamente
distribuidos en el veneno de esta especie de alacran. Entre estos componentes es
comun encontrar algunos alérgenos presentes en venenos de otras especies de

artrépodos.

7.1.5 RP- HPLC de la fraccion Il.

La fraccion 1l del veneno de C. limpidus, de hembras y machos se separé
en cromatografia de fase reversa, inyectando 1 mg de ambas fracciones. Al
realizar la sobreposicion de los cromatogramas de la fraccion Il del veneno de
hembra y macho se observan varios picos evidentemente diferentes (figura 13).
Los perfiles cromatogréficos individuales se encuentra en el Anexo 1 (Fig. S3 y
Fig. S4).
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Figura 13. Perfiles cromatogréaficos de fase reversa de la fraccién Il del veneno de hembras (rojo) y
machos (azul). Se us6 un gradiente de 0 a 60 % acetonitrilo con 0.1% de acido trifluoroacetico en 90

min. De ambas fracciones se inyecto 1 mg.

En esta sobreposicion podemos observar un fendbmeno similar al de la
figura 9, las fracciones 22.08 de la primera estrategia de purificacion corresponde
al tiempo de retencion 32.58 en esta estrategia de purificacion, en ambas

estrategias se observa una mayor proporcion de esta fraccién en los machos.

Al igual que en la primera estrategia se realizd la determinacion de las
masas, en esta ocasion se determind la fraccion Il de hembras y machos estas se
muestran en la tabla 6. En esta estrategia de purificacion se identificaron 59 pesos
moleculares para los machos y 41 para las hembras, estos datos se analizaran en

conjunto con los datos mencionados en la seccion 7.1.2.
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Tabla 6. Pesos moleculares de los componentes obtenidos de la fraccion 1l del veneno de hembras y

machos de C. limpidus.

TR Masas hembras (Da) TR Masas machos (Da)
25.34 1109, 771 23.96 904
25.92 2570.57 25.92 2570.19
26.46 2612.25 26.72 3766.86, 2612.25
27.42 927 29.3 3435, 3879.54
29.21 3453.68 30.68 764.67, 1078
31.04 4179.78,4079.93 29.8 3880.05
32.6 3421.28, 4192.2 33.34 4241.8
33.17 4242, 4192.1 32.58 3421.13
33.75 4242 35.01 4036.02, 3951, 1012
34.84 7018, 4035 36.26 6891, 4882, 3954
36.09 6889.01, 4866.89, 3953.77 36.53 4032
36.76 4172.48 36.82 3973, 4174.32, 4284.6
38.1 3987.08 37.66 893, 4082
39.15 4048.3, 4238 38.16 3987.75
39.97 4761.31 39.9 4762
41.74 2748.2 40.1 4761.04, 2829.19
42.3 6946.72, 4498.7, 2782 40.45 4200.19, 7488, 3886.48
43.12 6965.62 40.89 4200.19
44.59 6516.05 41.78 2748.5
45.59 6465 42.46 4498.91, 6948, 2782.33
46.58 7270, 6466 42.66 4499.3, 3987.2
47.06 7139.06,7578.18, 6847.3 43.3 6965.03
48.02 6989.48, 7579.26 44.25 6260.77, 7841
48.81 7228.44, 7847.3, 7579 44.76 6516.3, 7416
49.42 7243 45.45 7075.08, 6386.97
52.44 6793.79 46.79 7578.74

[ =)



Continuacioén tabla 6.

TR Masas hembras TR Masas machos
53.96 7318.36 48.09 7578.39, 6989.65
54.36 7318.73 49.6 7242.58, 7561.3, 7848.2
5494 7319.71 50.88 7303, 17937, 6839.64, 7229
56.3 6873, 13593.7 51.7 7050.48, 6839.24, 7386
58.34 6783 51.94 7385.4, 6839
59.09 6575.15 52.39 6839.16
61.63 6782.83 53.04 7703.09, 7317.92, 6946.9
54.08 7464, 7318
54.78 7318.5, 7552.6
55.04 7320, 6930.19
56.02 6146.42
59.82 6781.99
60.27 6576.2
61.23 6783.77

machos, en comparacion con las hembras. Al hacer las comparaciones, se
encontr6 que alrededor del 40% de los componentes de la fraccion Il son
diferentes entre hembra y macho de C. limpidus. Este fendbmeno también se
presentd en la separacion de la fraccion soluble del veneno de machos y hembras

por HPLC de fase reversa, y las diferencias mas notables en la purificacién del

Se determindé que existe una mayor cantidad de componentes en los

veneno total también se presentan con esta estrategia de purificacion.

El péptido presente en la fraccion 32.58 presente en los machos que corresponde
al tiempo 22.08 de la primera estrategia de purificacion tiene el mismo peso

molecular en hembras y machos, por lo que podemos suponer que solo se

encuentra en proporciones diferentes.
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7.1.6 RP- HPLC de la fraccién lll.
La fraccion IlIl del veneno de C. limpidus de hembras y machos se separd en

cromatografia de fase reversa, inyectando 100 ug de ambas fracciones.

Se realiz6 la sobreposicion de la fraccion Il del veneno de hembras y
machos se muestran en la (figura 14). Se observan tres picos aparentemente
diferentes; sin embargo, las fracciones de las hembras no presentan un perfil
cladsico de absorcion de un péptido, con dos maximos uno a 230nm y el otro a
280nm, estas fracciones presentaron un maximo de absorcion en 260nm, no se
logro identificar estos componentes. Los perfiles cromatograficos individuales se

encuentra en el Anexo 1 (Fig. S5y Fig. S6).

0.5 60

A230
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Figura 14. Perfiles cromatograficos de fase reversa de la fraccion Ill del veneno de hembras (rojo) y
machos (azul). Se us6 un gradiente de 0 a 60 % acetonitrilo con 0.1% de acido trifluoroacetico en 90

min. De ambas fracciones se inyecto 1 mg.

Se realiz6 la identificacion por masas de algunos componentes de la
fraccion 1ll de machos, estos se muestran en la tabla 7. Las fracciones de las

hembras no se lograron determinar.

Al analizar las tablas de las fracciones Il (tabla 6) y Il (tabla 7), se observo que la
separacién no tuvo la resolucion suficiente para los componentes menores a
1000Da.
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Tabla 7. Pesos moleculares de los componentes obtenidos de la fraccion 1l del veneno de hembras y
machos de C. limpidus.

TR Masas machos (Da) TR  Masas hembras (Da)
12.98 ND 12.62 ND
30.06 2096 14.6 ND
31.4 763.6
31.65 3437

Con estos datos se estimé la diversidad de los pesos moleculares de los
componentes de los venenos (Fig. 15), en donde se observa que la mayor
abundancia corresponde a los pesos moleculares entre 3000-7000 Da,
tipicamente las toxinas de alacran que reconocen los canales de sodio y de
potasio, tienen pesos moleculares en este rango.

Diversidad de componentes

20 -
Hembra
Macho
10
. '- N - B
0.2-1 1-2 23 24 45 56 a7 T8 89 910

10-18

Diversidad (%)

Peso molecular (KDa)

Figura 15. Proporcion relativa de los pesos moleculares de los componentes encontrados en el
veneno de hembras y machos de C. limpidus.
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7.2. Andlisis transcriptdmico
A partir de la biblioteca de ADNc obtenida de las glandulas venenosas de C.
limpidus, machos y hembras, se mandaron a secuenciar 38 clonas de hembras y

38 clonas de machos con los resultados que se describen abajo.

En las siguientes figuras se presentan los alineamientos de los componentes
encontrados a partir del ADNc de las bibliotecas de las glandulas venenosas de

hembras y machos de C. limpidus.

Se han encontrado los precursores Cli2b, CII3, Cll4, Cli5b y Cll5c*, que
previamente ya se habian descrito para C. limpidus. Dentro de los transcritos de
las librerias, tuvieron identidad con varios alacranes del mismo género, como C.
noxius, C. gracilis y C. suffusus; también se encontraron identidad con toxinas de

otros géneros, como Rophalurus junceus.

En la figura 16 se presentan las secuencias de machos que tuvieron identidad con
toxinas que reconocen a canales de sodio o0 precursores previamente reportados
de C. limpidus. En la figura 20 se encuentran las toxinas de hembras, con las

caracteristicas antes mencionadas.
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Identiclad 93.5%
EIJ
Ci2b KEGYLVNHST* Iwc LG DMD YIL RE Imm GKGAG GYIYAFGMTHLYE QAR LF' IWTIN Gk 68
SmanCi2 KEGYLYNHST i LGDNDYELREGKOOYGKGAGGYE Y AFCBMNETHL YEQAVWVAR LP KK TETGH 68
‘onsarvation
Cusality
CONSEnsUS KEGYLVNHS TGCK YECYKLGDNDYGLRE CKOOY GKGAGGYC Y AFGONG THLYEQAVVIAR LB IKK TG - G
Identidad 79.7%
60
oﬂ:!KEGY|vmwlemlLVLGEMD*{ILHEIMHWKSAGGYI?AFA“THLYEQMWPLPMK;IYGK B9
SmAnCIiMI 05 KEGYLYDYHTGEK Y TRAK LGONDYBVREBRLRY vas AHGYE v A F ARMETHLYE QAVWWP LPNERBKGK 68
Consenvation 7
Quality
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Figura 16. Alineamiento de las secuencias encontradas en la biblioteca de la glandula venenosa de
machos de C. limpidus, con identidad de toxinas de sodio o sus precursores que fueron descritas
previamente para C. limpidus. Las secuencias denominadas como SmartCIlIM son de la genoteca de
machos, el nimero indica la clona. ClI2b, ClI3, ClI5b: NaScTx putativas de C. limpidus.

Los alineamientos solo se realizaron en la region funcional, es decir en la regiéon
del péptido maduro. La clona SmartCIM2 tiene una identidad de 99% con el
precursor ClI2b, presenta un solo cambio en la posicion 66 de Asparagina (N) por
Treonina (T). La clona SmartCIM105 tiene un 80% de identidad con el precursor

ClI3 y la clona SmartCIM21 es idéntica al precursor ClI5b.
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Figura 17. Alineamiento de las secuencias encontradas en la biblioteca de la glandula venenosa de
hembras de C. limpidus, con identidad de toxinas de sodio o sus precursores que fueron descritas
previamente para C. limpidus. Las secuencias denominadas como SmartCIIH son de la genoteca de

hembras, el nimero indica la clona. ClI2b, Cll4, ClI5b, ClI5c: NaScTx putativas de C. limpidus.

Se encontraron algunas de las toxinas de sodio ya descritas para C. limpidus, tal
es el caso de las clonas 2M, 34H y 58H que corresponde al precursor ClI2b,
también las clonas 21M, 70M, 10H y 24H que corresponde o tienen similitud con el
precursor ClI5c*, la clona 24H, 39H, 66H y 21M corresponden al precursor CII5b,

las clonas 105M, 46H corresponden a CII3 y Cll4 respectivamente.

En las figuras 18 y 19 se presentan las secuencias que tuvieron identidad con
toxinas pertenecientes a otros alacranes, tanto del género Centruroides como de

otros géneros.
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Figura 18. Alineamiento de las secuencias encontradas en la biblioteca de la glandula venenosa de

machos de C. limpidus con identidad de toxinas de sodio 0 sus precursores. Las secuencias

denominadas como SmartClIM son las secuencias obtenidas en la genoteca de machos, los niameros

corresponden a la clona. Cn10: beta-NaScTx C. noxius Cnl1l: NaScTx C. noxius; Cnl12: alfa NaScTx C.

noxius; RjAa9: putativa alfa-NaScTx de Rophalurus junceus.
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Figura 19. Alineamiento de las secuencias encontradas en la biblioteca de la glandula venenosa de
hembras de C. limpidus, con identidad de toxinas de sodio o sus precursores. Las secuencias
denominadas como SmartCIlIH son de la genoteca de hembras, el nimero indica la clona. CsslX;
putativa NaScTx de C. suffusus; LVP1-a: Péptido activador de lipolisis Lychas mucronatus; Cn12: alfa

NaScTx C. noxius; Cg2: putativa NaScTx de C. gracilis.

Se encontraron toxinas de sodio pertenecientes a otros Centruroides tal es el caso
de las clonas 102M, 103M, 109M, 122M, 127M, 17H y 38H que son similares a la
toxina Cnl12 (C. noxius), las clonas 9M, 89M, y 132M tienen similitud con la toxina

CngtlV, las clonas 70M, 36M, 14H, 8H y 123M, corresponden a Cnl0, Cnll,
CsslX, Cg2 y RjAa9 respectivamente.

Se han encontrado menos toxinas especificas para canales de potasio en las
bibliotecas de ADNCc de las glandulas venenosas de hembras (figura 20) y machos

(figura 21), con respecto a las toxinas de sodio.
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Figura 20 Alineamiento de las secuencias correspondientes a toxinas de potasio encontradas en la
biblioteca de la glandula venenosa de hembras de C. limpidus. Las secuencias denominadas como
SmartClIH son de la genoteca de hembras, el nimero corresponde a la clona. ClITx1: KScTx de C.
limpidus; Ts12: KScTx de Tityus serrulatus; TdiKIK: KScTx de T. discrepans; Tco4l: KScTx T.
costatus.
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Figura 21. Alineamiento de las secuencias correspondientes a toxinas de potasio encontradas en la
biblioteca de la glandula venenosa de machos de C. limpidus. Las secuencias denominadas como
SmartCIIM son de la genoteca de machos, el nimero corresponde a la clona. TdiKIK: KScTx de T.

discrepans;
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Se encontraron toxinas de potasio ya descritas para C. limpidus, tal es el caso de
las clonas 21H y 28H que son idénticas a la alfa-toxina de potasio ClITx1. Cabe
destacar que se han encontrado toxinas de potasio de cadena larga como son las
clonas 27M y 67H que son similares a la beta-toxina TDIKIK de Tityus discrepans.
También encontramos la clona 7H y 27H que corresponden a la Tco4l de Tityus

costatus.

Como tercer componente importante del veneno encontramos a los péptidos
antimicrobianos, los cuales se encontraron tanto en hembras (Fig. 22) como en
machos (Fig. 23).

Identidad 68%
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Figura 22. Alineamiento de las secuencias correspondientes a péptidos antimicrobianos encontradas
en la biblioteca de la glandula venenosa de hembras de C. limpidus. Las secuencias denominadas
como SmartClIH son de la genoteca de hembras, el nimero corresponde a la clona. Bmka2: péptido
antibacterial &cido de Mesobuthus martensii; TSAP-2: péptido antimicrobiano 2 de T. serrulatus; TsAP-

1: péptido antimicrobiano 1 de T. serrulatus.
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Figura 23. Alineamiento de las secuencias correspondientes a péptidos antimicrobianos que se
encontraron en la biblioteca de la glandula venenosa de machos de C. limpidus. Las secuencias
denominadas como SmartCIIM son de la genoteca de machos, el nimero corresponde a la clona.
Bmka2: péptido antibacterial &cido de Mesobuthus martensii; TsAP-1: péptido antimicrobiano 1 de T.
serrulatus; Mauriporin: péptido antimicrobiano de Androctonus mauritanicus; Ponericin-W-like:
péptido antimicrobiano insecticida de Lychas mucronatus; Ap4-TITCO: putativo péptido

antimicrobiano de T. costatus.

Se han identificaron diferentes tipos de posibles péptidos antimicrobianos:
cortos, como las clonas H33, H56, M65, M106, M118 y M128. Cabe mencionar
que las clonas M65 y M106 se pueden alinear con péptidos que son cortos y
multifuncionales, debido a que son antimicrobianos e insecticidas. Sin embargo,
no son los Unicos porque los péptidos con los que se alinea la clona M28, se han

reportados manifestar actividades citotdxica y antimicrobiana.




Previamente se habia descrito una defensina que es un péptido
antimicrobiano en la hemolinfa del alacran C. limpidus (Rodriguez de la vega,
2004), no obstante, esta es la primera evidencia de que la glandula venenosa de
C. limpidus produce precursores que codifican para péptidos antimicrobianos de

diferentes familias.

También se han encontrado componentes que presentan identidad con
proteinas musculares, proteinas hipotéticas, proteinas vesiculares, serina

proteasas, metiltransferasas, entre otras (Tabla 8)

Tabla 8. Secuencias peptidicas obtenidas a partir de las librerias realizadas a partir del ARN de la

glandula venenosa de machos y hembras del alacran C. limpidus.

Muestra/clona  Secuencia Similitud Identidad/

expectancia

Macho/ Proteina hipotetica 91% / 7E-31
SmartClIM94 KGVCSTHKSFHDLSSNRRKPDWFLS [Opisthacanthus

cayaporum] Sequence

ID: emb|CAX51406.1]

Macho/ KEVQDEKRIFGGRFANPGEFPWMVF  Serin proteasa 69% / 9E-59

SmartCIlIM96 IRLTDELNCSGFLISPSYVLTAAHCMI  [Hottentotta judaicus]
RPLEEMWAKIGTVDREEGQEYRFQS Sequence ID:
SRVHPDYSNLTYHGDIALLKLTSPVV  gb|ADY39513.1|
FDQNINRICLANDRNFYRGNTPVL

Macho/ SGINAELPGRPLELFMCSVLKRQGY sarl, isoforma B Macho/
SmartCIlIM97 GEGFRWLAQYI [Drosophila SmartCIlIM97
melanogaster]
Sequence ID:
ref[NP_651025.1|
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Continuacioén tabla 8.

Muestra/clona  Secuencia

Alineamiento

Macho/ MASRGPAYGLSAQVANKLASKRDPELENEIVHWIQEI

SmartCliIM107 MGQKLPNGPYEEVLRDGTVLCNLMNKLMPGCIQKIN
TSGGQFKMMENINRFQEAAKKYGVPEIDVFQTVDLW
ERRNIPQVTQCLMALGRACYTHPEYQGPCLGPKPS
EENKRTFTEEQLRAGEGIINLQYGTNKGATQSGQNF
GNTRHM

Hembra/Smart MKKFRLDCLAAMERIREDRPITIKDDKGNTSKCIADIV
CliH1 SLFITIIDKLRLEIRAMDELPPDLKELNETMSRLSLI

Hembra/Smart MKVLCLLLIVAFVQLSKQDPCHWREMDLCAATGLLA

CIlIH30 LONNPVPONEAEIDTQCTYLKETVDCANNYTNKCAT
PLYKQLISFATAESQENLKGFCTPGNELRKTLLKHSS
CLAEVWNEQAACTTDARAAIEKISSVEPRDRLNLAC
CTYRRFRLCGTSYVEKKCGAEARDFVLNLSHSS

Hembra/Smart MCDDDVAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSI

ClIH51 VGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKY
PIEHGIVTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLT
EAPLNPKANREKMTQIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLY
ASGRTTGIVLDSGDGVSHTVPIYEGYA

posible proteina muscular
[Hottentotta judaicus] Sequence ID:
gb|ADY39534.1|

Proteina vacuolar VPS28, putativa
[Ixodes scapularis] Sequence ID:
ref|XP_002402690.1|

Proteina de salivaSal4
[Rhipicephalus annulatus]
Sequence ID: gb|AGR45927.1|

actina, parcial [Scytodes thoracica]
Sequence ID: gb]AIW62600.1

De una forma general se observd que la distribucion en los precursores

identificados en hembras y machos es variable (figura 24), ya que existen ciertas

particularidades: una de ellas es la proporcion de toxinas de potasio encontradas;

sin embargo, aun falta secuenciar mas clonas para obtener resultados

concluyentes.
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Diversidad de transcritos
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Figura 24. Proporcion relativa de las secuencias obtenidas de las bibliotecas de ADNc de las glandulas
venenosas del alacran C. limpidus.

En la figura 24 se muestra una clasificacion general de las secuencias
identificadas de las glandulas venenosas al igual que en otros alacranes de la
familia Buthidae las toxinas de sodio se encuentran en mayor proporcion (Rendon-
Anaya, 2012, Ruiming, 2010, Valdez-Velazquez, 2013, Diego-Garcia, 2014). En
esta comparacion es evidente que las hembras presentaron mas transcritos
codificantes para KScTx y los machos presentan mas transcritos con identidad a
péptidos antimicrobianos, sin embargo el tamafio de la libreria solo nos permite
observar una pequefia fraccion de la diversidad de los transcritos, aun asi la
diversidad de las KScTx que observamos aqui puede estar dada por la seleccién
de las toxinas hacia ciertas presas, pero para corroborar estos datos es necesario

profundizar estos analisis en C.limpidus usando otras estrategias.
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8.- Discusion

En la literatura se describe que en muchos animales existe una
diferenciacion morfolégica entre hembras y machos, como se describe en los
trabajos sobre aracnidos de Carlson,2014, Fox, 2015. Inclusive se ha demostrado
gue estos animales tienden a cambiar su comportamiento (Webber, 2013) desde
los habitos de caceria, la practica de canibalismo del macho durante el
apareamiento (Rabaneda-Bueno, 2008). Se asume que esto ocurre, porque en la
etapa reproductiva implica un gran costo energético para las hembras. Estos
cambios de comportamiento al parecer garantizan el éxito del desarrollo y
supervivencia de la descendencia. Por estas circunstancias se planted la hipotesis
de que existen diferencias entre la composicién del veneno de hembras y machos,
ya que es una herramienta para cazar y defenderse de sus predadores, por lo que
significaria una caceria con mayor probabilidad de ser exitosa.

Este trabajo se realiz6 con alacranes C. limpidus, que tienen una amplia
distribucién, abarcando 6 estados (Ponce-Saavedra, 2009), entre estos destacan
el estado de Morelos y Guerrero, debido a su alta incidencia en cuanto a

intoxicaciones por picadura de alacran (SUIVE, 2013).

Por estas razones, este alacran ha sido objeto de estudio, desde diferentes
enfoques. En este caso se plantea la hipétesis de que existen diferencias en el
veneno de hembras y machos de este alacran. Se ha reportado que en otros
alacranes de la familia Buthidae presentan diferencias en sus venenos, desde que
encuentren péptidos Unicos para uno de los géneros, (Yamaji, 2004), como que
presenten diferencias en cuanto a toxicidad o antigenicidad (De souse, 2010).
Recientemente se ha realizado un trabajo comparativo entre machos y hembras
de Rhopalurus, en donde se hace una comparacion con mayor profundidad y se
ha demostrado que en este alacran existen diferencias de alrededor de 63%
(Rodriguez-Ravelo, 2015).
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En este trabajo se realizé una comparacion entre los componentes de los
venenos de hembras y machos del alacran C. limpidus, considerando la aplicacion

de dos distintas metodologias analiticas, la prote6mica y la transcriptomica.

Para la parte protedbmica se usaron dos metodologias diferentes para la
separacion de los componentes, y posteriormente se analizaron una respecto a la
otra. En la primera estrategia (separacion directa del veneno por RP-HPLC) se
identificaron en total 61 masas para machos y 58 masas para las hembras (tabla
1), en este analisis la diferencia de componentes se encuentra alrededor del 40%
de los componentes, es decir, componentes identificados solo en las hembras o
en los machos. En la segunda estrategia que fue por exclusibn molecular, se
obtuvieron tres fracciones, la primera fraccion se separd por electroforesis
bidimensional, la segunda y tercera fraccion se separaron por RP-HPLC. Los
péptidos de alto peso molecular que se encontraron en la primera fraccion, se
separaron 20 manchas de hembra y 20 manchas de macho (figura 15), que tienen
similitud con tripsina, serina proteasas, metaloproteasas, hialuronidasas y CAP
(tabla 4). Cabe mencionar que una gran proporcion de los machos corresponden a
alérgenos/CAP y metaloproteasas. En esta seccibn no podemos hacer una
comparacion propiamente por secuencias. Sin embargo, su distribucion es similar
en hembras y machos, con excepcién de las hialuronidasas que se encuentran

mayormente distribuidas en los machos

En la segunda fraccién se obtuvieron en total 41 péptidos en hembras y 59
péptidos en machos, estos corresponden a los péptidos de mediano peso

molecular (tabla 5).

En la tercera fraccion solo se lograron identificar dos masas para los
machos que corresponden a péptidos (tabla 6); sin embargo, se observaron

componentes que no son de origen peptidico, los cuales no se pudieron identificar.

60

——
| —



Con el fin de incrementar la identificacion de los péptidos del veneno, se
consideraron todos los péptidos obtenidos para realizar la comparacion. Al
conjuntar los datos se identificaron 93 componentes para machos y 81 para
hembras mas del 45% de los componentes son diferentes entre machos y
hembras. Estas diferencias posiblemente sean por la abundancia relativa de los
componentes, y por esta razon, algunas no las podemos detectar.

Por otra parte, se realizé un estudio de los transcritos presentes en la
glandula venenosa de hembras y machos para complementar la informacion que
obtuvimos por protedmica. A pesar de que el tamafio de la libreria no fue
representativo, podemos estimar una idea general de la diversidad de transcritos
(figura 30). Este analisis mostr6 que las secuencias de los transcritos tienen
identidad con toxinas de otros alacranes previamente descritas las cuales se sabe
gue afectan canales i6nicos, principalmente de sodio y potasio. Estos transcritos
estdn en mayor proporciéon y este fendmeno se ha descrito en otros alacranes de
la familia Buthidae (Renddén-Anaya, 2012, Ruiming, 2010, Valdez-Velazquez,
2013, Diego-Garcia, 2014). También se obtuvieron secuencias parciales de serina

proteasas y otras proteinas celulares (tabla 7).

Es posible que las diferencias observadas estén relacionadas con el papel
bioldgico en las hembras. Como ya se menciond, en términos de que el costo
energético para desarrollar la descendencia es muy alto, es posible que soélo

sintetice con cierta prioridad los péptidos que incrementan el éxito en la caceria.

Finalmente, una de las perspectivas planteadas para este trabajo fue
realizar RNA-seq de la glandula venenosa de este alacran, tomandose en cuenta
los datos preliminares del RNA-seq, los datos encontrados en esta tesis, y los
datos conocidos de la literatura, hemos incluido secuencias mas relevantes en dos
tablas que resumen todo el conocimiento actual sobre esta especie de alacran. Si
tomamos de forma conjunta las toxinas o péptidos que presentan caracteristicas
correspondientes a las toxinas que reconocen a canales de sodio, tanto de

machos como de hembras encontramos 40 de estos péptidos (Tabla 9).
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De manera similar, si conjuntamos todo lo que se sabe y lo que
determinamos en esta tesis sobre péptidos que corresponden a toxinas que se
unen a canales de potasio encontramos 23 péptidos como se muestra en la Tabla
10.

De esta forma, pensamos que el trabajo realizado en esta tesis contiene
informacion relevante para el conocimiento de los péptidos téxicos a humanos,
presentes en este veneno. Esto es fundamental si queremos utilizar esta
informacion para el desarrollo de posibles anti-venenos eficaces en contra de la
picadura de C. limpidus, o si eventualmente alguno de estos componentes pueda

ser utilizado como modelo para el desarrollo de posibles farmacos.
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Tabla 9. Secuencias de NaScTx de C. limpidus.

Id entificador

Péptido senal

Péptido maduro Observaciones

Alfa-NaScTx

comp25788_c0

MKYSISIAVFCLLALEAESR

KDGYPWNSGNCKYECWNDDKCVDLCKKRGATKGYCYRRNVSCYC

Putativa-RNAseq
QGLPONEPIMKSGRCNPGGGRRKTAGKREK

KKDAYPVDGSNCRYPCWRNAYCDELCKERKAESGYCYTWSLWCW

compdB8307 _cd_seql

{compd8549 _c0_seq2

MKRFILFISCLMVIGVVVES

MNYFILLFVATFLLLDWNC

M IFV, M iva-R
icomp45272 cl_seql NYFVLIFVAALLMLGWNC CIGLADDTPT QVNAGCAPSGK Putativa-RNAseq
KNDYPVDENGCKIACQENAPCAAACKFNKAEGGVCPWSYRCWCYG
compd6036 _cl_seql MNYFILSLVAALLILHVNCI Putativa-RNAseq
LPDSVTTEENCKGKRK
RDGYPIASNGCKFGCSGLGENNPT CNHVCEKKAGSDYGYCYWWTC g
lcomp46764_c0 MNSIFVVALTILLLGIERSES Putativa-RNAseq

YCQHVAEGTVLWGDSGT GPCMS
KDGYPIDSNGCTFRCDILINDCDTVCESRKANNGTCSSSNLACYCEG
LPSDADVSDDPTKNDCS
KKDGYPVDAKNCKFECWKNAYCDKLCKDKRAESGYCYGWNLSCYC
EGLPDDEPIKTSDRCYGTR

Putativa-RNAseq

Putativa-RNAseg

comp50676_c0_seq2

MKFLLLIALTCLLALGVEC

KKE GYPVDSGNCMYECLRDKYCHNDLCLERKADSGYCYLGKFSCYC

P a-RI
YGLPDNSPTKTSDRCNPAKGK utativa-RNAseq

lcomp50676_c0_seq1

MKFLLLIALTCLLAL GVEC

KKDGYIVDSGNCKYECLRDDYCKDMCLKRKADDGYCFLGKFSCYCY
Putativa-RMNAseq
GLPDNSPIKT SGKCKGK

SmartH17

MNSIFAIALTILLLGIERSES

RDOGYPIASNGCKFGCSGLGENNPT CNHVCEKKAGSDYGYCYAWTC

Putativa-genoteca
YCEHVAEGTVLWGDPGTGPRMT




Continuacion tabla 9

ldentificador

Peptido seiial

Peptide maduro

Obs ervaciones

SmartH38

MMNSIFWVVALTILLLGIARSEL

RDGYPLASNGCKFGCSGLGENNPTCNKICDEKAGSDYGY CYWWTCYC

Futativa-genoteca

QHVAEGTVILWGDSGTGPCKS
RDGYPIASNGCKFGCSGLGENNPTCHNHVCEKKAGSDYGYCYAWT CYC

Smarth109 MESIFAVALTILLLGIERSES Putativa-genoteca

QHVAEGTVLWGDPGTGPCNT
Beta-NaScTx
KEGYLWVNKST GCKYGCFWLGKNEN CDKECKAKNQGGSYGYCYSFAC

cin Caracterizada
WCEGLPESTPTYPLPNKSCE
KEGYIWVNLSTGCKYECYKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFGCW :

Clim Caracterizada
CTHLYEQAVVWPLPKKTCT
KEGYLWNHSTGCKYECFKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFGC ,

clz Caracterizada
WCNHLYEQAVVWRPLPKKTCH
KEGYLVNHSTGCKYECYKLCGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFGC

Ciizb MNSLLMITACLALVGT VWA Putativa-re portada
WCTHLYEQAVVWRPLPKKTCHGK

MNSLLMITACLAVIGTVW KEGYIVNYYDGCKYACLKLGENDYCLRECKARYYKSAGGYCY _

Cll3 Putativa-reportada
A AFACWCTHLY EQAVVWPLPNKTCYGK
MNSLLMITACLALIGTVW KEGYIWNYHDGCKYECYKLGDNDY CLRECKLRY GKGAGGYC _

cli4 Putativa-reportada
A YAFGCWCTHLY EQAVVWPLPKKRCNGK
MNSLLMITACLAEIGTVW KEGYLVNKSTGCKYGCFNLGKNENCDKECKAKNQGGSYGYC ;

Clisb Putativa-reportada
A YSFACWCEGLPDSTPTYPLPNKS CSKK
MNSLLMITACLVLFGTVW KEGYLVNKSTGCKYGCFNLGKNENCDMECKAKNQGGSYGY

Clli5c Putativa-reportada

A

CYSFACWCEGLPDSTPTYPLPNKSCSKK




Continuacion tabla 9

Identificador Péptido senal

Péptido maduro

Observaciones

MNSLLITACLVL KEGYLVNKSTGCKYGCFWLGKNENCDMECKAKNQGGSYGYCYS :
Cllsc™ Putativa-reportada
FVWA FACWCEGLPDSTPTYPLPNKSCSKK
MNSLLMIIGCLY KEGYLVNMKTGCKYGCYELGDNGYCDRKCKAESGNYGYCYTVG :
Cll6 Putativa-reportada
LIGTVWT CWCEGLPNSKPTWPLPGKSCSGK
MNSLLMITACLY KEGYLVNTYTGCKYICWKLGENKYCIDECKEIGAGYGYCYGFGCY
cl7 Putativa-reportada
LFGTVWA CEGFPENKPTWPLPNKTCGRK
KEGYLVKKSNGCKYECFKLGENEHCDTECKAPNQGGSYGYCDTF _
cClis8 TVSA Putativa-reportada
ECWCEGLPESTPTWPLPNKSCGKK
MNSLLMITACLIL EDGYLFDKRKRCTLACIDKTGDKNCDRNCKKEGGSFGHCSY SAC
Clis Putativa-reportada

IGTVWA WCKGLPGSTPISRTPGKTCKK

MFKSFIFASLLL DDIPAGYPINSFGCIYLCYYGPEEIKCEQFCKYLGGSYGYCYFYAC .
compi3804_c0_seq1 Putativa-RMNAseq

MCIKV DA YCEYLSETVPQIKNQKYFGCSNGQWKITTTEKP

MLNTLISLFLVVA GTEVPGGYPVHNRFNCTYPCYYGEDEEQCQQFCTLLKGGFGYCY :
comp48346_c0_seqi Putativa-RNAseq

VSLLTYVNVE MYTCYCERLPESVKQIKKFKISGCSNGSWDITSVTKLYGSSR

N AATEL M DVNGFLVNKNGCVYPCKSDESGNKKCHKRCYILGGSRGYCKLYN
comp49479_c0_ CUREVER CYCEGLPVDVKTVKSFTYSPCTTSGN GGQIKYANAIQEFSLNKLYF  Putativa-RNAseq

hla g;J'I KVLILHASVLLI

com p4UHERAQ0R &y e

KK
KDGYPVDNKGCKISCVISGKFCDTECKMRKASSGYCYSLSCYCEG
LPENAKVSGKATSTCGGK

Putativa-RNAseq




Continuacion tabla 9

ldentificador

Péptido sefial

Péptido maduro

Observaciones

comp49865_c0_seqd

comp50566_c3_seqi

MKVLILIASVLLIGVE
C
MKFLILIVASLVIVGY
Q5

KEGYPMNSKGCKIGCVIGNTFCDTECKMLKASSGSCWTFGL
ACWCKGLPEDVEVWDSATNKCGGK

KDGY PMDHKGCKISCVINNQY CETECVRKVLKGKKGY CYFWK
LACYCEGLPNWAKVWDRATNKCRAN

Futativa-RNAseq

Futativa-RNAseq

compd0566_c3d_seqld

comp50566_c3_seqd

MKFLILIVASLMIGVY
Qs
MKLLILILASLMRLGY
QN

KDGY PMNHEGCKESCLINNRY CEIICVDFM KAKKGYCYFWKL
ACY CEGLPDWAKVWERATN KCRAN
KDGYAMRSDGCTIPCLFDNSFCNRKCIEQKGKSGYCYFLKQ
SCYCAQLPDDKVYPSATNKCRAN

Futativa-RNAseq

Futativa-ENAseq

compd1743_c1_seqd

comp113382_c0_seq1

MIHTACLALIGTVWA

MKTATIVILTVLLIGV
QA

KKDGYLVDKTGCKYTCWKLGENKYCNREC TWKHRGGNYGY
CYGFGCYCEGLADSTQTWPLPNKRCGKK
KDGYLINEDYCRYRCWNLGKNTYCNNLCLTNGGKFGYCYRF
SCYCEKLPDTYTIWGEPGTPTCGHASD

Futativa-RNAseq

Futativa-ENAseq

compi128707_c0_seq1

MKIVVLFFCLVGTVV
A

VRRHGYILMDGKFMECFMEEERFLEQGTDYCDLKCKERGA
KTGVCCYGGCYCYDIEDDEKVVDVSRFRSKLCKYLTEV

Putativa-RNAseq

Smarti2

SmartH8

MNSLLMITACLALIV
WA
MKTFVLALCLVLIGM
VYA

KEGYLVNHSTGCKYECYKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGY
CYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPKKTCTGK
KDGYLVSRNDGCKLSCAPMIGDRFCHIECTSMNHRGDEGYC
YLLGCY CRGMPEDAEVYPLPNKSCGGK

Futativa-genoteca

Futativa-genoteca




Continuacion tabla 9

Identificador

SmartM9

SmartH46

SmartM105

Peptido sefial Peptido maduro
KKDGYLVNKYTGCKVNCYKLGENKFCNRECRAKHRGGDYGYCY
GFGCYCEGLADSTETWPLSNKRCGKK

MNSLLMINACLALIGTVW KEGYIVNYHDGCKYECYKLGDNDYCLRECKARYGKRAGGYCYAF
GCWCTHLYEQAVVWPLPKKRCNGK

MNSLLMITACLALIGTVW KEGYLVDYHTGCKYTCAKLGDNDYCVRECRLRYYQSAHGYCYAF
ACWCTHLYEQAVVWPLPNKRCKGK

MNSLLMIIACLVLIGTVWA

Observaciones

Putativa-genoteca

Putativa-genoteca

Putativa-genoteca




Tabla 10. Secuencias de KScTx de C. limpidus.

ldentificador Péptido s efial Péptido maduro Observaciones

Alfa-KScTx
Climx1 MINVKCTSPQQCLRPCKDRFGQHAGGKCINGKCKCYP Caracterizada
Clim:2 TVIDVKCT SPKQCLPPCKEIYGRHAGAKCMNGKCKC Caracterizada
comp35128_cl_seq2 MM VY LVAFLVLSVLLVANVSPVEG IPTGGCPVIDALCT KYCKSNKYGKSGKCTGPNKT TCKCSL Putativa-RNAseqg
compd1788 cl seql MKFVFALLLLSILTITTVPTLVRG SGQCARDSDCORECMTVDKCQYGTCYCKTTGK Putativa-RNAseq
compd2306 cl seq1 MMMLREFHILGVLLASGVCS I;ZR{;ED O L LR Las iRt VeI Putativa-RNAseq
compd2306 cl seq? MMNLRFILGVLLANGVCS I:;EQARCNNLWDSDN SRS A e Putativa-RNAseg
compdd432 c1 seql MEAVYGILILLFCSMFDLSQQ TFINHKCKSSSECLPACKAAIGRASGKCINSTCKCYY Futativa-RNAseq
comp30237_cl_seql MKAFYGILINLFCSMFNLSEE VADKKCSSS5SECWPACKKAVGTFQGKCMNGGCKCYP Putativa-RNAseq
comp54004 cd seql MEAFYGILIILLF CSMFNLNES TVINVECT SPKQCLPPCKENGRHAGAKCMMNGKCHCSKIG Putativa-RMNAseq
comp54004_cd4_seqT MKAFYGILIILLFCSMFNLNES TVINVKCT SPQQCLRPCKDRFGQHAGGKCINGKCKCYP Putativa-RNAseq
comp54004 cd seq? MEVFYGILLIFVFCSLYNLSQS TIHNEKCFATSQCFTPCKKAIGSLQSKCMNGKCKCYNIG Futativa-RNAseq
comp54004_c4 seq8  MKAFYGILILLFCFMFDLNES IFIDVDCTVSKECWAPCKAAVGVDRGKCMGKKCKCYP ‘Putativa-RNAseq
comp54004_cd4_seq11 MKVFYGILILLFCSMFNLSQQ TFIDVKCGSSKECWPPCKAAFGKARGRCMNKQCNCS Putativa-RNAseq
Beta-KScTx
comp36746_cl_seql MVAAGRRWIWALLASLLLLHSLAEA GRBHENSIH AN VTR TSN PVIEITCE Putativa-RNAseq
R DHCAAKETVGKCEDFKCLCLKPE
compi0Biss <. send MKFATLFPVFVLFSTILVIDA NHPLKWHPMRIKGGGHAGC SNSFKMSESNFCHKLCNSDGKSR Putativa-RNAseq
- LSKCIKNKCYCSTQLFPNIEI




Continuacion tabla 10

Identificador Péptido seiial

Péptido maduro

Observaciones

SmartClIHT MERKLAVLLLLL GMVALASC CoRNIGRROTE BT o o B o s FPutativa-genoteca
THCQDITNKDGDCHGMKCKCE
Gamma-KScTx

CllErg1 DRDSCVDKSRCSKY GYYUECQDCCKKAGHNGGTCMFFKCKCA Caracterizada
ClIErg2 DRDSCVDKSKCSKYGYY GQCDECCKKAGDRAGNCVYFKCKCNP Caracterizada
ClIErg3 DROSCVDKSKCSKYGYYGQCDKCCKKAGDRAGNCVYFKCKCNG Caracterizada
ClIErg4 DRDSCVDKSKCAKYGYY GQCDECCKKAGDRAGNCWVYLKCKCNG Caracterizada
comp40060 c0 seql MKNILLMILILSAFILNEVEL AKDSCTHLKRCGKYGFYKNCSECCREFGHEGGY CTMFKCKCKT Futativa-RNAseq
comp52018 c2 seq2 MAGIAKITLILLFLFVTMDTFA  DWNAEANVACVHRTCDSNCKRNGYKSGKCINRKCNCYPHGK Putativa-RNAseq




9.- Conclusiones

» Se han identificado diferencias en la diversidad de componentes de los
venenos de machos y hembras de C. limpidus.
» | as diferencias encontradas en los venenos de machos y hembras

aparentemente son cuantitativas.

9.1Perspectivas
Realizar un analisis de expresion diferencial entre hembras y machos de C.
limpidus para comprender mejor la razon de las diferencias que hemos observado

en este trabajo.
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Anexo 1
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Figura S1. Cromatograma de fase reversa del veneno de C. limpidus hembras aplicado al HPLC en las

condiciones descritas en Materiales y Métodos. La cantidad de muestra aplicada fue 2.41 mg.
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Figura S2. Cromatograma de fase reversa del veneno de C. limpidus machos en las mismas

condiciones de la Fig.9. La cantidad aplicada fue 2.08 mg.
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Figura S3. Cromatograma de fase reversa de la fraccion Il de C. limpidus machos.

condiciones que las figuras 9 a 11, pero con mayor tiempo de corrida (90 minutos).
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Figura S4. Cromatograma de fase reversa de la fraccién 1l de C. limpidus hembras.
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Figura S5. Cromatograma de fase reversa de la Fraccion lll de C. limpidus hembras en las mismas
condiciones de las anteriores
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Anexo 2

Purificacion de ARN a partir de la glandula venenosa usando el kit SV Total

RNA Isolation System ® Promega
Obtencién de la muestra

1. Limpiar el exterior del alacran con etanol al 96%(v/v) y agua para retirar
impurezas, cortar el telson y colocarlo en un tubo de 1.5 ml con 175 pl de
buffer de lisis (Tiocianato de guanidinio 4 M, Tris pH 7.5 0.01 M, B-
mercaptoetanol 0.97 %) homogenizar con un pistilo eppendorf.

2. Adicionar 300 pl de solucion de dilucion de RNA mezclar por inversion 3-4
veces, centrifugar por 10 min a 16 000 x rcf.

3. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio y adicionar 200 pl de etanol al
95 %, mezclar con la pipeta 3-4 veces, transferir la mezcla a una columna
de purificacién ensamblado con un colector (columna-colector) y centrifugar
1 min a 16 000 rcf. Desechar el sobrenadante.

4. Adicionar 600 pl de RNA Wash Solution (acetato de potasio 60 mM, Tris-
acido clorhidrico pH 7.5 y etanol 60 %) en la columna y centrifugar 1 min a
14 000 x g. Desechar el sobrenadante y ensamblar columna-colector.

5. Preparar la mezcla 40 ul de Yellow Core Buffer (Tris pH 7.5 0.0225 M,
Cloruro de sodio 1.125 M, colorante amarillo 0.0025%), 5 ul de Cloruro de
manganeso 0.09 M, y 5 pl de DNAsa | (siempre usar la mezcla recién
preparada) y aplicarla sobre la membrana de la columna de purificacion.
Incubar 15 min de 20- 25 °C.

6. Adicionar 200 pl de DNAse Stop Solution (Isotiocianato de guanidinio 2 M,
Tris-&cido clorhidrico pH 7.5 4 mM, etanol 57%) en la columna-colector y
centrifugar 1 min a 16 000 x rcf. Desechar el sobrenadante.

7. Adicionar 600 pl de RNA Wash Solution en la columna-colector y centrifugar
1 min a 16 000 x rcf. Desechar el sobrenadante.

8. Adicionar 250 pl de RNA Wash Solution en la columna-colector y centrifugar
2 min a 16 000 x rcf. Desechar el sobrenadante.




9. Adicionar 100 pl de agua libre de nucleasas sobre la membrana de la
columna ensamblada a un tubo de 1.5 ml limpio y centrifugar 1 min a 16
000 x rcf. En el sobrenadante tenemos el RNA purificado.

10. Cuantificar a 260 nm en un Nanodrop 1000 spectrophotometer ® Thermo
scientific.

11. Almacenarlo a -70 °C.

Construccion de libreria de ADNc usando el kit In-fusion SMARTer

Directional ADNc Library Construction ® Clontech
Construccion primera hebra ADNc

1.0 En un tubo para PCR colocar 500 ng de RNA total en un volumen de 1 - 3.5 pl,
1 pl de 3 In-Fusion SMARTer CDS Primer (12 uM) y adicionar agua
desionizada para obtener un volumen total de 4.5 pl. Mezlcar e incubar a 3 min
a72°C2mina42°C.

2.0 En otro tubo preparar la mezcla en el siguiente orden:

2 ul 5X First-Strand Buffer

0.25 pl DTT (100 mM)

1 l dNTP Mix (10 mM )

1l SMARTer V Oligonucleotide (12 pM)
0.25 ul RNase Inhibitor

1 Ml SMARTScribe Reverse Transcriptase (100 U)*
5.5 pl Volumen total

3.0 Adicionar la mezcla maestra a cada una de las muestras de ARN, mezclar e

incubar a 42°C por 90 min, después 68°C por 10 min.




Segunda hebra de ADNc

1. Precalentar el termociclador a 95°C.

2. Enun tubo limpio preparar la siguiente mezcla siguiendo el orden:
2 Ml Primera hebra de ADNc
80 Ml Agua desionizada
10 pl 10X Advantage 2 PCR Buffer
2 ul 50X dNTP Mix (10 mM)
2 ul 5 PCR Primer Il A (12 uM)
2 ul 3’ In-Fusion SMARTer PCR Primer (12 uM)
2 pl 50X Advantage 2 Polymerase Mix
3. Mezclar y usar las siguientes temperaturas en el termociclador.
1 ciclo
95°C 1 min
22 ciclos
95°C 15 segundos
65°C 30 segundos
68°C 6 min

4. Verificar la construccion de la libreria en electroforesis 90 V por 40 min
(agarosa al 1.2%).
5. Realizar el fraccionamiento en la columna Chromaspin + TE 1000,




Fraccionamiento

10.

Ajustar el flujo de la columna a 1 gota (no menor de 25 pl)/ 40 a 60 segundos
con el volumen que sea necesario de buffer de fraccionamiento 1 X (Tris pH
7.4 10 mM, cloruro de sodio 30 mM, acido etilendiaminotetracético pH 7.4
0.5mM), tapar la columna y reservar. Nota: la resina debe quedar nivelada.
Adicionar 2 ul de xylene cyanol 1% a la muestra de ADNc segunda hebra
aproximadamente 85 ul mezclar y reservar.

Destapar la columna y colocar la muestra sobre la resina (sin exceso de
buffer), lavar el tubo con 100 pl de buffer de fraccionamiento 1X y colocar el
lavado sobre la resina.

Adicionar 600 pl de buffer de fraccionamiento 1X, en este momento inicia el
fraccionamiento y colectar aproximadamente 16 fracciones (gotas).

Para verificar el fraccionamiento tomar una pequefa alicuota de cada fraccion
y realizar una electroforesis a 150V por 10 min (agarosa al 1.1%).

En un solo tubo colocar las fracciones de interés y precipitarlas con 0.1
volumen de acetato de sodio 3M pH 4.8, 1.3 pl de Glicogeno (20 mg/ml), 2.5
volumen de etanol 95%. Incubar a -20°C toda la noche.

Centrifugar a 16 000 rcf por 20 min a 4°C. Desechar el sobrenadante.
Adicionar 600 pl de etanol 80% al precipitado. Mezclar y centrifugar a 16 000
rcf por 5 min. Desechar el sobrenadante.

Dejar secar al aire. Resuspender en 10 ul de agua libre de nucleasas.
Cuantificar a 260 nm en un Nanodrop 1000 spectrophotometer ® Thermo

scientific.




LC-MS

La fragmentacion de los péptidos se realizd aplicando los métodos de CID
(Collision-Induced Dissociation) y HCD (High-energy Collision Dissociation). Todos
los espectros fueron adquiridos en modo de deteccion positivo. La ejecucion y
captura de los datos de fragmentacion fueron realizados de forma dependiente del
escaneo total de iones segun las cargas pre-determinadas con un ancho de
aislamiento de 3.0 (m/z), energia de colision normalizada de 35 unidades
arbitrarias, activacion Q de 0.250, tiempo de activacion de 10 milisegundos y
tiempo maximo de inyeccion de 10 milisegundos por micro-escaneo. Durante la
captura automatica de los datos fue utilizado la exclusién dindmica de iones: (i)
lista de exclusién de 400 iones, (ii) tiempo de pre-exclusién de 30 segundos v (iii)
tiempo de exclusion de 300 segundos. Los datos en formato .raw fueron
sometidos a busqueda contra la base de datos de Uniprot a través del programa
Discoverer 1.4 (Thermo-Fisher Co., San Jose, CA, USA).
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